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Résumé

Le cholestérol est un élément nutritif indispensable, ayant un impact majeur sur 1’expression
génique. Un excés de cholestérol étant cytotoxique, ses taux intracellulaires doivent étre régulés de
facon précise. Les oxystérols sont des dérivés hydroxylés du cholestérol, exergant un réle actif dans la
signalisation intracellulaire. Leur concentration dans la cellule est étroitement corrélée a celle du
cholestérol. Au sein de I’organisme, parmi les régulateurs du métabolisme lipidique, les récepteurs
nucléaires des oxystérols LXR (Liver X Receptor) a. et LXR 3 exercent un role clé dans le controle du
métabolisme du cholestérol. Ainsi ces facteurs de transcription peuvent-ils &tre qualifiés de
«senseurs » du cholestérol intracellulaire. Au-dela de leur réle hypocholestérolémiant, ils
interviennent dans la régulation de nombreuses autres fonctions physiologiques, notamment le
métabolisme des acides gras et du glucose, les processus immunitaires et la production des hormones
stéroides. Ils sont également indispensables dans le maintien de 1’intégrité et de la fonction

testiculaires.

L’objectif de ce travail a été d’étudier le role des LXRs dans la fonction de reproduction chez
la femelle par I’analyse in vivo du phénotype ovarien et utérin des souris lxre; 8. Au niveau ovarien,
I’induction de 1’ovulation par une stimulation hormonale au moyen de gonadotrophines provoque un
phénotype d’hyperstimulation ovarienne (OHSS). Les femelles présentent en effet la majorité des
symptomes de la pathologie : augmentation de la masse ovarienne, hémorragies lutéales, perturbation
de la perméabilité vasculaire ovarienne et sensibilit¢é aux gonadotrophines accrue. En paralléle,

I’activation des LXRs par un agoniste synthétique (T0901317) stimule la production d’cestradiol.

Au niveau utérin, nous avons mis en évidence pour la premiére fois I’existence d’un
mécanisme de régulation du métabolisme lipidique spécifique de LXRp. Les souris déficientes pour
cette isoforme présentent en effet une accumulation anormale d’esters de cholestérol a I’intérieur des
myocytes, causée par une absence de régulation des génes abcal et abcgl impliqués dans 1’efflux du
cholestérol intracellulaire, ainsi qu'une diminution basale de 1’expression d’abcgl. Ce phénotype

s’accompagne d’un défaut de contractilité des utérus en réponse a une stimulation hormonale.

Au total, nos travaux soulignent I’importance des LXRs dans le maintien de la fonction de
reproduction chez la souris femelle et mettent en lumiére I’utilisation des souris Ire;f” dans
I’analyse des pathologies de la reproduction chez la femme. A long terme, ces animaux permettront de

comprendre comment des déséquilibres alimentaires entrainent des troubles de la fertilité.
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Abstract

Abstract

Cholesterol is an essential nutrient that has a major impact on gene expression. As an excess of
cholesterol is toxic for the cells, its cellular concentration must be tightly regulated. Oxysterols are
hydroxylated derivatives of cholesterol that possess an active role in cell signaling. Their cellular
concentration is liked to cholesterol content. Among the regulators of lipid metabolism, the nuclear
receptors for oxysterols LXR (Liver X Receptor) a and 3 play a key role in the control of cholesterol
metabolism. Hence, these transcription factors can be considered as intracellular cholesterol sensors.
Beyond their hypocholesterolemiant function, they regulate numerous physiologic functions such as
fatty acids and glucose metabolisms, immunity process and steroid hormone production. They are also

necessary to maintain both testicular integrity and function.

The aim of this work was to study LXR roles in the female reproductive physiology in vivo by
analysis of ovarian and uterine phenotypes of lxra; 8" mice. In the ovary, ovulation induction by
hormonal stimulation with gonadotropins induced an ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS)
phenotype. Indeed, the females present many of the syndrome characteristics: ovarian enlargement,
luteal hemorrhages, ovarian vascular permeability defect and increased gonadotropins sensitivity. In

parallel, LXR activation by a synthetic agonist (T0901317) stimulates estradiol production.

In the uterus, we pointed for the first time the existence of a mechanism specific of LXR[ that
regulates lipid metabolism. Mice deficient for this isoform present indeed abnormal cholesteryl ester
accumulation within the myocytes, due to absence of regulation of abcal and abcgl genes implicated
in intracellular cholesterol efflux, as well as a decrease in abcgl expression. This phenotype is

paralleled with an uterine contractility defect in response to hormonal stimulation.

Altogether, these data point the importance of the LXRs in maintaining reproductive function
in female mice enlighten the use of Ixra; 8" mice in the analysis of reproductive disease in women.
Further study of these nuclear receptors will help in the future to understand molecular mechanisms

involved in fertility defects due to alimentary disequilibrium.
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Récepteurs Récepteurs orphelins
endocriniens « adoptés »

Hormones stéroidiennes  Lipides alimentaires

Ligand Haute affinité Faible affinité

RXR a.,f,y
PPAR o,B,y
LXR a.B
FXR

PXR / SXR
CAR

Récepteurs orphelins

Inconnus

SF-1

LRH-1
DAX-1

SHP

TLX

PNR

NGFI-N a,B,y

ROR a,B,y

ERR o.B,y
RVR a,B,y
GCNF

TR 2,4

HNF-4
COUP-TF a,B,y

Figure 1 : Classification fonctionnelle des récepteurs nucléaires

Les récepteurs sont classés en fonction de leur capacité a fixer un ligand. En couleur sont
représentés les NRs pour lesquels un ligand est connu ; les récepteurs orphelins pour lesquels
aucun ligand physiologique n’est connu sont représentés en noir. Les 48 NRs humains sont
présentés, ainsi que le récepteur EcR (Ecdysone Receptor) isolé chez les insectes. Adapté d’apres
Chawla et al., 2001b.



Introduction bibliographique

L. Les récepteurs nucléaires des oxystérols LXRs (Liver X Receptor)

Depuis la fin des années 1990, le nombre de travaux publiés concernant 1’identification de
génes cibles des LXRs est en augmentation constante. Dans ce manuscrit, nous avons volontairement
choisi de centrer 1’étude bibliographique sur les ligands des LXRs, leurs co-facteurs partenaires

protéiques et les relations ligands / co-facteurs.

A.  Généralités sur les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires (NRs; Nuclear Receptors) sont des facteurs de transcription
potentiellement activables par un signal habituellement lipophile. La nature des ligands leur permet de
franchir facilement les membranes cellulaires, méme si des transporteurs membranaires ont parfois été
décrits et d’activer leurs récepteurs dont la localisation est intra-cellulaire. Les NRs sont largement
répandus dans le régne animal et semblent étre apparus tot dans 1’évolution des métazoaires (Escriva,
et al., 1997). D’un point de vue fonctionnel, on peut définir trois classes de récepteurs nucléaires : les
récepteurs endocriniens ayant un ligand de forte affinité, les récepteurs nucléaires orphelins
« adoptés » possédant un ligand de faible affinité et les récepteurs nucléaires orphelins, pour lesquels

aucun ligand naturel n’a encore été identifié a ce jour (Fig 1 ; Chawla, ef al., 2001Db).

Le premier NR cloné a été celui des glucocorticoides en 1985 (Hollenberg, et al., 1985). Entre
1985 et 1987, d’autres récepteurs ont été identifiés, notamment : ER (Estrogen Receptor), PR
(Progesterone Receptor) et TR (Thyroid hormone Receptor; pour une revue, voir McKenna et
O'™alley, 2002). C’est I’observation de la forte homologie de séquence du domaine de liaison de
I’ADN de tous ces récepteurs qui a permis 1’identification de nouveaux genes, dont le premier a été
RARa (Retinoic Acid Receptor ; Petkovich, et al., 1987). Cette technique de criblage a été le point de
départ du concept d’ « endocrinologie inverse » décrit par Kliewer et al. (Kliewer, et al., 1999), par
lequel la découverte du geéne codant le récepteur précede la découverte du ligand et de la fonction
physiologique. Plusieurs récepteurs nucléaires sans ligand connu ont ainsi été découverts, baptisés
« récepteurs nucléaires orphelins ». Bien que certains ligands soient aujourd’hui connus, certains NRs
sont toujours orphelins. Chez I’homme, 48 récepteurs nucléaires ont été identifiés définis en 7 sous-
familles définies d’apres la classification phylogénétique de V. Laudet (Fig 2 ; Laudet, 1997). Pour
établir cette classification, les séquences correspondant aux domaines C, D et E de 63 NRs ont été
alignées. V. Laudet a suggéré lors de cette étude que tous les récepteurs nucléaires dérivent d’un

ancétre commun orphelin, la capacité a lier potentiellement un ligand n’étant apparue que tardivement.



Nom Nomenclature Ligand

TRa NR1A1 Hormones thyroidiennes

TR NR1A2 Hormones thyroidiennes

RARa NR1BI1 Acide rétinoique tout trans

RARP NR1B2 Acide rétinoique tout trans

RARy NR1B3 Acide rétinoique tout trans

PPARa NRICI1 Acides gras, leucotriéne B,, fibrates

PPARB NRI1C2 Acides gras

PPARy NRI1C3 Acides gras, prostaglandine J,, thiazolidinediones
Rev-erba NR1D1 Orphelin

Rev-erbf NR1D2 Orphelin

RORa NRIF1 Cholestérol, sulfate de cholestérol

RORP NRIF2 Acide rétinoique

RORy NRI1F3 Orphelin

LXRa NR1H3 Oxystérols, T0901317, GW3965

LXRp NR1H2 Oxystérols, T0901317, GW3965

FXRa NR1H4 Acides biliaires, fexaramine

FXRp NRI1HS5 Lanostérol

VDR NR1I1 Vitamine D, 1,25-dihydroxy-vitamine Ds, acide lithocholique
PXR NR1I2 Xénobiotiques, 16a-cyanopregnénolone
CAR NR1I3 Xénobiotiques, phénobarbital

HNF4a NR2A1 Orphelin

HNF4y NR2A2 Orphelin

RXRa NR2Bl1 Acide Rétinoique

RXRp NR2B2 Acide Rétinoique

RXRy NR2B3 Acide Rétinoique

TR2 NR2Cl1 Orphelin

TR4 NR2C2 Orphelin

TLL NR2E2 Orphelin

PNR NR2E3 Orphelin

COUP-TFI NR2F1 Orphelin

COUP-TFII NR2F2 Orphelin

EAR2 NR2F6 Orphelin

ERa NR3A1 17B-cestradiol, tamoxiféne, raloxiféne

ERp NR3A2 17B-cestradiol, divers composés synthétiques
ERRa NR3Bl1 Orphelin

ERRp NR3B2 Diéthylstilbeestrol, 4-hydroxy-tamoxiféne
ERRy NR3B3 Diéthylstilbeestrol, 4-hydroxy-tamoxiféne
GR NR3C1 Cortisol, dexaméthasone, RU486

MR NR3C2 Aldostérone, spirolactone

PR NR3C3 Progestérone, acétate de medroxyprogestérone, RU486
AR NR3C4 Testostérone, dihydrotestostérone, flutamide
NGFI-B NR4ALl Orphelin

NURRI1 NR4A2 Orphelin

NORI NR4A3 Orphelin

SF1 NRSA1 Orphelin

LRH-1 NRS5A2 Orphelin

GCNF NRO6A1 Orphelin

DAX-1 NROBI1 Orphelin

SHP NROB2 Orphelin

Figure 2 : Classification phylogénétique des récepteurs nucléaires

Les récepteurs sont représentés en 7 classes selon la classification phylogénétique de V. Laudet
(Laudet, 1997). Les ligands les plus connus sont indiqués. Les 48 NRs humains sont représentés.
FXRp est un pseudogeéne chez ’homme mais est fonctionnel chez la souris. Adapté d’apres
Germain et al., 2006.
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Figure 3 : Sites et niveaux d’expression des génes codant LXRa et LXRf

A : Les ARNm de deux souris sauvages ont été utilisés pour le northern blot. Le géne ancillaire
est la cylophiline. D’aprés Repa et Mangelsdorf, 2000.

B : Profil d’expression de Ixra réalisé par qPCR normalisé par rapport a I’ARN ribosomique 18S
(Bookout et Mangelsdorf, 2003).
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Figure 4 : Représentation schématique d’un récepteur nucléaire

Le ligand utilis¢é dans ce schéma est le 22(R)-hydroxy-cholestérol. AF1 et AF2 : domaines
d’activation ; P : boite P ; D : boite D ; CTE : extension carboxy-terminale ; NLS : signal de
localisation nucléaire ; @ : site de phosphorylation. Pour certains récepteurs nucléaires, une
interaction N-C terminale a été décrite: celle-ci impliquerait des co-activateurs. D’aprés Souidi et
al., 2004.
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Le mode d’action des récepteurs nucléaires des hormones stéroides est spécifique de la sous-
famille 3 des NRs. Ces hormones sont synthétisées a partir du cholestérol et leur nature dépend de leur
lieu de synthese. 1l existe 5 classes d’hormones stéroides activant chacune un récepteur différent : les
androgeénes, les glucocorticoides, les minéralocorticoides, les cestrogénes et les progestines.
Schématiquement, en I’absence de ligand, ces NRs sont complexés a des protéines chaperonnes de
type HSP (Heat Shock Protein), les maintenant a 1’état inactif. La fixation du ligand, directement ou
aprés transformation enzymatique, entraine le départ des protéines HSP, la translocation nucléaire du
récepteur et sa dimérisation. Le dimére formé se fixe ensuite au niveau de ses éléments de réponse

spécifiques et induit la transcription de ses geénes cibles.

Canoniquement, il est admis que les récepteurs des hormones non stéroidiennes sont en
permanence fixés sur leurs éléments de réponse dans les régions promotrices de leurs génes cibles. En
I’absence de ligand, le contact de co-répresseurs permet le maintien de la chromatine dans un état non
permissif vis-a-vis de la transcription. L’entrée passive du ligand dans le noyau et sa fixation sur son
récepteur induit I’initiation de la transcription des génes cibles. Ces récepteurs peuvent agir sous forme
d’homodimeére, d’hétérodimeére avec le partenaire obligatoire RXR (Retinoid X Receptor, récepteur de
I’acide rétinoique 9-cis) ou bien de monomere. Les récepteurs dimériques peuvent se fixer sur des
éléments de réponse ADN définis comme des répétitions directes (Direct Repeat; DR), des

palindromes (Indirect Repeat ; IR) ou des palindromes inversés (Everted Repeat ; ER ; Glass, 1994).

B. Structure et mode d’action des LXRs.

1. La structure biochimique

Les LXRs font partie des NRs qui forment des hétérodimeres avec RXR. Il existe deux
isoformes LXRa et LXR[ provenant chacune de deux génes distincts. LXRo (NR1H3, RLD-1) a été
identifié a partir d’'une banque humaine d’ADNc de foie, avec une sonde ADNc correspondant au
domaine de liaison de I’ADN de RARa (Willy, et al., 1995). LXRB (NR1H2, NER, UR, RIP15 ou
OR-1) a été pour la premiére fois cloné a partir d’une banque d’ANDc de cellules d’ostéosarcome

humain (Shinar, ef al., 1994).

L’analyse des profils d’expression (Fig 3) montre que LXRf est ubiquiste, alors que LXRa a
de forts niveaux d’expression dans les organes présentant un fort métabolisme lipidique (Repa et
Mangelsdorf, 2000 ; Bookout et Mangelsdorf, 2003). D’un point de vue structural, ils sont constitués

de quatre domaines fonctionnellement indépendants (Fig 4 ; Pour une revue, voir Volle, et al., 2005).
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Figure 5 : Alignement des séquences protéiques de LXRf et LXRa chez I’homme et la souris

* : acides aminés identiques, « : acides aminés similaires, « : acides aminés voisins. Les 9 Cys du domaine de

liaison de I’ADN sont indiqués en rouge. domaines de liaison de ’ADN =), du ligand =), Boite
p. BGHEID. récion charnicre, HEHSSMIRN acides aminés de PAF? ; SESMSIGONAGPAVESIBED:
. La position des hélices alpha est d’aprés Poujol, N et al., 2000. Acides aminés qui permettent

I’ancrage/discrimination des : agonistes (0) , du 22(S) (®) ; des acides gras polyinsaturés (m).
D’aprés Svensson, 2003 ; Farnegardh, 2003)
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a) Le domaine N-terminal (domaine A/B)

Ce domaine, également appelé domaine modulateur ou domaine A/B, est le plus variable dans
la superfamille des NRs aussi bien en longueur qu’en séquence. Ce domaine porte une fonction
activatrice AF1 (Activating Function 1) qui est dépendante du contexte cellulaire et qui a été identifice
récemment pour LXRo (Chen, et al., 2005). Contrairement & ce qui a été décrit pour certains
récepteurs nucléaires, aucune phosphorylation des LXRs au niveau du domaine A/B n’a aujourd’hui
été décrite. Il est a noter qu’il n’existe pas de séquence consensus définissant I’AF1 des différents
NRs. C’est également a ce niveau qu’on trouve le plus de divergence de séquence entre LXRa et

LXRB (Fig 5).

b) Le domaine de liaison a I’ADN (domaine C)

Ce domaine, qui confére la possibilité aux NRs de reconnaitre leurs séquences spécifiques
cibles sur I’ADN présente une homologie de séquence dans la superfamille. C’est sur la base de cette
homologie qu’ont été clonés la majorité des récepteurs nucléaires dés le début des années 1990. Ce

domaine définit également en partie I’appartenance a la superfamille des NRs.

Ce domaine (DBD ; DNA Binding Domain) est caractérisé par la présence de deux doigts de
zinc de type C,C,. Dans chaque doigt, la disposition de quatre cystéines invariables permet la
chélation d’un ion de zinc. Le DBD posséde une taille de 66 a 70 acides aminés. Il est composé de
deux hélices alpha et sa séquence protéique est riche en acides aminés basiques (Aranda et Pascual,

2001 ; Schwabe, et al., 1990). On peut a I’intérieur du DBD définir quatre sous domaines (Fig 6) :

D La boite P (P box, boite proximale)

Cette région est portée par le premier doigt de zinc. C’est elle qui est impliquée dans la
reconnaissance du demi-site de I’¢lément de réponse, dont la séquence canonique est AGA/GTCA
(Giguere, 1999). Pour les récepteurs monomériques, le demi-site est flanqué de séquences riches en
A/T en 5°. Elle est composée de trois acides aminés (EGCKG ; Fig 5). Des expériences de mutagenese
dans la boite P permettent d’interchanger la spécificité de reconnaissance de 1’¢lément de réponse de

GR et ER (Zilliacus, et al., 1994).
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Figure 6 : Représentation schématique de la structure du DBD d’un NR

Les deux doigts de Zinc et la CTE sont identifiés. Les acides aminés en noir sont impliqués dans
les contacts directs avec I’ADN. Les cercles blancs et noirs représentent des acides aminés
impliqués dans la dimérisation de NRs. Adapté d’apres Giguére, 1999.
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2) La boite D (D box ; boite distale ou de dimérisation)

Ce sous-domaine, situé dans le second doigt de zinc, définit I’écartement entre les deux demi-
sites de I’élément de réponse sur I’ADN. Cette partic du DBD définit aussi le caractére
homodimérique ou hétérodimérique du récepteur nucléaire. Aumais et al. (Aumais, et al., 1996) ont
propos¢ un modele selon lequel le domaine de dimérisation présent dans le DBD des récepteurs
nucléaires des hormones stéroides est responsable d’une plus forte affinité¢ de I’homodimeére pour des
¢éléments de réponse de type palindromiques (IR) plutét que pour des éléments de type répétition
directe. La boite D n’est donc impliquée que dans la fixation sur des éléments de réponse de type IR

(Glass, 1994).

3) L’extension carboxy-terminale (CTE)

Cette région de 25 acides aminés, située en C-terminal du second doigt de zinc, permet
I’interface protéine / protéine et protéine / ADN, notamment par la reconnaissance des régions riches
en A/T en 5’ des éléments de réponse des NRs monomériques (Giguere, 1999). Toutefois, tous les

récepteurs nucléaires ne possédent pas cette extension carboxy-terminale.

4 Le signal de localisation nucléaire (NLS)

Ce signal de transfert nucléaire est une succession de 5 & 6 acides aminés basiques riches en
arginines et lysines. Bien que ce signal soit constitutivement actif, le transport nucléaire du récepteur
est dépendant de I’énergie. Une étude récente utilisant un récepteur chimérique LXRo ou LXR[
couplé a YFP (Yellow Fluorescent Protein) a permis de préciser le role du NLS (Nuclear Localization
Signal) dans la localisation cellulaire (Prufer et Boudreaux, 2007). Des cellules exprimant de maniére
stable ces deux récepteurs présentent une fluorescence exclusivement nucléaire. Quatre NLS sont
maintenant connus pour les LXRs. Les NLS 1 et 2 sont situés dans le DBD, le NLS3 dans le domaine
charniére et le NLS4, identifié et caractérisé lors de cette étude, dans le domaine A/B. Des mutations
ponctuelles des différents NLS montrent que tous ne participent pas de la méme manicre a
I’internalisation nucléaire du récepteur et les auteurs montrent un mécanisme de coopération entre ces

signaux pour I’entrée du récepteur dans le noyau. De plus, un défaut de localisation cellulaire entraine
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Représentation schématique des changements de conformation se produisant en présence d’un
ligand. A : En I’absence de ligand, 1’hélice H12 portant le domaine AF2 contacte la boucle Q et
est exposée vers I’extérieur. B : En présence d’un ligand, les hélices 10 et 11 se condensent en
une seule hélice, libérant 1’hélice H12 de la boucle Q. L hélice H12 « referme » le LBD, mettant
le NR dans une conformation favorable au recrutement de co-activateurs. H1-12 : hélices o ; S1
et S2 : feuillets 3 ; Q2 : boucle Q2. Adapté d’apres Parker et White, 1996.
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une diminution de 1’activité transcriptionnelle du récepteur. Ainsi, s’il est connu que ces signaux sont
primordiaux pour la localisation nucléaire, il sera important d’étudier leur part relative dans le mode
d’action des LXRs. De plus, 1’analyse des mécanismes par lesquels la liaison d’un agoniste permet un
controle de la localisation cellulaire pourra permettre a terme de développer des molécules pouvant

moduler I’action activatrice des LXRs.

c) Le domaine charniere (hinge ; domaine D)

Ce domaine est variable a la fois en séquence primaire et en longueur. Cette région constitue
la charniére entre le DBD et le LBD du récepteur. Elle permettrait une rotation de 180° du LBD pour
permettre la fixation du dimére de récepteurs sur des ¢léments de réponse de type DR ou IR. Le role
principal du domaine charniére est le contact de co-répresseurs en 1’absence de ligand, maintenant la

transcription inactive (Horlein, et al., 1995 ; Chen et Evans, 1995).

d) Le domaine C-terminal : le domaine de liaison du ligand (LBD)

Ce domaine multifonctionnel est trés documenté. Il est le siége de plusieurs fonctions

notamment :

(D La liaison du ligand

Malgré une grande variabilit¢ dans la séquence primaire du LBD, les analyses
cristallographiques montrent que tous les LBD ont une structure tridimensionnelle identique. Ils sont
composés de 11 a 13 hélices alpha arrangées en trois couches avec deux « S-turns ». 1l faut noter un
motif présent sur I’hélice H4 qui permet également de définir I’appartenance a la superfamille.
L’organisation structurale du LBD définit ainsi une poche hydrophobe dans laquelle le ligand de
nature lipophile peut venir se fixer. L’étude cristallographique comparant les structures de RXRa en
I’absence de son ligand (Bourguet, et al., 1995) et RARY en présence de son ligand a montré le role
primordial de la fonction AF-2 (Activating function 2) portée par I’hélice 12 (Renaud, et al., 1995). En
I’absence de ligand, 1’hélice 12 est orientée vers 1’extérieur du LBD. La liaison de I’hormone permet le
réarrangement des hélices 10 et 11 en une hélice unique, ce qui a pour conséquence de libérer 1’hélice
12 de son contact avec la boucle Q (entre les hélices 2 et 3). L hélice 12 se réaligne ainsi contre la

poche hydrophobe de liaison du ligand, agissant ainsi comme un « couvercle » qui scelle la poche en
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Figure 8 : Structure des domaines de liaison de I’hétérodimeére RXRB/LXRa

LXRa est représenté en jaune et RXRp en violet. Les atomes de carbone, oxygéne, azote, soufre
et fluor des ligands de LXRa (T0901317) et de RXR[} (Acide méthoprénique) sont représentés en
vert, rouge, bleu, jaune et blanc respectivement. Le peptide du cofacteur GRIP1 est représenté en
rouge. A : structure du LBD de LXRa. Noter la position de 1’hélice H12 qui s’aligne contre la
poche hydrophobe de liaison du ligand. B : Deux représentations de 1’hétérodimére RXRB/LXRa
décalées de 90°. D’apres Svensson et al., 2003.
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renforgant les interactions entre le ligand et le LBD. Ce modeéle est décrit comme le modele « mouse
trap » (modele du piege a souris ; Fig 7). La cristallisation de LXRa en présence de RXRp, d’un
ligand synthétique et d’un co-activateur a révélé que LXRa adopte une conformation classique en

présence de son ligand (Fig 8 ; Svensson, et al., 2003). Cette étude a par ailleurs montré 1’importance

des deux résidus H421 et W443 de I’AF2 dans ’activation transcriptionnelle induite par ce NR.

2) La dimérisation

Le LBD des NRs est primordial pour permettre la dimérisation. Tous les récepteurs nucléaires
ne possedent pas de boite D fonctionnelle dans le LBD, mais tous ceux qui forment des diméres sont
liés par leur LBD. Mangesldorf et Evans (Mangelsdorf et Evans, 1995) ont décrit un modéle de
dimérisation en deux étapes pour les hétérodimeres impliquant RXR : en premier lieu les deux
partenaires hétérodimérisent en solution par leur LBD. C’est dans un deuxiéme temps que
I’hétérodimere ainsi formé va reconnaitre ses éléments de réponse sur I’ADN. Ce mode¢le n’a, a ce

jour, jamais été validé expérimentalement.

3) Le controle du mode d’action des récepteurs des hormones

stéroides

Le LBD des récepteurs nucléaires des hormones stéroides est également responsable de trois
fonctions primordiales dans leur mode d’action : I’interaction avec les protéines HSP en I’absence de
ligand et la translocation nucléaire. Il faut noter que la liaison des protéines HSP avec le LBD protége
le récepteur de la dégradation et le maintient dans une conformation permettant 1’accueil du ligand

(Georget, et al., 2002).

2. Régulation de I’expression des génes codant LXRa et LXR[

a) Structure des genes Ixra, et 1xrf3

Le géne murin Ixra s’étend sur 11 kb et comporte dix exons (Fig 9A ; Alberti, et al., 2000 ;

Peet, et al., 1998). Ce géne se situe sur le chromosome 2, a la position 2E1 ; 40,4 cM. Il comporte dix
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Figure 9 : Structure du géne Ixra

A : Représentation schématique du géne /xra murin. 1l s’étend sur 11 kb et comprend 10 exons.
Adapté d’apres Alberti et al., 2000.

B : Représentation schématique du géne Ixra humain. Les trois variants d’épissage sont
indiqués. Pour la forme LXRal, les deux sites d’épissage dans le premier exon sont indiqués.
Cependant, le premier exon n’est pas traduit ; cet épissage alternatif n’a aucun impact sur la
séquence protéique.

DBD : DNA Binding Domain ; LBD : Ligand Binding Domain ; UTR : Untranslated Region.
D’aprés Chen et al., 2005.
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exons ; le premier se situe dans la région 5’ non traduite et les neuf autres dans la région codante. Le
LBD de LXRa est codé par les cinq derniers exons. Contrairement a la majorité des récepteurs
nucléaires, le DBD de LXRa est codé par un seul exon. Les sites donneurs et accepteurs d’épissage
suivent la régle consensus GT-AG. L’analyse de la séquence de I’ADNc a révélé qu’il existe deux
sites donneurs d’épissage dans 1’exon 1, générant deux ARNm différents (LXRalA et LXRalB). A
ce jour, aucun réle physiologique concernant ces variants d’épissage n’a été décrit. De plus, ’exon
concerné étant dans une région non traduite, la protéine formée est identique quel que soit le site

d’épissage. Le promoteur de ce géne ne possede pas de boiteTATA ni d’élément CAAT.

Chez I’homme, le géne Ixra se situe sur le chromosome 11 en position 11p11.2 et possede 12
exons potentiels. Comme chez la souris, il existe deux variants d’épissage pour le premier exon sans
impact sur la séquence protéique en raison de sa position en région 5’ non traduite. Deux transcrits
supplémentaires ont toutefois été décrits (Chen, et al., 2005). L’ARNm LXRa?2 est transcrit a partir
d’un promoteur alternatif situé environ 10 kb en amont des exons 1A et 1B. La traduction de ce
transcrit débute a I’exon 3, produisant une protéine tronquée des 45 acides aminés en position N-
terminale (Fig 9B). L’ARNm LXRa3 est généré par épissage alternatif, conduisant a la perte de I’exon
6, générant une protéine a laquelle il manque 50 acides aminés du LBD. Les trois isoformes sont
capables d’hétérodimériser avec RXR et de fixer in vitro un LXRE (LXR Responsive Element).
Cependant, tandis que LXRa3 est inactif d’un point de vue transcriptionnel, LXRa2 est capable
d’initier I’expression de génes cibles en réponse a un agoniste, mais a des taux moindres par rapport a
LXRal. Ces données permettent aux auteurs d’identifier un domaine AF1 fonctionnel dans la région
A/B de LXRa. L’absence des hélices 3 et 4 ainsi qu’une partie de 1’hélice 5 du LBD de LXRa3 le
rend potenticllement incapable de fixer un ligand. Ce récepteur tronqué ne se comporte toutefois pas
comme un dominant négatif. L’analyse de I’expression des trois isoformes révéle comme attendu de
forts taux d’expression de LXRal au niveau du foie, du cceur, du cerveau, de la rate et du rein.
LXRa2 est quant a lui exprimé au niveau testiculaire, ou il représente 1’isoforme majeure. En
revanche, les niveaux d’expression de LXRa3 sont trés faibles, quels que soient les organes étudiés.
Les isoformes o2 et a3 sont exprimées a de plus forts taux dans plusieurs lignées cellulaires
tumorales. Toutefois, I’implication de ces isoformes dans le processus de transformation n’a pas été

décrite a ce jour.

Le géne murin Ixrf est beaucoup plus court (Fig 10 ; Alberti, ef al., 2000) : il occupe 5 kb du
chromosome 7, en position 7B4. Il comporte également dix exons et 1’épissage est réalisé a partir des
séquences consensus GT-AG. Les deux premiers exons sont inclus dans la région 5’ non traduite. Le
LBD de LXRp est codé par seulement quatre exons et comme pour LXRa, le DBD est codé par un
seul exon. Comme pour /xre, le promoteur du géne [xrf ne posséde pas de boite TATA ni d’élément

CAAT. Les auteurs ont identifié¢ une région génomique murine qui présente une forte homologie de
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Figure 10 : Structure du géne Ixrf

Représentation schématique du géne [xrf murin. 11 s’étend sur 5 kb et comprend 10 exons. DBD :
DNA Binding Domain ; LBD : Ligand Binding Domain ; UTR : Untranslated Region. Adapté
d’apres Alberti et al., 2000.
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séquence (83 % d’identité) avec les exons 8 a 10 du géne Ixrf. Cette séquence, identifiée comme un
pseudogene Ixrf: wixrp, ne possede pas d’introns et ne partage pas d’homologie de séquence avec les
exons 1 a 7 du géne Ixrp. 1l se situe sur le chromosome 9, en position 9D. Le géne [xrf humain se
situe sur le chromosome 19 en position 19q13.3-q13.3. Comme le géne murin, il posséde 10 exons,
dont les deux premiers ne sont pas traduits. Une étude a rapporté 1’existence de variants d’épissage de
LXRp dans plusieurs tumeurs cancéreuses humaines (Saito, et al., 1997). Cependant, 1’existence de

ces variants n’a jamais été confirmée par ailleurs.

b) Régulation du gene Ixra,

Le fait que I’expression de LXRa soit restreinte aux tissus présentant un fort métabolisme
lipidique suggére que le géne codant ce récepteur nucléaire est soumis a de multiples régulations,

notamment hormonales.

Les TRs sont les récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes. Il existe deux isoformes
TRa et TR, fonctionnant en hétérodimere avec RXR et capables de fixer le méme DR4 que les LXRs
(Kawai, et al, 2004). Une étude récente montre que D’activation de TRP par les hormones
thyroidiennes augmente les ARNm de LXRa murin (Hashimoto, et al., 2007). Cette activation est
dépendante de I’intégrité du promoteur du géne. Cependant, des expériences de retardement sur gel ne
révelent pas de fixation directe de TR. En revanche, les données d’immunoprécipitation de chromatine
montrent que RXRo et TRP sont recrutés en présence d’hormones thyroidiennes au niveau du
promoteur de LXRa.. Les auteurs proposent ainsi un modele selon lequel RXRa et TR sont recrutés

au niveau du promoteur par I’intermédiaire d’une protéine « X » restant a découvrir.

Le récepteur des glucocorticoides (GR) : Steffensen et al. (Steffensen, et al., 2003) ont identifé

par une approche in silico plusieurs éléments de réponse aux glucocorticoides putatifs. La transfection
d’un vecteur exprimant GR stimule 1’expression d’un géne rapporteur sous le contréle du promoteur
du geéne [xra. De maniére surprenante, I’ajout de dexaméthasone, un agoniste de GR, abolit cette
activation. En absence de ligand, GR semble donc étre un activateur de 1’expression de LXRo mais
devient répresseur aprés activation par son ligand. Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ce
phénomeéne restent toutefois a préciser, d’autant plus que I’interaction directe entre GR et le promoteur

n’a pas été démontrée.

Les cestrogénes permettent une réduction de la masse de tissu adipeux, notamment par
I’induction de la lipase hormono sensible, se traduisant par une lipolyse adipocytaire. Le traitement de

souris par de I’cestradiol (E2) provoque une diminution des ARNm LXRo dans le tissu adipeux
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(Lundholm, et al., 2004). Lorsqu’un plasmide portant un géne rapporteur sous le contrdle du
promoteur du géne xra et un vecteur exprimant le récepteur ERa sont co-transfectés, le traitement par
de I’cestradiol diminue I’induction du géne rapporteur, suggérant une interaction directe de ERa avec
le promoteur de /xrea. (Kramer et Wray, 2002). Toutefois, le blocage de la synthese protéique par le
cycloheximide abolit cette induction, suggérant une action indirecte de 1’cestradiol sur le controle du
gene [xra. Au total, s’il apparait aujourd’hui clair que les cestrogénes inhibent la transcription de Ixrea,

le mécanisme moléculaire mis en jeu reste a étudier.

L’insuline permet 1’augmentation des quantités d’ARNm LXRa dans le foie de rat en culture
et in vivo (Tobin, et al., 2002). L’utilisation de cycloheximide abolit cette induction, montrant que
cette activation est indirecte et dépend de la synthése de protéines intermédiaires. De plus, 1’insuline
semble augmenter la stabilit¢ des ARN messagers de LXRa.. L’effet activateur de cette hormone sur
de multiples génes cibles des LXRs souligne que ces récepteurs nucléaires sont des régulateurs

importants de la signalisation par I’insuline dans le métabolisme hépatique, notamment lipidique.

La protéine C/EBP (CCAAT-box/enhancer binding protein) est un facteur de transcription

impliqué dans la différentiation adipocytaire. Les trois isoformes C/EBPa, 3 et y sont capables de se
fixer sur le promoteur du géne [xra humain et murin (Steffensen, et al., 2002). Cette ¢tude montre que
C/EBPa a un effet activateur sur le promoteur de LXRa. A I'inverse, C/EBPf abolit I’induction de
I’expression de LXRa, tandis que C/EBPy n’a aucun effet transcriptionnel. De plus, I’expression de

LXRa est induite au cours de la différenciation de I’adipocyte.

Les PPARs : La découverte que les acides gras pouvaient stimuler la transcription du géne
Ixra a conduit Tobin et al. (Tobin, et al., 2000) a étudier la régulation de ce géne par un de leurs
récepteurs : PPARa. Ainsi, des agonistes de PPARa sont capables d’induire un géne rapporteur placé
en aval du promoteur murin du géne Ixra. Les auteurs ont par ailleurs identifié par une approche
bioinformatique plusieurs éléments de réponse a PPAR putatifs dans ce promoteur. Ces résultats ont

été confirmés in vivo au niveau hépatique chez le rat.

Le géne murin Ixra est une cible directe du récepteur nucléaire PPARY (Chawla, et al., 2001a).
Les auteurs ont montré¢ une régulation directe de /xra par des ligands spécifiques de PPARy via un
¢élément de réponse PPRE (PPAR Response Element). Ainsi, PPARy permet-il I’induction du géne
abcal par une cascade de signalisation impliquant LXRa. A I’inverse, contrairement aux données de
Tobin et al. (Tobin, et al., 2000), PPARa et PPARS sont incapables de réguler LXRa. Lors de 1’étude
du promoteur de Ixra, Laffitte et al. (Laffitte, ef al., 2001a) ont également montré que le géne Ixra
humain est activé par des ligands spécifiques de PPARY dans des cultures de macrophages. Cependant,

le PPRE décrit par Chawla et al. n’est pas conservé chez la souris. Chez I’homme, la signalisation par
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PPARYy dépend d’un autre PPRE. La régulation du géne /xra humain par PPARy n’est pas retrouvée

dans des hépatocytes en culture.

Sachant que (1) I’insuline est un facteur adipogénique et active la transcription de LXRa
(Tobin, et al., 2002) et (2) qu’il est actuellement admis que les facteurs de transcription intervenant
majoritairement dans 1’adipogenése et le maintien de 1’état différencié des adipocytes sont les facteurs
C/EBP, PPARy et SREBP1 (Rocchi et Auwerx, 2000), la découverte de I’interaction entre ces voies de
signalisation intra-cellulaires et la signalisation par LXRa suggére ainsi que ce NR pourrait également

étre un acteur clé dans les processus processus adipogéniques.

Le resvératrol est un polyphénol naturel présent dans plusieurs végétaux, notamment dans les
racines d’une plante utilisée dans 1’herboristeriec médicinale japonaise et chinoise (Poligonum
cuspidatum) et dans le vin rouge (pour une revue, voir Soleas, et al., 1997). Les polyphénols de vin
rouge semblent avoir un effet protecteur contre 1’athérosclérose. Toutefois, les mécanismes
physiologiques mis en jeu ne sont pas clairs actuellement. Le traitement de macrophages en culture par
du resvératrol provoque une augmentation des taux d’ARNm et de protéine LXRa (Sevov, et al.,
2006). Par immunoprécipitation de chromatine, les auteurs montrent que le traitement par ce
polyphénol permet le recrutement de I’ARN polymérase de type II au niveau du promoteur de LXRa,
suggérant que cette activation est au moins en partie de nature transcriptionnelle. Son effet inducteur
sur ’expression des génes cibles des LXRs abcal, abcgl et apoE suggére que les propriétés anti-
athérogéniques du resvératrol pourraient en partie dépendre de 1’augmentation de I’expression du géne

codant LXRa.

La phase de réponse aigiie, induite par une infection ou une inflammation est associée a de

multiples changements dans le statut lipidique, notamment une hypertriglycéridémie, une diminution
des niveaux de LDL-cholestérol, une lipolyse accrue au niveau du tissu adipeux, une augmentation de
la synthése de novo d’acides gras et une diminution de leur oxydation (Khovidhunkit, et al., 2004).
Considérant leur role dans le métabolisme lipidique, Beigneux et al. (Beigneux, et al., 2000) ont étudié
I’expression des RXRs, PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) et LXRs en situation
inflammatoire. L’injection de lipopolysaccharides (LPS) a des hamsters syriens provoque une
diminution hépatique des taux d’ARNm de RXRa, RXRf, RXRy, LXRa, PPARa et PPARy. La
diminution de transcrits de LXRa, retrouvée au niveau rénal chez la souris, est induite par plusieurs
substances conduisant a une phase de réponse aigiie : IL1-p, TNF-a et les LPS (Wang, et al., 2005).
Cette inhibition transcriptionnelle, associée & une diminution des cofacteurs PGC-1a (Peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 — alpha), PGC-1p et SRC-1 (Steroid Receptor
Coactivator — 1 ; Kim, et al., 2007), est responsable d’une diminution de I’expression de génes cibles

des LXRs: abcal, abcgl et srebplc (sterol response element binding protein I1c). De manicre
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surprenante, ’expression de Ixra est stimulée au niveau des macrophages aprés une infection
bactérienne (Joseph, et al., 2004). Le traitement par des LPS de macrophages dérivés de moelle
osseuse provoque également une augmentation des taux de transcrits LXRa (Barish, et al., 2005). 11
est intéressant de constater que cette activation est diminuée dans des macrophages dérivés de souris
cftr’” (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), modéles d’étude de la mucoviscidose
(Andersson, et al., 2007). Les auteurs soulévent ainsi I’hypothése que la perturbation de la régulation
de LXRa pourrait en partie contribuer au statut inflammatoire excessif des patients atteints de
mucoviscidose. Au total, si les mécanismes mis en jeu dans la régulation de LXRa par les LPS sont
loin d’étre €lucidés, il apparait clair que les LXRs sont des acteurs clés dans la médiation des voies de

I’inflammation.

Les LXRs : Une boucle d’autorégulation de LXRa a été décrite (Laffitte, ef al., 2001a ; Li, et
al., 2002). Ces deux études montrent que le géne humain xra est activé a la fois par des agonistes
synthétiques et naturels des LXRs. Cette induction est dépendante de trois LXRE fonctionnels. Le
premier LXRE (-4135/-4119) est « de type I » : il est en effet activable a la fois par LXRa et par
LXRp (Li et al., 2002). Les deux autres LXRE (-3286/-3270 ; -2914/2898) sont « de type I » : ils sont
activables uniquement par LXRa. Au contraire, aucune augmentation de 1’expression de LXR[
humain n’est observée en présence des ligands agonistes. Par ailleurs, le géne [xra murin ne posséde

qu’un seul LXRE non fonctionnel car muté.

La vitamine B3 (niacine) est impliquée dans la régulation du métabolisme des lipides et

potentiellement dans la régression de la 1ésion athérosclérotique. /n vivo, un apport nutritionnel de
vitamine B3 a des lapins permet une augmentation des transcrits LXRa dans le tissu adipeux, associée
a une augmentation de I’efflux de cholestérol (Zhao, et al, 2007). Cependant, le mécanisme

moléculaire de cette régulation positive n’est pas connu.

La vitamine C (acide ascorbique) est connue pour ses propriétés antioxydantes. Combinée a la
vitamine E, une supplémentation alimentaire en vitamine C permet un ralentissement conséquent de la
progression de la Iésion athérosclérotique chez des patients en hypercholestérolémie (Salonen, et al.,
2003). Le traitement de cellules monocluclées humaines de sang périphérique par de la vitamine C
provoque une augmentation de I’expression de Ixra (Kaul et Baba, 2005). Cet effet est observé sur des
cellules issues a la fois de patients sains et de patients cardiaques. Méme si les mécanismes conduisant
a cette augmentation de 1’expression de LXRa sont encore inconnus, on peut supposer de ces travaux
que I’effet protecteur contre la progression de I’athérosclérose de la vitamine C dépendrait au moins

en partie de LXRa.
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c) Régulation du gene 1xrf3

L’expression de LXR[3 étant ubiquiste, les régulations hormonales du promoteur ont été peu

étudiées.

Elkl (Ets-Like transcription factor) est un facteur de transcription appartenant a la famille
ETS (E Twenty Six). Habituellement, les facteurs ETS s’associent avec des diméres de facteurs SRF
(Serum Response Factor) ; ce complexe ternaire se fixe sur des éléments de réponse SRE (Serum
Response Element ; Buchwalter, et al., 2004). L’activit¢ d’Elkl est régulée positivement par
phosphorylation induite par la voie des MAP Kinases. Deux éléments de réponse fonctionnels ont été
identifiés dans le promoteur de /x7f humain : un site ETS en 5’ et un site Elk1 en 3’ (Nilsson, et al.,
2007). Le facteur Elk-1 a la capacité de fixer les deux sites tandis que SRF ne peut se lier qu’au site
3’-Elkl1. Le glucose permet d’activer la transcription du géne rapporteur luciférase sous le contréle du
promoteur du geéne /xrf. La mutation des sites Elk1 et ETS diminue a la fois la transcription basale du
géne mais aussi |’effet activateur du glucose, montrant que cet effet stimulateur dépend en partie de
I’intégrité de ces sites. De maniére surprenante, le géne endogéne /xrf ne répond pas au glucose, a la
fois dans le modele cellulaire utilisé (cellules béta pancréatiques de rat INS-1), ni dans des cultures
primaires de cellules béta pancréatiques de rat, suggérant une spécificité d’espéce dans la réponse au
glucose. Toutefois, les séquences des ¢léments de réponse ETS et Elk-1 sont particuliérement
conservées entre les deux espéces, laissant supposer que 1’absence de réponse des génes endogenes de
rat est plus due a des mécanismes complexes impliquant d’autres facteurs de transcription plutdt qu’a
la structure des éléments de réponse. Méme si les mécanismes mis en jeu dans cette réponse méritent
d’étre approfondis, il apparait que les interactions entre les LXRs et le métabolisme du glucose en font

des cibles de choix dans I’é¢tude du déclenchement de pathologies telles que le diabete.

3. Mode d’action des LXRs

a) Les éléments de réponse des LXRs

@) Les ¢éléments de réponse des NRs

Les ¢léments de réponse sont des éléments bipartites composés de deux séquences

hexamériques appelées demi-sites. Ces séquences nucléotidiques forment des répétitions directes
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Figure 11 : Les différents éléments de réponse

Les NRs des hormones stéroidiennes se fixent généralement sur des ¢léments de réponse de type
IR (Inverted repeat). Les NRs hétérodimériques contactent le plus souvent des éléments de type
DR (Direct Repeat) mais peuvent également se fixer sur des IR ou ER (Everted Repeat). Adapté
d’apres Aranda et Pascual, 2001.
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(DR), indirectes (IR, ou palindromes) ou inversées (ER) qui sont deux demi-sites séparés par une

courte séquence nucléotidique variable. L’identité des éléments de réponse peut étre déterminée par :

- la séquence des demi-sites
- le nombre de paires de bases qui séparent les demi-sites

- T’orientation relative des motifs.

La superfamille des NRs peut étre divisée en sous-groupes sur la base du profil de

dimérisation :

- Les récepteurs des hormones stéroides se fixent généralement en homodiméres sur des
¢léments de type IR3 (deux demi-sites organisés en palindromes et séparés par trois
nucléotides). La séquence consensus du demi-site est AGAACA, a I’exception de ER
(AGGTCA). La cristallisation de GR (Glucorcorticoid Receptor) et ER a montré une
orientation téte a téte (Luisi, et al., 1991 ; Schwabe, et al., 1993) de I’homodimére. La
modélisation de AR (4Androgen Receptor) a montré une orientation identique (Lobaccaro,
etal., 1996)

- Les récepteurs qui forment des hétérodimeres avec RXR contactent généralement des
¢léments de type DR1 a DRS. Le nombre de nucléotides détermine la spécificité du couple
¢lément de réponse / hétérodimere. Les études critallographiques ont montré une
organisation en téte a queue (pour une revue, voir Germain, ef al., 2006)

- Enfin, les récepteurs nucléaires qui agissent sous forme de monomeéres contactent des
¢léments de réponse dont la séquence consensus est AGGTCA précédée d’une séquence

riche en A/T en 5°.

11 est également a noter que certains récepteurs nucléaires peuvent se fixer sur des ¢léments de
réponse de type ER ou IR, en plus de leur DR canonique, notamment TR, RAR, VDR (Vitamin D
Receptor). La capacité des hétérodimeéres a reconnaitre un ER, un IR ou un DR implique que le DBD

doit avoir une flexibilité de rotation par rapport au LBD (Mangelsdorf et Evans, 1995, Fig 11)

2) Les éléments de réponse aux LXRs

Plusieurs éléments de réponse aux LXRs ont été décrits :

Le DR4 : cet ¢lément de réponse a été le premier décrit. Willy et al. (Willy, et al., 1995) ont
identifi¢ une séquence dans la région régulatrice du AMTV, un promoteur dérivé du LTR du mouse

mammary tumor virus, duquel les éléments de réponse aux glucocorticoides avaient été supprimés
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(Hollenberg et Evans, 1988). Des mutants de délétion leur ont permis d’identifier une région de 30
paires de bases sensible 8 RXR/LXR. Des expériences de retardement sur gel associées a des mutants

de cette région régulatrice leur ont permis d’identifier le premier LXRE : GGTTTAAATAAGTTCA.

Willy et Mangelsdorf (Willy et Mangelsdorf, 1997) ont comparé les facteurs d’induction de différentes
séquences mutées du LXRE clonées en amont d’un géne rapporteur TK-LUC. La transformation du
demi-site 5 en un consensus AGGTCA résulte en une activation de la transcription. A I’inverse, la
transformation des deux demi-sites en ce méme consensus conduit a une diminution forte de
I’activation transcriptionnelle. Cependant, la diminution de la capacité transactivatrice de ce LXRE
consensus ne résulte pas d’une diminution de la fixation de I’hétérodimére RXR/LXR sur I’ADN.
Comme attendu, la transformation du DR4 en un DR3 ou un DRS5 abolit complétement I’initiation de
la transcription. Cependant, des substitutions dans les quatre nucléotides entre les demi-sites peuvent
augmenter ou diminuer fortement I’activation de la transcription. De la méme maniére, des mutations
des nucléotides flanquant le DR4 diminuent la capacité a induire la transcription de RXR/LXR, voire
abolissent complétement son activité. Prises ensemble, ces données suggerent que le LXRE a lui seul
n’est pas suffisant pour expliquer les interactions complexes entre 1’hétérodimére RXR/LXR et son
¢élément de réponse sur ’ADN. Cette étude a par ailleurs été la premiére a montrer une polarité de
fixation de I’hétérodimére RXR/LXR sur le LXRE : RXR occupe le demi-site en 5° tandis que LXR
occupe le demi-site en 3°. L’alignement des LXRE connus a permis de définir un LXRE consensuel :
DGGTYAyynnVGKKCA (Volle, et al., 200)ou D=A,GouT;K=GouT;V=A,CouG;etY
= C ou T, selon la nomenclature IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). Depuis
quelques années, le séquencage systématique des génomes et I’apparition de nouveaux algorithmes de
recherche de sites de fixation de facteurs de transcription (Cartharius, et al., 2005) permettent une
recherche in silico rapide de LXRE dans des séquences promotrices de geénes préalablement au
clonage des régions régulatrices, permettant 1’identification de nouveaux genes cibles des LXRs

(Henry-Berger et al., soumis, annexe 2).

Le DR1 : Feltkamp et al. (Feltkamp, ef al., 1999) ont montré que LXR a la capacité de fixer
une séquence DR1 dont le consensus est : AGGTCAaAGGTCA. Les auteurs ont montré que LXRf

est capable de contacter cet élément de réponse comme hétérodimére avec RXR, la fixation comme
homodimére ou monomeére étant impossible. Contrairement a 1’orientation classique ou RXR occupe
la position 5’ d’un DR4 et LXR la position 3’, LXR[3 peut occuper les deux positions sur le DR1, avec
une affinité plus forte pour la position 3’. Par ailleurs, en 1’absence de LXR[, un homodimere de
RXRs peut se former sur ce DRI, tandis que la présence de LXR[ inhibe la formation de cet
homodimeére. Par une recherche dans les bases de données, les auteurs ont trouvé un DR1 dans le

promoteur du géne codant le récepteur de la cholecystokinine de type A de rat et dans celui du géne
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spécifiant la protéine S14 de rat. Ces éléments synthétisés in vitro peuvent entrer en compétition avec
le DR1 consensus. De maniére surprenante, LXRo n’a pas la possibilité de contacter le DRI1. Les
auteurs suggerent que cette différence pourrait étre due a des différences d’hétérodimérisation entre les

deux isoformes des LXRs avec leur partenaire RXR.

L’IR1: Des données récentes ont impliqué I’hétérodimeére RXR/LXR dans la régulation
directe du geéne codant I'I-BABP (/leal Bile Acid-Binding Protein). Ce géne était connu pour &tre une
cible indirecte des LXRs via un mécanisme impliquant SREBP1c (Zaghini, et al., 2002). Il a été
montré que le promoteur du géne codant I’I-BABP mut¢ et privé de 1’élément de réponse de SREBPI1c
(SRE : Sterol Response Element) posséde la capacité d’étre activé par LXRa. Les auteurs ont identifié
un élément de réponse a I’hétérodimére RXR/LXR de type IR-1, préalablement connu pour étre un
¢élément de réponse pour I’hétérodimeére FXR/RXR (Farnesoid X Receptor ; Landrier, et al., 2003). De
tels éléments de type IR-1 capables de fixer a la fois LXR et FXR ont été décrits dans le promoteur du
géne codant la protéine de transfert des phospholipides (PLTP : Phospholipids transfert protein ; Mak,
et al., 2002a) et des deux genes codant OST (Organic solute transporter a. et [ ; Okuwaki, et al.,
2007). L’identification d’un nombre croissant d’éléments de réponse communs a LXR et FXR suggére

I’existence d’interactions transcriptionnelles entre les deux voies.

Le CNRE : Le CNRE est une séquence d’ADN de 13 paires de bases qui confere la capacité
de répondre a I’AMPc. 1l s’agit 1a d’un mode d’action original de LXRa.. Le récepteur est capable de
fixer une séquence de type CNRE (an overlapping cAMP response element and a negative response
element) sous forme de monomeére (Tamura, ef al., 2000). Cette étude montre que la fixation de LXRa
au CNRE permet la réponse a I’AMPc des génes codant la rénine ainsi que c-myc. La méme équipe a
par la suite démontré I’implication physiologique de cette interaction dans le contrdle de I’expression
du geéne codant la rénine dans les cellules juxtaglomérulaires humaines, site majeur de production de la
rénine (Tamura, ef al., 2004). Une étude a grande échelle comparant des lignées cellulaires rénales
murines transfectées ou non par LXRa et traitées ou non par du 8-bromo-AMPc a permis d’identifier
une liste de génes ayant le méme profil de régulation que la rénine. En utilisant un algorithme de
recherche des CNRE et en validant les résultats par retardement sur gel, les auteurs ont défini 15

nouveaux genes régulés par LXRa sous forme de monomeére (Anderson, et al., 2003).
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Figure 12 : Structure schématique des co-répresseurs N-CoR 1 et SMRT 1

Les niveaux d’identité entre les deux protéines sont indiqués. Noter la présence des fonctions de
répression en position N-terminale (RD : Repression domain) et des domaines d’interaction avec
les NRs en position C-terminale (ID : Interaction domain). Les régions de contact avec les
facteurs répresseurs de la transcription Sin3 et ETO (FEight twenty one) ainsi qu’avec la
machinerie transcriptionnelle sont également indiquées. D’aprés Hu et Lazar, 2000.
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b) En I’absence de ligand : les co-répresseurs

Dans le mode d’action canonique des LXRs, lorsqu’aucun ligand n’est présent au niveau du
LBD, I’hétérodimeére est constitutivement fixé sur les DR4. Ainsi, a I’état inactif ces NRs agissent-ils
comme des répresseurs de la transcription génique par le recrutement de co-répresseurs (Pour une
revue, voir Lobaccaro, et al., 2001). Les co-répresseurs les plus documentés sont N-CoR (Nuclear
Receptor Co-Repressor) et SMRT (Silencing Mediator for RAR and TR). Ces deux protéines partagent
43 % d’identité en acides aminés (Fig 12). L’interaction de ces co-répresseurs avec les NRs se fait au
niveau de motifs « CoORNR » ou ID (Interacting Domain) situés en position C-terminale du co-
répresseur, dont la séquence consensus est : [/LXXI/VI (Hu, et al., 2001). Par des motifs situés en
position N-terminale (Fig 12), le co-répresseur contacte a la fois directement et indirectement des
histones déacétylases (HDAC) via des protéines de type Sin3 (Hu et Lazar, 2000 ; Lazar, 2003).
LXRa et LXRp ont la capacité de fixer N-CoR et SMRT (Hu, et al., 2003). Les activités HDAC
maintiennent la chromatine dans un état de condensation non permissif pour la transcription génique.
Cependant, I’interaction de LXRa avec les co-répresseurs est beaucoup plus forte que LXRB. De plus,
les LXRs ont une affinité plus importante pour N-CoR que pour SMRT. Des mutations du LBD de
LXRa en positions 269 et 287 abolissent la capacité de fixation a N-CoR, montrant que ces régions,
situées dans les hélices 3 et 5 ont un rdle primordial dans le dialogue entre les LXRs et les co-

régulateurs.

Lorsqu’il n’y a pas de ligand, la présence constitutive sur les LXRE des complexes
RXR/LXR-Co-répresseur-HDAC agit comme un répresseur basal de ’expression génique. Pour
plusieurs génes cibles, chez les souris pour lesquelles les génes codant les LXRs o et [ ont été
invalidés (Ixre; 87, on assiste 4 une levée de la répression basale de ces génes cibles comme pour
akrlb7 (aldo-keto-reductase 1b7 ; Volle, et al., 2004) ou star (steroidogenic acute regulatory protein ;
Cummins, et al., 2006). Par ailleurs, cette levée de répression semble spécifique du type cellulaire.
Ainsi, I’invalidation des geénes /rxa et [xrf chez la souris conduit-elle a une augmentation de
SREBPIc au niveau du tissu adipeux blanc mais pas au niveau intestinal ou hépatique (Repa, et al.,

2000a).

c) En présence de ligand

De maniére schématique, la fixation d’un agoniste de LXR ou de RXR dans la poche de
liaison du ligand provoque le départ des co-répresseurs et la fixation de co-activateurs, qui créent un

environnement chromatinien permissif pour la transcription. Au final, le recrutement du complexe de
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Figure 13 : Le mécanisme d’action des LXRs

La présence d’un ligand dans le LBD des LXRs induit un changement de conformation du
récepteur, responsable du départ des co-répresseurs. Noter sur le schéma le démasquage du
domaine AF-2 entrainant le recrutement de co-activateurs et du complexe de pré-initiation de la
transcription (PIC : pre-initiation complex). Le ligand utilisé dans ce schéma est le 22(R)-
hydroxy-cholestérol (D’apres Volle et al., 2005, annexe 3).
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pré-initiation de la transcription entraine 1’activation de 1’expression des génes cibles (Fig 13 ; Volle,

et al., 2005, annexe 3).

(D) Les co-activateurs

11 existe un grand nombre de co-activateurs connus a ce jour. D’une manicre générale, il est
admis que la fixation du ligand au niveau du LBD place le domaine AF-2 dans un état d’affinité forte
pour un motif pour les co-activateurs (Shiau, et al., 1998). Le contact entre les deux partenaires passe
par un motif du co-activateur appelé NR Box, dont la séquence est LXXLL (ou L = Leucine et X =
n’importe quel acide aminé ; Heery, et al., 1997). 1l est intéressant de noter que la séquence protéique

de Ia NR Box est trés proche de celle de la CoRNR des co-répresseurs (Hu, ef al., 2001).

Nous aborderons dans cette revue principalement les co-activateurs capables de moduler
I’activité transcriptionnelle des LXRs. Schématiquement, il est possible de classer les co-activateurs en

trois catégories selon leur fonction (McKenna et O'Malley, 2002) :

(a)  Les facteurs remodelant la chromatine

Cette catégorie de co-activateurs est peu documentée. Ces facteurs sont capables d’hydrolyser
I’ATP pour déstabiliser les interactions entre I’ADN et les histones, permettant ainsi un relachement
de la chromatine, facilitant I’acceés a I’ADN par les facteurs de transcription. Parmi ces facteurs, la
famille la plus connue est la famille SWI/SNF (mating type switching/sucrose nonfermenting). Ces
facteurs agissent en complexe dont la sous-unité catalytique est toujours soit BRG-1 (Brahma-Related
Gene 1 ; hSNF2p) soit BRM (Brahma ; hSNF2a), agissant avec une dizaine de protéines associées
(BAFs).

Une étude récente montre que BRG-1 a la capacité de se lier a I’hétérodimeére RXR/LXR.
Cette liaison est dépendante de la fixation sur un DR4 (Huuskonen, et al., 2005). Ex vivo, la
surexpression de BRG-1 potentialise 1’activation de la transcription du géne cible des LXRs abcal par
le 22(R)-hydroxy-cholestérol. Cette potentialisation n’est pas retrouvée lorsque le domaine ATPasique
de BRG-1 est muté. Comme l’agoniste utilisé sans cofacteur transfecté est capable d’induire la
transcription d’abcal, et que I’effet potentialisateur est également retrouvé pour un autre cofacteur
connu des LXRs, SRC-1, les auteurs suggerent que BRG-1 n’est pas indispensable a lui seul pour

transduire la signalisation par les oxystérols. Ils proposent un modele selon lequel 1’activation de
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Figure 14 : Structure schématique des co-activateurs de type p160 et CBP/p300

Les co-activateurs pl160 possedent un motif bHLH (basic helix-loop-helix) et une région Per-
Arnt-Sim (PAS) en position N-terminale. Les boites NR-boxes des domaines d’interaction avec les
NRs sont indiquées pas des astérisques. Les deux domaines d’activation (AD) et une région riche
en glutamines (Q) sont en position C-terminale. Les domaines d’interaction avec des histones
acetyl-transferases (HAT), CBP/p300, 'HAT PCAF et I’arginine methyltransferase CARMI
sont indiqués. Les co-activateurs CBP/p300 comportent également un domaine d’interaction avec
CREB (KIX), SRC-1 ou des composants du cycle cellulaire (pCIP). Ils possédent de plus un
bromodomaine (BR) et trois doigts de zinc (CH/1, 2 et 3) capables d’interagir avec divers facteurs
de transcription et des composants de la machinerie transcriptionnelle. D’aprés Aranda et Pascual,
2001.
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I’hétérodimeére RXR/LXR permettrait un recrutement d’un complexe protéique incluant BRM-1, SRC-

let p300.

(b) Les facteurs modifiant les histones

(i) Les Histone acétyl-transférases (HAT)

Cette catégorie de co-activateurs est probablement la plus étudiée actuellement. Ces facteurs
sont des protéines multi-modulaires et possédent plusieurs activités. Il est de plus a noter que ces
facteurs agissent en complexes protéiques importants. Il est donc difficile d’assimiler le mode d’action
des NRs au simple fait que la fixation d’un ligand permet le recrutement d’un coactivateur et entraine
uniquement une acétylation des histones. Ainsi, I’activation d’un NRs par son ligand entraine-t-elle le

plus souvent de multiples effets au niveau de la chromatine.

SRC-1 (ou NCOAL1 : Nuclear Receptor Coactivator 1): Ce facteur appartient a la famille
p160. Les trois membres de cette famille (SRC-1, 2 et 3) se caractérisent par la présence de multiples
NR boxes en région centrale (Fig 14 ; McKenna et O'Malley, 2002) et possédent une forte homologie
de séquence (Xu et Li, 2003). In vitro, I’hétérodimérisation de RXRa et LXR[ permet le recrutement
de SRC-1, de maniére dépendante de la fonction AF2 de LXR[. Cette interaction stimule la
transcription d’un gene rapporteur sous le contrdle d’un DR4. De plus, I’ajout d’un ligand de LXR[
permet un recrutement accru de SRC-1. Une étude récente montre par ailleurs que la surexpression de
SRC-1 augmente la transcription du géne abcal (Huuskonen, et al., 2004). De plus, I’ajout de 22(R)-
hydroxy-cholestérol permet la liaison de SRC-1 a LXRa au niveau d’un élément DR4. La mutation de

cet élément de réponse abolit 1’activation transcriptionnelle d’un géne rapporteur en présence de SRC-

1.

GRIP-1 (Glucocorticoid Receptor-Interacting Protein 1 ou TIF-2: Transcriptional
Intermediary Factor 2 ; NCOA2 ; SRC-2) : Bien que GRIP-1 ne posséde pas de domaine HAT (Xu et
Li, 2003), ce co-facteur est capable de lier a la fois les NRs par ses domaines NR boxes, mais aussi
d’autres co-facteurs qui possédent eux-mémes une activit¢ HAT, notamment p300 (Hong, et al.,
2004). Quelques études ont montré le recrutement de GRIP-1 par I’hétérodimére RXR/LXR en
présence d’un agoniste de LXR (Song et Liao, 2000 ; Song, et al., 2001). Une étude cristallographique
a par ailleurs montré une interaction directe de GRIP-1 avec a la fois LXRa et RXR[ (Svensson, et

al., 2003).
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CBP/p300 : CBP (CREB-binding protein) et p300 sont des coactivateurs homologues capables
de fixer le domaine ADI1 des coactivateurs de la famille p160. Ils peuvent toutefois lier directement
certains récepteurs nucléaires par un motif NR box en position N-terminale (Figl4; Aranda et
Pascual, 2001). CBP et p300 sont considérés comme des co-intégrateurs des signaux extra-cellulaires
et intracellulaires. En effet, CBP a été identifié sur la base de son association avec CREB (c-AMP
Response Element Binding Protein) phosphorylé par la protéine kinase A en réponse aux élévations
intra-cellulaires d’AMPc (Kwok, et al., 1994). Huuskonen et al. (Huuskonen, et al., 2004) ont montré,
comme pour SRC-1, la capacité de p300 a lier LXRa et a stimuler ’expression du géne abcal.
Toutefois, une mutation au niveau de 1’élément DR4 n’abolit pas complétement la capacité de p300 a
stimuler la transcription d’un géne rapporteur, suggérant que ce coactivateur est capable d’agir dans

des complexes impliquant d’autres facteurs de transcription que LXRa.

PGCla (ou PPARGCI1A : PPAR-Gamma, Coactivator-1) : Le role principal de ce facteur est
le recrutement de protéines a activité HAT, notamment CBP/p300 (Puigserver et Spiegelman, 2003).
Un modéle intéressant selon lequel PGC-1a serait couplé aux machineries cellulaires d’élongation,
d’épissage, de clivage et de polyadénylation de la transcription est discuté. PGCla a été décrit comme
un co-activateur de LXRa. Cette activité est dépendante a la fois du motif LXXLL de PGCla et d’un
LXRE intégre (Oberkofler, et al., 2003).

TRRAP (Transformation/Transcription Domain-Associated Protein) : Ce facteur a été
initialement identifié sur la base de son interaction avec c-Myc et le facteur de transcription E2F dans
les processus de transformation tumorale (McMahon, et al., 1998). 1l apparait que E2F et c-Myc
peuvent stimuler la transcription par le recrutement TRRAP qui, a son tour, recrute le co-facteur
GCNS qui porte I’activit¢ HAT (McMahon, ef al., 2000 ; Lang, et al, 2001). Il a ét¢ montré que
TRRAP est un cofacteur de LXRa dans des cellules hépatiques HepG2. De plus, I’inactivation de
TRRAP par une stratégie antisens diminue I’expression basale de geénes cibles de LXRa et abolit leur
inductibilité par le 22(R)-hydroxy-cholestérol, montrant le réle cl¢ de TRRAP dans le métabolisme
lipidique hépatique (Unno, et al., 2005).
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(it)  Les facteurs affectant la méthylation des

histones

Rap250 (Nuclear Receptor-Activating Protein ou NCOA6 ; ASC-2 : Activating signal
cointegrator 2) : Caira et al. (Caira, et al., 2000) ont identifi¢ un facteur capable d’interagir avec de
nombreux récepteurs nucléaires. Récemment, il a été montré que Rap250 est recruté par I’activation de
RARB. Cette interaction permet le contact d’histones méthyltransférases, permettant la méthylation de
I’histone H3 en position Lysine 4 (Lee, et al., 2006). Cette méthylation est connue pour créer un
environnement chromatinien permissif pour I’initiation de la transcription (Shilatifard, 2006). Rap250
a ¢été identifié comme un co-activateur interagissant directement avec LXRa au niveau d’un LXRE
(Kim, et al., 2003). Les auteurs ont par ailleurs exploit¢ un mod¢le de souris transgénique qui
surexprime un fragment de Rap250 qui contient le second motif LXXLL. Ce fragment agit in vitro
comme un dominant négatif sur 1’activit¢ de LXRa en bloquant le recrutement endogene de Rap250.
Lorsque les souris transgéniques sont nourries avec un régime contenant 2% de cholestérol pendant 90
jours, elles développent une stéatose hépatique, semblable au phénotype décrit pour les souris dont le
géne codant LXRa a été invalidé (Peet, et al., 1998). Cette étude montre que le contact entre LXRa et

Rap250 est primordial pour 1’activité de LXRar.

(c) Les facteurs qui s’associent aux facteurs de

transcription généraux

Le complexe TRAP/DRIP (Thyroid Receptor-Associated Protein/ Vitamin D Receptor

Interacting Protein) : Ce complexe est capable d’interagir directement avec I’ARN polymerase de
type Il et a un réle important dans ’assemblage du complexe de pré-initiation de la transcription
(Malik et Roeder, 2005). Les deux facteurs TRAP220 et DRIP205 ont été décrits comme des co-
facteurs de plusieurs récepteurs nucléaires, initialement TR et VDR respectivement, de maniére
dépendante de la présence du ligand (Aranda et Pascual, 2001). Bien qu’aucune interaction directe
entre les LXRs et un membre de ce complexe n’ait a ce jour été décrite, un modele d’action est a
retenir. L’interaction fonctionnelle entre PGC-1aw stimulé par PPARy et TRAP220 ouvre un role
potentiel indirect de PGC-1a dans 1’assemblage du complexe de pré-initiation de la transcription
(Wallberg, et al., 2003). PGC-1a étant un coactivateur connu pour les LXRs, un contact indirect avec

la machinerie de transcription n’est pas a exclure.

Au total, il apparait que les LXRs sont capables d’interagir avec un nombre grandissant de

coactivateurs, tous capables d’exercer différentes fonctions dans I’initiation de la transcription. De
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Figure 15 : Les différents types d’hétérodimeéres avec RXR

L’utilisation de ligands spécifiques de RXR (LG268) ou de son partenaire LXR (T0901317),
RAR (TTNPB, Kurokawa et al., 1994) ou de VDR (1,25-dihydroxy-vitamine D3) permet de
définir trois types d’hétérodiméres. Lorsque RXR est silencieux, I’hétérodimeére est non permissif
(RXR/VDR). L’hétérodimére RXR/RAR est un cas particulier : la fixation du ligand de RXR
n’est possible qu’apres la liaison du ligand de RAR. L hétérodimére est dit conditionnel. Enfin,
lorsqu’un ligand peut activer RXR quel que soit le statut de son partenaire, I’hétérodimeére est dit
permissif. Adapté d’aprés Shulman et al., 2004.
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plus en plus, la connaissance du réseau d’interactions fonctionnelles entre les co-facteurs des
récepteurs nucléaires se compléte et permettra d’associer les récepteurs nucléaires a de nouvelles

fonctions physiologiques.

2) L’activation transcriptionnelle des génes cibles

Parmi les récepteurs nucléaires qui forment des hétérodimeres avec RXR, on rencontre deux

types d’hétérodimeres (Fig 15 ; Aranda et Pascual, 2001) :

Les hétérodiméres non permissifs : ce type de complexe ne peut pas étre activé par le ligand

de RXR. Seule la liaison d’un ligand au LBD du partenaire de RXR permet une transactivation des
génes cibles. Dans ce cas, RXR est qualifié¢ de « partenaire silencieux ». Pour ce type d’hétérodimere,
I’orientation est toujours identique : RXR occupe la position 5’ sur I’élément de réponse tandis que
son partenaire occupe la position 3’. On rencontre notamment dans cette catégorie les hétérodimeéres
RXR/TR, RXR/VDR et RXR/RAR. Ce dernier couple présente toutefois une particularité. Alors que
le ligand de RXR seul n’est pas capable d’activer 1’hétérodimeére, la liaison de 1’acide rétinoique tout
trans au LBD de RAR autorise la fixation d’un ligand de RXR ce qui augmente la transactivation d’un
gene placé sous le controle d’un élément de réponse a RAR (RARE ; Minucci, et al., 1997). Shulman
et al. (Shulman, et al., 2004) qualifient ce dernier d’hétérodimére conditionnel. Un ligand de RXR
particulier a été identifié. Le LG10074 agit comme un antagoniste de RXR dans un homodimére
RXR/RXR et comme un agoniste dans un hétérodimere RAR/RXR (Lala, et al., 1996). Ce ligand est

également capable d’activer un hétérodimeére PPARa/RXR.

Les hétérodiméres permissifs : A I’inverse, ce type de récepteurs nucléaires peut étre activé a

la fois par un ligand de RXR seul ou de son partenaire. L’orientation sur I’ADN de ces hétérodimeres
est différente : RXR occupe la position 3’ et son partenaire la position 5°. On rencontre notamment
parmi ces hétérodimeéres PPAR/RXR et FXR/RXR. Il existe toutefois une exception a cette
orientation. Dans le complexe RXR/LXR, RXR est en 5° du LXRE et LXR en 3* (Willy et
Mangelsdorf, 1997). Cependant, en dépit de cette orientation inhabituelle, la fixation d’un ligand de
RXR ou de LXR active le complexe. En présence des deux ligands, 1’activation est additive voire
synergique selon le geéne cible considéré. Les auteurs soulévent ainsi I’hypotheése que la permissivité
d’un hétérodimeére ne dépend pas de sa polarité sur 1’¢lément de réponse mais du type de partenaires

protéiques recrutés ainsi que de la séquence de 1’élément de réponse.

Le mode d’action des LXRs est particulier. En effet, la mutation de la fonction AF2 de RXR
ne perturbe pas I’activation de I’hétérodimére RXR/LXR par un ligand de RXR. En revanche, la
mutation de ’AF2 de LXR abolit I’induction de génes placés sous le contrdle d’un LXRE. Ces
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Figure 16 : L’effet « phantom ligand »

Représentation schématique de D’effet « phantom ligand » de I’hétérodimére RXR/RAR en
présence de LG100754. Cet effet est identique dans le cas de I’hétérodimére RXR/LXR. La
fixation du ligand de RXR provoque un changement de conformation de son partenaire RAR,
avec le démasquage de la fonction AF2 (ou fonction tc), induisant le départ des co-répresseurs
(REP) et le recrutement des co-activateurs au niveau de I’AF2 de RAR. D’aprés Schulman et al.,
1997.
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données montrent que la liaison d’un ligand de RXR a son LBD induit un changement de
conformation allostérique de son partenaire LXR, impliquant la fonction AF2 de LXR et induisant
I’expression génique. Cet effet est qualifi¢ d’effet « phantom ligand ». En effet, la liaison d’un ligand
de RXR a son LBD mime la fixation d’un ligand de LXR, qui se comporte comme un récepteur avec
son ligand (Fig 16 ; Willy et Mangelsdorf, 1997). Un effet similaire a été observé pour I’hétérodimere
RXR/RAR (Schulman, et al., 1997). Noter qu'un effet « phantom ligand » existe pour RXR/VDR
(Bettoun, et al., 2003). Dans ce cas, la fixation d’un ligand de VDR induit I’activation de RXR, qui
acquiert la capacité a recruter plusieurs co-activateurs. Alors que 1’hétérodimére RXR/VDR n’est pas
capable d’initier la transcription d’un géne cible en réponse a un ligand de RXR, les auteurs
complétent le mode d’action de RXR/VDR et montrent que RXR n’est pas silencieux mais est un

acteur majeur de la transcription dépendante de la vitamine D3.

C. Régulation de I’activité transcriptionnelle des LXRs
1. Les ligands agonistes naturels
a) Les dérivés du cholestérol

(D) Les oxystérols

Les oxystérols sont des molécules dérivées du cholestérol produites par oxydation ou
hydroxylation (Pour une revue, voir Schroepfer, 2000). Ces molécules peuvent dans 1’organisme avoir
deux origines : une origine endogéne, par une synthése chimique et enzymatique, et une origine
exogene, par un apport alimentaire. On peut schématiquement considérer les oxystérols comme des
précurseurs des acides biliaires et des hormones stéroidiennes. Les LXRs ayant été découverts sur la
base de leur homologie de séquence avec d’autres récepteurs nucléaires, la nature de leurs ligands
naturels était initialement inconnue. Les premiers cribles d’un ligand des LXRs ont été effectués en
utilisant un récepteur chimérique comprenant le LBD de LXRa couplé au DBD du facteur de
transcription de levure GAL4 (Janowski, et al., 1996). Par la mesure des taux d’induction d’un géne
rapporteur sensible a GAL4, les auteurs ont testé les capacités transactivatrices de plus de 70
composés. Parmi ceux-ci, une série d’oxystérols capables d’activer les LXRs ont été identifiés (Fig
17). L’analyse structurale de ces derniers a révélé 1I’importance du groupement hydroxyl (OH) en

position 3 et d’un autre groupement OH, dont la position peut étre variable sur la chaine latérale de la
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Figure 17: Les ligands agonistes naturels dérivés du cholestérol : les oxystérols

Structure chimique des oxystérols connus pour étre ligands des LXRs. La formule du
cholestérol est représentée et ses atomes de carbones numérotés. La position du groupement
hydroxyl de I’oxystérol lui confére son nom.
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molécule. Les oxystérols ayant révélé les meilleurs facteurs d’induction dans cette étude sont: le
22(R)-hydroxy-cholestérol, le 20(S)-hydroxy-cholestérol, le 24-hydroxy-cholestérol et le 7a-hydroxy-
cholestérol. Par une étude similaire, une autre équipe a pu identifier d’autres oxystérols comme étant
de forts inducteurs de LXRa et LXR[, notamment le 24-céto-cholestérol et le 24(S),25-époxy-
cholestérol (Lehmann, et al., 1997). Le développement de techniques de scintillation de proximité
(SPA : Scintillation Proximity Assay) a permis de contourner les problémes associés a la nature trés
hydrophobe des oxystérols. Il a ainsi ét¢ montré une liaison directe de ces derniers avec le LBD de
LXRa et de LXRP (Janowski, et al., 1999). Cette étude a par ailleurs révélé que des oxystérols
synthétiques portant plus d’un groupement OH sur la chaine latérale ont une capacité de liaison bien
moindre que leurs homologues mono-oxydés. I1 est intéressant de remarquer que les lieux de synthése
des oxystérols peuvent varier selon leur nature (Pour une revue, lire Souidi, et al., 2004). Le 22(R)-
hydroxy-cholestérol est produit majoritairement au niveau des organes stéroidogenes; le 24(S)-
hydroxy-cholestérol (ou cérébrostérol) est trouvé en fortes concentrations dans le cerveau et le
plasma ; le 27-hydroxy-cholestérol est rencontré principalement dans le plasma et les macrophages. Le
24(8),25-époxy-cholestérol présent essentiellement dans le foie, contrairement aux autres oxystérols,
provient d’une voie dérivée de la voie du mévalonate en amont de la synthése du cholestérol. Le 27-
hydroxy-cholestérol, qui avait déja été identifi¢é comme un ligand de LXRa (Janowski, et al., 1996),
est produit par voie enzymatique par la 27-hydroxylase. La sur-expression de cette enzyme dans des
cultures cellulaires induit des geénes cibles des LXRs (Fu, et al., 2001). Tandis que dans des
fibroblastes humains cultivés en présence de cholestérol, une induction du geéne cible des LXRs abcal
est observée, cette réponse est compleétement abolie dans des fibroblastes humains déficients pour la
27-hydroxylase. A I’inverse, une activation de la transcription d’abcal est provoquée par un apport
exogene de 24(S),25-époxy-cholestérol. Ces travaux montrent que 1’activation des LXRs par le
cholestérol se fait par I’intermédiaire du 27-hydroxy-cholestérol, suggérant ainsi que cet oxystérol est

un ligand endogéne des LXRs.

Récemment, Wong et al. (Wong, et al., 2007) ont montré une corrélation entre la synthese du
24(S),25-¢époxy-cholestérol et celle du cholestérol. Cette étude montre également que cet oxystérol
permet a la fois de réguler négativement la synthése de cholestérol endogeéne ainsi que sa propre
synthése, mais aussi de stimuler I’efflux de cholestérol par I’augmentation transcriptionnelle d’abcal
dépendante de LXR. Les auteurs proposent un modéle selon lequel le 24(S),25-époxy-cholestérol sert
de « soupape de sécurité » pour protéger des élévations de cholestérol intracellulaire. La preuve
définitive du role physiologique des oxystérols comme ligands des LXRs a été apportée par Chen et
al. (Chen, et al., 2007). La sur-expression de la cholesterol sulfotransferase SULT2B1b bloque a la
fois la capacité des oxystérols a activer les LXRs et la signalisation endogéne par ces récepteurs dans
des cultures primaires d’hépatocytes de rat, alors que leur capacité a répondre a un ligand synthétique

exogene est complétement conservée. Cette enzyme, présente majoritairement au niveau de la peau,
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HO Desmostérol

Figure 18 : Les ligands agonistes naturels, autres stérols dérivés du cholestérol
Structure chimique du FF-MAS et du desmostérol. Ces deux molécules sont situées en amont de
la synthése du cholestérol. FF-MAS : Follicular Fluid Meiosis Activating Sterol.
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Figure 19 : Les ligands agonistes naturels, autres stérols dérivés de la voie des acides
biliaires
Structure chimique de certains acides biliaires connus pour activer les LXRs.
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catalyse la sulfonation (transfert d’un groupement SO;™") des stérols et des oxystérols (pour une revue,
voir Strott, 2002). Ces données montrent que la métabolisation des oxystérols conduit & un blocage de
la signalisation par les LXRs. Des souris dont les trois génes codant les enzymes catalysant la
biosynthése de 24(S)-hydroxycholestérol, 25-hydroxy-cholestérol et 27-hydroxy-cholestérol ont été
invalidés perdent la capacité a induire plusieurs génes cibles des LXRs par le cholestérol alimentaire,
tandis qu’un agoniste synthétique non métabolisable conserve cette propriété. Cette étude est la
premiére montrant que les oxystérols sont non seulement des ligands activateurs in vitro mais aussi
endogénes des LXRs. Le Ki de ces oxystérols ligands des LXRs est de I’ordre de 10 a 40 uM
(Janowski, et al., 1999), concentrations similaires a celles trouvées dans les cellules (pour une revue,
voir Schroepfer, 2000). Au total, ces récepteurs nucléaires peuvent étre qualifiés de « senseurs » du

cholestérol intracellulaire et ont donc définitivement perdu leur statut de récepteur nucléaire orphelin.

2) Les autres stérols

(a) Dérivés du cholestérol

Parallélement aux oxystérols, qui sont des métabolites actifs du cholestérol, d’autres ligands
de la méme famille ont ét¢ identifiés (Fig 18). La premiére recherche d’extraits activateurs a conduit a
un extrait de lipides de testicule de taurecau (Janowski, ef al., 1996). L’analyse de cet extrait par
chromatographie HPLC (High-Pressure Liquid Chromatography) a permis [’identification d’un
compos¢ apparenté aux stérols activateurs de la méiose (MAS : Meiosis Activating Sterol). Un de ces

composés, le FF-MAS (Follicular Fluid-MAS) est un puissant activateur de LXRa.

Le desmostérol est un précurseur du cholestérol dans la voie de biosynthése issue du
zymostérol. Yang et al. (Yang, et al., 2006) ont montré que le desmostérol est un ligand activateur de
LXRa et LXRp, capable de déplacer la liaison du 24(S),25-époxy-cholestérol, de recruter SRC-1 et
d’activer la transcription d’abcal. Il est important de noter que les propriétés activatrices de ce
composé sur les LXRs sont préservées en 1’absence de 24-, 25- et 27-hydroxylases, suggérant que

cette molécule agit directement sans passer par un intermédiaire oxystérol.
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Figure 20 : Les ligands agonistes naturels, autres stérols d’origine microbienne et végétale
Formule chimique de plusieurs composés isolés d’extraits végétaux ou microbiens connus pour
étre ligands des LXRs. L’acide acanthoique ne posséde pas de noyau stérol mais une structure de

type diterpénoide.
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(b) Dérives de la voie des acides biliaires

La voie de synthése des acides biliaires permet la prise en charge de prés de 50% du
cholestérol de 1’organisme (pour une revue, voir Lobaccaro, et al., 2001). Les acides biliaires sont des
catabolites du cholestérol produits par deux voies distinctes : la voie « classique » ou neutre et la voie
« alterne » ou acide. La voie classique est initiée par la cholesterol 7a-hydroxylase (Cyp7Al) et
permet la production d’acide cholique et chénodésoxycholique (CDCA ; Chenodeoxycholic Acid). La
voie alterne débute par une activité 27-hydroxylase et méne a la formation de CDCA (Vlahcevic, et
al., 1997). Dans ce cas, la 27-hydroxylase catalyse la production de 27-hydroxy-cholestérol et la
réaction suivante, aboutissant a la formation d’acide cholesténoique. Les acides biliaires sont connus
pour activer le récepteur nucléaire FXR, responsable notamment de leur réabsorption intestinale.
Cependant, 1’acide cholesténoique, précurseur du CDCA est capable d’induire la transcription par
LXRa et LXRPB d’un géne rapporteur sous le controle d’un LXRE et de recruter Gripl (Fig 19 ; Song
et Liao, 2000). Une autre voie alternative de la synthése des acides biliaires implique une
hydroxylation en position 6a des acides biliaires déja formés (Araya et Wikvall, 1999). Cette réaction
peut étre catalysée par le cytochrome P450 CYP3A4. La méme équipe a montré que plusieurs 6a-
hydroxy-acides biliaires étaient des agonistes des LXRs, notamment 1’acide hyodésoxycholique et son
conjugué a la taurine, I’acide tauro-hyodésoxycholique (Song, ef al., 2000). Ces ligands sont aussi
capables d’activer LXR[3 mais a des concentrations beaucoup plus importantes. Prises ensembles, ces
deux études ouvrent de nouvelles perspectives quant a 1I’¢tude des LXRs dans le contrdle des

mécanismes par lesquels les acides biliaires peuvent moduler le métabolisme du cholestérol.

(c) D’origines microbiennes et végétales

Actuellement, certaines études sont basées sur des cribles a large spectre de substances
activatrices des LXRs par SPA. L’utilisation de cette technique a permis 1’identification de molécules
présentes dans des extraits fongiques microbiens (Fig 20) ; les propriétés transactivatrices de ces
molécules ont par la suite été validées par la mesure du recrutement de SRC-1 (Ondeyka, et al., 2005).
Ainsi, la fixation de 1’ergostan4,6,8,22-tetraen-3-one a LXRa est-elle capable de recruter SRC-1,
tandis qu’aucune liaison & LXRP n’a été observée. Une molécule similaire dans laquelle le
groupement méthyl a migré du carbone 10 au carbone 6 du groupement aromatique stéroide permet la
fixation au LBD de LXRp, sans possibilit¢ de recruter SRC-1. Toutefois, ’association de LXRa. et du

coactivateur est diminuée, avec une stimulation maximale de 36%. Le peroxyde d’ergostérol montre
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également une activité agoniste spécifique de LXRa. Toutefois, aucune des molécules identifiées lors

de cette étude n’a été capable d’induire la transcription d’un géne rapporteur par LXRa ou LXR}.

Par le méme type de crible a large spectre, la méme équipe a identifié plusieurs composés
d’origine végétale ou marine capables de fixer les LXRs (Jayasuriya, et al, 2005). Parmi ces
composés, seuls quatre sont capables de contacter SRC-1 et d’initier la transactivation induite par les
LXRs. L’acide acanthoique, extrait de racines d’arbres tropicaux du genre Rollinia, ne posséde pas de
noyau stérol. Toutefois, il posséde une structure de type diterpénoide. Ce composé est capable
d’activer la transcription induite par LXRa et LXR[3, mais a des concentrations importantes (100 pM).
Ce crible a également conduit a I’identification de polycarpol et de deux gorgostérols, issus de récifs
coralliens. Par ailleurs, ces trois dernieéres molécules, bien que capables de lier LXR[3 en SPA, sont

incapables de recruter un coactivateur ni de permettre 1’initiation de la transcription.

La plante de la famille des Cucurbitacées Gynostemma pentaphyllum, connue sous le nom de
Jiagulan en phytothérapie chinoise posséde de multiples vertus thérapeutiques. Les principes actifs
supposés extraits de ces plantes sont des saponines du type du dammarane, appelées gypenosides ou
gynosaponines. Basés sur I’homologie structurale avec les oxystérols, Huang et al. (Huang, ef al.,
2005) ont recherché d’éventuelles propriétés agonistes des LXRs. Les auteurs ont ainsi identifi¢ une
molécule (le (20S)-2a, 3B, 12B, 24(S)-pentahydroxydammar-25¢ne 20-O-b-D-glucopyranoside, ou
gynosaponine TR1) capable d’activer I’expression du geéne luciférase placé sous le contrdle de
LXREs ; cet effet est toutefois spécifique de LXRa.. L’ajout de TR-1 a des macrophages en culture
permet une accumulation des ARNm de Ixra et abcal, cibles des LXRs. La qualité de ligand ainsi que
la spécificité pour LXRa de TR1 ont été montrées par 1’obtention de modé¢lisation de la structure

tridimensionnelle obtenue par cristallographie.

Une alimentation riche en stérols et stanols végétaux permet une diminution des
concentrations circulantes des LDL, réduisant le risque athérosclérotique (pour une revue, de Jong, et
al., 2003). Plat et al. (Plat, et al., 2005) ont étudié les propriétés agonistes de ces composés végétaux
sur les deux isoformes des LXRs. Les molécules de type 4-desméthylstérols (sitostérol, sitostanol,
campestérol, campestanol et fucostérol) sont capables d’induire I’association de LXRa et LXR[ avec
un peptide dérivé de SRC-1. Bien que cette étude n’apporte pas d’éléments indiquant une liaison
directe de ces composés avec les LXRs, il est montré qu’ils sont capables, a 1’exception du
campestanol, d’induire la transcription du géne abcal dans des cultures de cellules Caco2. A I’inverse,
lors d’une autre étude, un récepteur chimérique formé par le LBD de LXRa couplé au DBD de GAL4
n’est pas capable d’induire la transcription du géne rapporteur luciférase sous le contréle d’éléments
de réponse a GAL4 en présence de sitostérol dans des cellules CHO-7, suggérant 1’importance du

contexte cellulaire dans cette activation (Yang, et al., 2004). En revanche, le stigmastérol se comporte
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Figure 21 : Les ligands agonistes naturels, non stérols

Structure chimique des ligands des LXRs ne possédant pas de noyau stérol. Noter que la
riccardine C est un agoniste partiel de LXRa et un antagoniste de LXRp. Le D-glucose et le D-
glucose-6-phosphate sont les seuls ligands hydrophiles des LXRs connus a ce jour.
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dans ce cas comme un activateur de la transcription ; cette activation est de plus abolie par I’ajout
d’arachidonate, un antagoniste connu des LXRs, suggérant que le stigmastérol pourrait étre un ligand

activateur.

b) Les ligands naturels non oxystérols

Le premier ligand nature non oxystérol, identifié¢ lors d’un crible de composés capables de
moduler D’activité des LXRs, est un métabolite de type alcaloide indole, la paxilline, issu du
champignon Penicillium paxilli (Fig 21 ; Bramlett, et al., 2003). La paxilline a la propriété de lier
LXRa et LXRp avec un Ki de 660 nM et 1100 nM respectivement et de provoquer le recrutement de
SRC-1 et TIF-2. L’ajout de cette molécule en culture de cellules permet I’activation d’un géne
rapporteur sous le contrdle de LXREs avec la méme efficacité que le 22(R)-hydroxy-cholestérol et de
geénes cibles naturels des LXRs : abcal et srebplc. Cependant, la paxilline est une mycotoxine qui
provoque de graves troubles neurologiques. Cet effet toxique est dii a une inhibition de canaux
potassiques (Knaus, et al., 1994), a des concentrations de 1’ordre de 100 uM, rendant son utilisation

potentielle délicate en thérapeutique.

La riccardine C et la riccardine F sont des molécules dimériques macrocycliques
bis(bibenzyle) extraites de 1’hépatique Blasia pusilla. La riccardine C permet le contact entre LXRa et
SRC-1, D’activation du geéne luciférase en aval d’un promoteur contenant des LXREs et une
augmentation de ’accumulation des ARNm des génes cibles des LXRs : abcal, abcgl et srebpl-c
(Tamehiro, et al., 2005). Ce pouvoir activateur n’est cependant observé qu’en présence de LXRa et
pas de LXRp. De plus, I’augmentation des messagers des génes abcgl et srebpl-c ne se produit que
dans des cultures de cellules THP-1 et pas HepG2, montrant I’importance du contexte cellulaire dans
le role de la riccardine C. Il est intéressant de remarquer que la riccadine C et la riccardine F sont
capables d’entrer en compétition avec un ligand naturel ou synthétique des LXRs, suggérant que : (1)
la riccardine C est un agoniste partiel de LXRa, (2) un antagoniste de LXRp et (3) la riccardine F est
un antagoniste des deux isoformes. Cette étude est la premicére a mettre en évidence une molécule
possédant des propriétés inverses sur les deux isoformes des LXRs et ouvre de nouvelles perspectives
quant a I’étude in vivo du mode d’action de ces deux récepteurs nucléaires et a I’identification de

nouveaux geénes cibles.

Récemment, le D-glucose et le D-glucose-6-phosphate (G6P) ont été décrits comme des
activateurs des deux isoformes des LXRs (Mitro, et al., 2007a). Cette étude a apporté au glucose et au
GO6P la plupart des critéres admis pour les qualifier de ligands agonistes. Ils permettent I’activation

d’un géne rapporteur sensible a GAL4 par un récepteur chimérique [Gal4 DBD-LXRo/f LBD],
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Figure 22 : Les ligands agonistes oxystérols synthétiques

Structure chimique des oxystérols synthétiques activateurs des LXRs. Notons le mode d’action
particulier du YT-32, qui ne provoque pas d’hypertriglycéridémie et du DMHCA qui a un
pouvoir trés limité d’induction des génes de la lipogenése.
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I’induction du geéne luciférase en aval de LXREs et le recrutement de SRC-1. Des études de Scatchard
et de SPA montrent a la fois leur capacité a se fixer directement aux LXRs et & déplacer un agoniste
synthétique connu (le T0901317). Toutefois, le fait que des ligands hydrophobes avérés soient
incapables de déplacer complétement la liaison du glucose aux LXRs et que le glucose soit capable de
potentialiser 1’effet agoniste du T0901317 ont fait émettre aux auteurs I’hypothése qu’il existe
plusieurs sites de liaison au glucose sur ces récepteurs nucléaires. Ex vivo, le glucose stimule
I’expression de plusieurs geénes cibles connus et potentialise la stimulation induite par des ligands
connus. I/n vivo, des souris a jeun réalimentées par un régime riche en glucose présentent une
augmentation d’ARNm de génes cibles des LXRs au niveau hépatique. Cette étude est la premiére a
reporter une activation de ces récepteurs nucléaires par un ligand hydrophile. Toutefois, ces travaux
sont controversés. Lazar et Willson (Lazar et Willson, 2007) doutent de la réalité physiologique de
I’interaction entre le D-glucose, le L-glucose, le G6P et les LXRs. En effet, les auteurs sont surpris par
le fait que le G6P, qui est incapable d’entrer efficacement dans les cellules, soit capable d’activer les
LXRs au sein des noyaux. De plus, le L-glucose est absent chez les mammiféres, inactif dans la
plupart des réactions biologiques et n’est pas reconnu par la glucokinase, qui contrdle la sécrétion
d’insuline par les cellules 3 du pancréas. Par ailleurs, le D-glucose est actif a des concentrations de
I’ordre du millimolaire, bien supérieures a toutes les concentrations décrites pour les ligands des
récepteurs nucléaires connus. Enfin, a ce jour, seuls des ligands lipophiles ont été décrits comme

activateurs des NRs.

2. Les ligands agonistes synthétiques

a) Les oxystérols synthétiques

Lors des premiers travaux visant a découvrir les ligands des LXRs, les oxystérols ont été les
premiers candidats. Parmi eux, certains oxystérols synthétiques ont un pouvoir d’activation (Fig 22).
Ainsi, le 24(R)-hydroxy-cholestérol est-il capable d’activer un récepteur chimérique Gal4 DBD-
LXRP LBD et de permettre I’initiation d’un géne rapporteur sensible a Gal4 (Lehmann, et al., 1997).
Toutefois, le facteur d’induction est faible par rapport aux autres ligands potentiels testés. Ce pouvoir
activateur a été confirmé par une autre étude (Janowski, et al., 1999) pour LXRa et LXRJ, mais cet
oxystérol se révele étre un faible activateur par rapport au stéréoisomere naturel : le 24(S)-hydroxy-

cholestérol.

De méme, dans leur recherche de ligands, Janowski et al. (Janowski, et al., 1999) ont introduit

une seconde fonction époxy en position 5,6 au 24(S),25-époxy-cholestérol. L’oxystérol synthétique
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créé, le 5,6-24(S),25-diépoxy-cholestérol conserve la méme affinité pour LXRa et la méme efficacité
que le 24(S),25-¢époxy-cholestérol, mais son affinit¢ pour LXRP et son pouvoir agoniste sur cette

isoforme diminuent fortement.

La 3B-hydroxy-5a-cholest-8(14)-en-15-one (15-cétostérol) est un oxystérol synthétique connu
pour avoir un effet hypocholestérolémiant chez les rongeurs (Schroepfer, et al., 1977a), capable
d’inhiber ’activité HMG-CoA reductase en culture de cellules (Schroepfer, et al., 1977b). Ce composé
est un ligand agoniste des deux isoformes des LXRs capable de recruter SRC-1 et d’induire
I’expression du géne abcal dans des cultures de cellules THP1 (Schmidt, et al., 2006). Cet effet est
toutefois modeste comparé a celui du T0901317. 11 est & noter que ce composé est capable d’inhiber le
clivage protéolytique de SREBP2, bloquant ainsi son activation et 1’expression de son geéne cible

codant I’enzyme HMG-CoA Reductase.

Parmi les fonctions physiologiques attribuées aux LXRs, leur role hypocholestérolémiant crée
un challenge thérapeutique dans la découverte de molécules a destinée anti-athérosclérotique (voir
chapitre D). Toutefois, par 1’activation de génes impliqués dans la synthése de triglycérides, les LXRs
ont un réle hypertriglycéridémiant, rendant 1’utilisation des ligands agonistes actuellement disponibles
impossible en thérapeutique humaine (Volle, ef al., 2005, annexe 3). C’est pourquoi le développement
de molécules activatrices des LXRs pouvant exercer un réle hypocholestérolémiant sans effet sur le
métabolisme des triglycérides est actuellement un domaine d’intérét. Les phytostérols sont des
molécules connues pour diminuer le taux de cholestérol sanguin et pour activer 1’expression d’abcal
(Plat et Mensink, 2002), menant les auteurs a [’hypothése selon laquelle les phytostérols sont des
activateurs des LXRs. Ainsi plusieurs stérols d’origine végétales ont été testés (Kaneko, et al., 2003).
Aucun phytostérol naturel n’a été capable d’activer LXRa. Cependant, le (22E)-ergost-22-éne-1o,3[3-
diol (YT-32), un dérivé de D’ergostérol, présente un fort pourvoir agoniste, capable de recruter
différents coactivateurs. L’administration d’YT-32 par voie orale a des souris provoque une
accumulation des messagers codant abcal, abcg5 et abcg8 au niveau intestinal ; aucun effet n’est
observé sur ces geénes au niveau hépatique. De plus, ce composé inhibe 1’absorption intestinale de
cholestérol et n’a aucun effet sur la triglycéridémie. Cette étude montre pour la premicre fois une
spécificité tissulaire pour un ligand des LXRs. Deux hypothéses sont avancées par les auteurs pour
expliquer cet effet. La structure stéroide du YT-32 peut en faire un substrat des transporteurs
intestinaux du cholestérol, favorisant son efflux intestinal. Les faibles quantités de YT-32 qui
atteindraient la circulation sanguine pourraient avoir des propriétés anti-athérosclérotiques. Au niveau
hépatique, le YT-32 serait exporté vers la bile avant d’avoir eu le temps de stimuler la synthése de
triglycérides. La seconde hypothése évoquée est basée sur une spécificité tissulaire de recrutement de
coactivateurs. En effet, le YT-32 permet un recrutement plus important de DRIP205 et ACTR que les

autres ligands testés.
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Figure 23 : Les ligands agonistes synthétiques non stérols

Structure chimique de la plupart des ligands synthétiques activateurs des LXRs. Le T0901317 et le
GW3965 sont actuellement les ligands les plus utilisés dans 1I’é¢tude des LXRs. Les maléimides
substitués, quinolines et N-acylthiadiazolines montrés ici sont une représentation du squelette commun a
plusieurs molécules activatrices. Le ligand des LXRs intégré a une stratégie SAR a I’origine des dérivés
indole est indiqué. Les dérivés de I’APD ne sont pas représentés. APD : dimére acétyl-podocarpique ;
TOFA : acide 5-tétradécycloxy2-furancarboxylique ; R1, R2 et R3 : radicaux 1, 2 et 3 ; L : « linker » : X
:OouHH.
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Basés sur le fait que la présence d’un atome d’oxygeéne nucléophile sur le carbone 24 semble
étre une configuration favorable pour étre un activateur efficace, Janowski et al. (Janowski, et al.,
1999) ont introduit une fonction ester (méthyl-3p-hydroxy-cholénate) ou diméthylamide carbonyl
(N,N-Dimethyl-33-hydroxycholenamide ou DMHCA) a cette position. Ces deux composés sont de
bons activateurs de LXRa et LXRB. En revanche, un groupe imino, faible accepteur de liaisons
hydrogéne a cette position diminue les capacités agonistes de la molécule, suggérant que la présence
de liaisons hydrogene dans la chaine latérale joue un réle important dans 1’affinité des ligands. Il est
intéressant de constater qu’a la manieére du YT-32, le DMHCA se comporte comme un bon agoniste
des LXRs capable de provoquer I’efflux de cholestérol par I’induction hépatique et au niveau des
macrophages du geéne abcal (Quinet, et al., 2004). Contrairement aux autres ligands testés, le
DMHCA ne posséde qu’un pouvoir d’induction des génes srebplc et fatty acid synthase (fas) trés
faible. In vivo, 1’administration de DMHCA ne provoque pas de forte augmentation de la
triglycéridémie comme les autres ligands. Le traitement de macrophages en culture par des doses
croissantes de DMHCA en présence d’un ligand agoniste synthétique connu (le GW3965) permet (1)
une potentialisation de 1’effet agoniste du GW3965 sur 1’activation du géne abcal et (2) une inhibition
de I’accumulation des ARNm du géne codant srebplc. A D’inverse, au niveau intestinal, cette
sélectivité est perdue, le DMHCA devenant capable d’activer 1’expression d’abcal et srebplc a des
niveaux comparables a ceux du GW3965. Les auteurs proposent deux hypothéses a cette spécificité
tissulaire : (1) I’équipement cellulaire en cofacteurs des LXRs peut varier d’un tissu a I’autre et
expliquer la modulation de 1’expression de srebplc et (2) le DMHCA pourrait également activer un

autre récepteur nucléaire que les LXRs.

b) Les ligands synthétiques non oxystérols

Le roéle hypocholestérolémiant des LXRs conduit depuis quelques années les compagnies
pharmaceutiques a développer des agonistes synthétiques pour le traitement de I’athérosclérose. De
nombreuses banques de molécules sont ainsi criblées et le nombre de molécules activatrices est
aujourd’hui en augmentation constante (Fig 23). A I'inverse des ligands naturels, beaucoup de ces
molécules synthétiques sont peu ou pas métabolisables par les cellules, en faisant des modeles de

choix dans les études fondamentales du role des LXRs.

La premiere recherche de ligands agonistes synthétiques des LXRs a été réalisée par un crible
basé sur la capacité de LXRa a recruter un peptide fluorescent contenant la séquence LXXLL en
présence d’un ligand (Schultz, et al., 2000). Par cette technique, plus de 300 000 molécules ont été
testées, menant a I’identification du T0314407 (N-méthyl-N-[4-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxy-1-
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trifluorométhyl-éthyl)-phényl]-benzénesulfonamide). Un autre composé a été développé sur la base de
I’¢tude in silico des relations entre structure et activité, suivie d’une optimisation des propriétés
agonistes par une série de synthéses chimiques (SAR, Structure Activity Relationship) : le T0901317
(N-(2,2,2-trifluoroéthyl)-N-[4-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxy-1-trifluorométhyl-éthyl)-phényl]-

benzénesulfonamide). Le T0901317 est le ligand synthétique le plus utilisé actuellement dans les
études fondamentales des LXRs ; cependant, leur effet hypertrigycéridémiant par 1’activation de génes
impliqués dans le lipogenése rend leur utilisation impossible pour des applications en thérapeutique
humaine. Il est par ailleurs a noter que ce composé présente toutes les caractéristiques d’un ligand

agoniste du récepteur nucléaire PXR (Pregnane X Receptor ; Mitro, et al., 2007Db).

Par une technique de la méme nature, Albers et al. (Albers, et al., 2006) ont identifié une
molécule activatrice du groupe des quinazolinones, le LN6500. Par 1’étude de ses capacités a
permettre le recrutement de coactivateurs et a déplacer les co-répresseurs, les auteurs déduisent que ce
composé est un « activateur compétitif partiel ». En effet, il permet un recrutement partiel de

coactivateurs et déplace partiellement les co-répresseurs.

Un criblage a grande échelle des composés de GlaxoSmithKline basé sur le recrutement d’un
fragment de SRC-1 par LXRa a permis 1’identification d’une amine tertiaire (Collins, et al., 2002).
Néanmoins, ce composé ne s’est révélé qu’étre un faible activateur. Par une série de synthéses
chimiques, les auteurs ont réussi a créer une amine tertiaire possédant un fort pouvoir agoniste de
LXRa et LXRp : le GW3965. Contrairement au T0901317, le GW3965 est complétement inactif sur
le récepteur nucléaire PXR (Mitro, ef al., 2007b).

Le TOFA (acide 5-tétradécycloxy2-furancarboxylique) est connu pour étre un inhibiteur de
I’acétyl CoA carboxylase (ACC). Cette molécule est un agoniste de LXR[}, mais aussi de PPARa et
(Schmidt, ef al., 1999). Cependant, les auteurs n’ont pas été en mesure d’observer de liaison spécifique
du TOFA a LXRp et suggeérent que ce composé pourrait indirectement activer ce récepteur nucléaire

par une augmentation intracellulaire de métabolites ligands de LXRf3.

Le F3MéthylAA (P’acide 3-chloro-4-(3-(7-propyl-3-trifluorométhyl-6-(4,5)-isoxazolyl)
propylthio)-phenyl acétique), identifi¢ par un crible de type SPA, est un puissant agoniste des deux
isoformes des LXRs (Menke, ef al., 2002).

Lors de ce crible, le méme laboratoire a identifi¢ le dimeére acétyl-podocarpique (APD ;
Acetyl-Podocarpic Dimer) comme un activateur efficace de LXRa et LXR[ in vitro et en cultures
cellulaires (Sparrow, et al., 2002). L’APD derive de ’acide podocarpique, découvert chez des
végétaux résineux en 1873 puis chez plusieurs espéces du conifeére podocarpus en 1938. Ce
laboratoire a identifi¢ et caractérisé le pouvoir agoniste de I’APD et de ’anhydride d’acide

podocarpique et montré I’importance de la nature de la connexion covalente entre les deux molécules
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d’acide podocarpique (Singh, ef al., 2005). En effet seuls les anhydrides testés et un imide (dans lequel
I’atome d’oxygeéne de I’anhydride est remplacé par un atome d’azote) sont des molécules agonistes.
Par la suite, cette équipe a synthétisé une série d’amides podocarpiques ayant un fort pouvoir agoniste

(Liu, et al., 2005).

Lors d’un criblage des composés Merck visant a identifier des ligands des PPARs, un agoniste
LXR/PPAR a ét¢ identifié (Szewczyk, et al., 2006). Les auteurs ont tenté par des études de type SAR
de supprimer ’activité agoniste de PPAR et de créer un agoniste sélectif des LXRs. Trois composés
hétérocycliques ont ainsi été synthétisés, montrant la puissance des techniques de type SAR dans la
recherche de nouveaux agonistes synthétiques spécifiques des LXRs. Parmi ces composés, les auteurs
en ont sélectionné un possédant un noyau aromatique de type pyrazine pour 1’étude de ses propriétés
in vivo (Lund, et al., 2006). Lors de cette étude, les auteurs ont comparé le role de cette molécule et
d’un dérivé du F3méthylAA, spécifique de LXRa. Par I’etude de ces composés chez les souris
déficientes en LXRa, LXRP ou pour les deux isoformes, les auteurs concluent que les effets
hypertriglycéridémiants des LXRs dépendraient essentiellement de LXR[, soulignant ainsi I’intérét de

développer des agonistes spécifiques de cette isoforme.

Par un crible basé sur I’utilisation de monocytes humains THP-1 dans lesquels le géne
rapporteur luciférase en aval du promoteur proximal d’abcal a été transfecté de maniére stable, Jaye et
al. (Jaye, et al., 2005) ont identifi¢ neuf composés de type 3-(phenylamino)-1H-pyrrole-2,5-diones
substitués (ou maléimides substitués). Ces molécules étaient déja connues pour leur role inhibiteur de
la glycogeéne synthase kinase-3. L’¢étude cristallographique d’un de ces composés li¢ 8 LXRa révele
une conformation particuliere de 1’hétérodimére RXR/LXR. Dans ce cas, I’hélice AF-2 de RXRa
vient se fixer au site de reconnaissance des coactivateurs de LXRa. La séquence LXXML présente
dans I’AF-2 de RXRa pourrait ici mimer une séquence NR Box classique (LXXLL). Bien que les
auteurs n’aient pas observé de différence dans le profil d’expression des génes cibles en réponse a ce
composé ou au GW3965, I’étude de ce composé pourrait permettre d’étendre nos connaissances sur le

mode d’action des LXRs.

Par des études de SAR couplées a I’utilisation de cellules CHO exprimant de maniére stable
LXRp et un géne rapporteur, une série de composés de la classe des quinolines ont été identifiés, avec
un candidat intéressant (Hu, et al, 2006). Administrée par voie orale, cette molécule permet la
régression de la lésion athérosclérotique de souris invalidées pour le géne codant le récepteur des LDL
(Low Density Lipoprotein Receptor ; LDLR). L’optimisation de cette classe de quinoline par une
étude SAR a conduit a I’identification de deux autres composés potentiellement utilisables in vivo (Hu,
et al., 2007). 11 est toutefois a noter que ces deux molécules sont des agonistes des trois isoformes des

PPARs.
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Une nouvelle technique de recherche de ligands agonistes a été proposée. Les études SAR ont
été précédées d’une recherche virtuelle de molécules ayant une structure potentiellement capable de se
lier a la poche hydrophobe du LBD de LXR[. Parmi les 135 000 composés testés in silico, 1 290
molécules ont été sélectionnées et leur profil activateur de 1’expression de 12 génes cibles des LXRs a
été évalué. Le meilleur candidat ainsi sélectionné a été intégré a une stratégie SAR et a conduit a
I’identification de deux classes de molécules agonistes de LXRa et LXR[ : une série de dérivés indole

(Bakir, et al., 2007) et une série de dérivés 2-Aryl-N-acyl indole (Kher, et al., 2007).

Par un crible basé sur I’utilisation d’un récepteur chimérique GAL-hLXRJ LBD, un composé
s’est révélé Etre un candidat intéressant pour une intégration a une étude SAR (Molteni, et al., 2007).
Une série de N-Acylthiadiazolines capables d’activer les LXRs a été synthétisée. Parmi ces molécules,
un composé présente un pouvoir agoniste beaucoup plus important pour LXRJ que pour LXRa. Les
études cristallographiques du complexe T0901317-LXRa avaient suggéré que la liaison adoptait la
méme conformation quelle que soit I’isoforme (Svensson, et al., 2003). Les auteurs suggéraient que le
développement d’agonistes synthétiques sélectifs d’une isoforme serait un challenge particuliérement
difficile. Bien que la N-Acylthiadiazoline produite ait un pouvoir agoniste faible sur LXRa, cette
molécule est le premier ligand synthétique sélectif de I’isoforme béta des LXRs a avoir été produit et

ouvre de nouvelles perspectives dans la production de nouveaux agonistes.

3. Les ligands inhibiteurs et antagonistes

Les LXRs ayant un fort pouvoir hypocholestérolémiant, les efforts des compagnies
pharmaceutiques sont plutot centrés sur le développement de ligands synthétiques activateurs plutot
qu’inhibiteurs. Cependant, au cours de cribles de composés pouvant se fixer théoriquement dans la
poche hydrophobe de LBD et potentiellement capables d’activer les LXRs, certaines molécules

synthétiques antagonistes ont été identifiées.

a) Les antagonistes naturels

La transformation des macrophages en cellules spumeuses est une étape essenticlle dans le
développement des 1ésions athérosclérotiques. Cette transformation se caractérise par une surcharge en
cholestérol, initiée notamment par une endocytose massive de LDLs oxydés (Collot-Teixeira, et al.,
2007). Plusieurs formes oxydées du cholestérol, notamment le 7-cétocholestérol et le Sa,60-époxy-

cholestérol sont des composants des LDLs oxydés et sont présentes en grandes quantités dans les
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Figure 24 : Les ligands antagonistes naturels

Structure chimique des antagonistes naturels connus des LXRs. L’acide arachidonique est
représenté comme un exemple des acides gras poly-insaturés inhibiteurs de ces NRs. GGPP :
Géranylgéranyl pyrophosphate ; R et R1 : radical et radical 1.
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lésions athérosclérotiques (Brown et Jessup, 1999). Sous leur forme 3-sulfatée, ces deux composés
naturels sont des inhibiteurs des LXRs (Fig 24 ; Song, et al., 2001). Cette inhibition, qui est associée a
un défaut de recrutement du coactivateur GRIP-1, est dépendante du LBD des LXRs et peut étre
contrée par des doses croissantes d’un ligand agoniste. Il est ainsi possible que les sulfates oxydés de

cholestérol contribuent au développement de la plaque d’athérome par ’inhibition des LXRs.

L’utilisation de lovastatine et de mévastatine, deux inhibiteurs de la voie du mévalonate,
inhibe 1’activité transcriptionnelle de LXRa, montrant 1I’importance de 1’intégrité de cette voie dans la
signalisation par les LXRs (Forman, et al., 1997). Cette voie biochimique conduit a la formation de
plusieurs métabolites, notamment les oxystérols agonistes des LXRs. Un de ces métabolites, le
géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP) inhibe 1’activité transcriptionnelle de LXRao et bloque la
fixation de RXR/LXR sur un DR4. Les auteurs émettent a partir de ces résultats I’hypothése selon
laquelle le GGPP inhiberait la formation de I’hétérodimeére RXR/LXR et/ou sa liaison & I’ADN. Des
travaux plus récents sur I’expression du géne abcal confirment I’effet inhibiteur du GGPP (Gan, ef al.,
2001). Lors de cette étude, le GGPP inhibe I’interaction entre LXRa ou LXR[ et leur coactivateur
SRC-1, suggérant une inhibition directe des LXRs. Il est a noter que le GGPP n’a qu’un effet
inhibiteur partiel de I’activation transcriptionnelle induite par le 22(R)-hydroxy-cholestérol, suggérant
que les sites de liaison du GGPP et du 22(R)-hydroxy-cholestérol sont différents. Des études
préliminaires, bien que non montrées par les auteurs, suggerent que le GGPP est incapable de déplacer

un ligand synthétique du LBD de LXRa ou LXRp, confirmant cette hypothése.

Les acides gras poly-insaturés (PUFA, polyunsaturated fatty acids) sont connus pour étre des
ligands agonistes de PPARo et PPARS (Forman, et al., 1997 ; Kliewer, et al., 1997). Plusieurs
PUFAs, notamment 1’acide arachidonique, sont capables d’exercer un effet antagoniste sur LXRa
(Ou, et al., 2001) et sur LXRB (Yoshikawa, et al., 2002). Bien qu’aucune liaison directe des PUFAs a
la poche de liaison hydrophobe du ligand n’ait été observée, I’inhibition est dépendante du LBD des
LXRs. De plus, des expériences de retardement sur gel montrent que 1’acide arachidonique inhibe la
liaison de I’hétérodimére RXR/LXR aux LXREs du promoteur du geéne srebplc. Cependant, selon le
type cellulaire considéré, la métabolisation des PUFAs est plus ou moins rapide, modulant ainsi leur
effet inhibiteur sur LXRa, suggérant que I’assimilation des acides gras joue un réle important dans la
régulation de LXRa et de PPARa (Pawar, et al., 2002). A ce jour, I’action inhibitrice des PUFAs sur

I’activité transactivatrice des LXRs n’a jamais été démontrée in vivo.

Au cours de leur crible de recherche de molécules activatrices des LXRs, 1’équipe de S.B.
Singh a identifié plusieurs molécules antagonistes des LXRs d’origine naturelle ne possédant pas de
noyau stérol. La guttiférone I est un composé de type benzophénone polyprénylée, extrait de

I’abricotier batard Garcinia humilis. Cette molécule est capable de se fixer 8 LXRa et avec une
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Formule chimique des ligands antagonistes synthétiques des LXRs. Leur faible nombre
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affinité moindre a LXRP (Herath, et al.,, 2005a) mais n’est pas un agoniste, étant incapable de
provoquer le contact de co-activateurs. Par le méme type d’étude, ce laboratoire a réussi a identifier
deux molécules capables de se lier aux deux isoformes des LXRs mais sans pouvoir agoniste :
I’anthrabenzoxocinone hexacyclique et la bischloroanthrabenzoxocinone (Herath, et al., 2005b). Pour
ces trois molécules, les auteurs déduisent la qualité de ligand inhibiteur de leur capacité a déplacer un

ligand synthétique du LBD des LXRs en SPA.

Enfin, rappelons que la riccardine C est un antagoniste naturel de LXR[ et la riccardine F un

antagoniste naturel des deux isoformes (Tamehiro, et al., 2005).

b) Les antagonistes synthétiques

Dans la recherche de ligands capables d’activer les LXRs, des énantioméres d’oxystérols
naturels ont été synthétisés. Le 22(S)-hydroxy-cholestérol est capable déplacer un ligand connu du
LBD des LXRs, suggérant une liaison directe de la molécule (Janowski, et al., 1999) mais n’est pas
capable d’induire une activation (Fig 25 ; Lehmann, et al., 1997). Une étude récente a montré comme
attendu que le T0901317 induit une lipogenése dans des myotubes issus de patients diabétiques de
type 2 et de patients sains (Kase, et al., 2007). Le 22(S)-hydroxy-cholestérol est capable de contrer les
effets lipogéniques du T0901317, sans toutefois perturber la réponse de 1’expression d’abcal. De plus,
le 22(S)-hydroxy-cholestérol est capable de stimuler le métabolisme glucidique dans ces cellules, par
un mécanisme encore inconnu. Bien qu’aucune validation in vivo des ces résultats n’ait actuellement
été réalisée, 1’utilisation d’antagonistes bloquant la lipogenese sans perturber I’hypocholestérolémie
seuls ou conjointement avec une autre molécule agoniste peut étre envisagée pour des applications

cliniques.

La thalidomide est un composé développé initialement pour ses propriétés sédatives, mais son
utilisation clinique a été rapidement arrétée en raison d’une importante tératogénicité. Plusieurs
molécules ont été dérivées de la thalidomide, disposant de propriétés inhibitrices de 1’a-glucosidase,
Certaines inhibitions étant compétitives il est 1égitime de supposer que ces molécules pourraient
mimer le glucose. Basés sur les propriétés agonistes du glucose vis-a-vis des LXRs (Mitro, ef al.,
2007a), Noguchi-Yachide ef al. (Noguchi-Yachide, et al., 2007) ont étudié le role de certains de ces
composés sur les LXRs. Parmi ces dérivés de la thalidomide, deux molécules, le CP4P et le PPS-33
inhibent I’effet activateur du T0901317. Deux composés supplémentaires ont été dérivés, tous les deux
possédant un noyau phenylphtalimide : le PP60 et le PP2P. Bien que ces deux molécules soient des
inhibiteurs moins efficaces que le CP4P et le PPS-33, elles s’avérent étre plus facilement utilisables

comme antagonistes en raison d’une cytotoxicité moins importante. Toutefois, ces composés ne sont
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pas stricto sensu des ligands, cette étude ne montrant pas de liaison directe de ces antagonistes au LBD

des LXRs.

Enfin, les fibrates sont une classe de molécules utilisées cliniquement pour leur pouvoir
hypolipémiants. Ils ont été identifiés comme des ligands de PPARa, provoquant une diminution des
triglycérides circulant et une augmentation des taux de HDL-cholestérol (Lipoprotéines de forte
densité ; High Density Lipoprotein ; Duran-Sandoval, et al., 2003). Les formes estérifiées des fibrates,
dont le fénofibrate exercent un effet antagoniste des LXRs par une liaison directe au LBD de LXRa
(Thomas, et al., 2003). A I’inverse, les formes acide carboxylique correspondantes n’exercent pas
d’effet antagoniste des LXRs mais sont agonistes de PPARa. Cependant, de maniére surprenante, le
fénofibrate n’est pas capable d’exercer d’effet antagoniste sur le promoteur d’abcal, suggérant que cet
effet dépend du contexte cellulaire. L’ester de fénofibrate, utilis¢é en thérapeutique humaine est
rapidement converti au niveau plasmatique et hépatique en acide carboxylique. Toutefois, la forme
estérifiée peut étre détectée au niveau hépatique 24 heures aprés administration, menant les auteurs a
imaginer que I’effet hypolipidémiant de cette molécule pourrait étre di en partie a une inhibition de
LXRa. Au total, ces études montrent des interactions entre les voies de signalisation impliquant les

LXRs et les PPARs.

4, Les LXRs: vers le développement de SLIMs (Selective Llver x receptor
Modulators) ?

L’étude des LXRs conduit a I’identification d’un nombre toujours grandissant de molécules
ligands des LXRs et capables de moduler leur activité. De ce répertoire, il ressort que les capacités

activatrices et inhibitrices des ligands varient selon plusieurs facteurs.

- (1) Malgré une homologie de séquence forte entre LXRa et LXRp, les roles de chaque
ligand sur chacune des isoformes sont variables, pouvant méme é&tre opposés (exemple de
la riccardine C.

- (2) La séquence du LXRE module I’effet des ligands.

- (3) Le contexte cellulaire a une influence forte sur les activités modulatrices des ligands.

Au total, il apparait essentiel que 1’équipement cellulaire en cofacteurs permet une modulation
de la signalisation par les LXRs, chaque ligand semblant se comporter différemment selon la présence
de ces cofacteurs. Un tel comportement de ligand vis-a-vis de son récepteur nucléaire a déja été décrit
concernant les récepteurs des cestrogénes (ERs). Les efforts visant a développer des antagonistes de

ER ont conduit a la synthése de molécules qui possédent a la fois des activités agonistes et
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antagonistes, selon le type cellulaire considéré. Le mécanisme par lequel ces molécules agissent est
maintenant connu ; il est attribué a la capacité d’induire une conformation du récepteur différente de
celle prise lorsqu’un agoniste ou un antagoniste pur est fixé (Sadovsky et Adler, 1998). Ces
configurations particuliéres ont des effets différents sur chaque cofacteur et expliquent les variations
d’action en fonction du type cellulaire. Ces molécules, dont font partie le raloxiféne et le tamoxiféne,
sont appelées des modulateurs sélectifs du récepteur des cestrogénes (SERM : Selective Estrogen
Receptor Modulator). Les études cristallographiques montrent que le T0901317 et le GW3965 sont
tous les deux capables de stabiliser 1’hélice H12 de LXR[ et de le maintenir en configuration active
(Farnegardh, et al., 2003). Dans les deux cas, les positions de cette hélice sont similaires mais pas
identiques. Le reste du LBD adopte une conformation différente selon le ligand montrant sa plasticité.
Par ailleurs, une étude basée sur des technologies de transfert de fluorescence (FRET : Fluorescence
Resonance Energy Transfer), mesurant les liaisons entre LXRo ou LXRp et différents coactivateurs et
corépresseurs en réponse a plusieurs ligands différents a permis de définir plusieurs catégories de
ligands (Albers, et al., 2006). Ainsi les auteurs proposent-ils une classification des ligands en fonction

de leur capacité a recruter des cofacteurs et décrivent 6 catégories (Fig 26) :

- (1) Les agonistes purs

- (2) Les antagonistes purs

- (3) Les ligands permettant une induction compléte simultanée du recrutement de
coactivateurs et de corépresseurs : les « activateurs compétitifs »

- (4) Les ligands permettant une induction partielle du recrutement de coactivateurs sans
liaison a un corépresseur : les « activateurs partiels »

- (5) Les ligands permettant une induction partielle du recrutement a la fois de coactivateurs
et de corépresseurs : les « activateurs compétitifs partiels »

- (6) Les ligands inhibant toute liaison avec un cofacteur : « les dérépresseurs »

Il est intéressant de constater que selon le couple co-activateur / co-répresseur considéré, un
méme ligand peut avoir différents comportements. Par exemple, considérant le couple
TRAP220/NCoR1, le LN6500 et le 22(R)-hydroxy-cholestérol se comportent comme des
dérepresseurs vis-a-vis de LXRa et considérant le couple de cofacteurs SRC1/NCoR1, ils deviennent
des activateurs compétitifs partiels. Par ailleurs, LXRa et LXRP ont un comportement différent vis-a-
vis des ligands et des cofacteurs. Les auteurs évoquent ainsi un spectre linéaire de conformations de
LXRp dans lequel il existe une relation inverse entre la capacité de liaison aux coactivateurs et aux
corépresseurs. Pour LXRa, en revanche, le GW3965 n’entre pas dans cette relation et se comporte

comme un activateur compétitif.

Au total, les études concernant les ligands des LXRs et leur mode d’action tendent a penser

que beaucoup de ces molécules se comportent comme des « modulateurs sélectifs des LXRs ». Cela
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ouvre de nouvelles perspectives quant au développement de nouvelles molécules capables de moduler

les LXRs dans un but thérapeutique et pour 1’identification de nouveaux génes cibles.

5. Régulations de I’activité indépendantes du ligand

a) Les phosphorylations

Huang et al. (Huang, et al., 1998) ont établi des lignées de cellules exprimant de manicre
stable un récepteur chimérique comportant le LBD de LXRa et le DBD de GR, ainsi qu’un géne
rapporteur sous le controle d’¢léments de réponse a GR. Comme attendu, le 22(R)-hydroxy-
cholestérol permet 1’activation du géne rapporteur. Alors que leur utilisation seule n’a aucun effet, le
traitement des cellules par du TPA (un ester de phorbol qui active la protéine kinase C), de la
forskoline (un activateur d’adénylate cyclase) ou du 8-bromo-AMPc (un analogue d’AMP cyclique),
potentialise fortement I’effet de I’agoniste. Cette activation est abolie par 1’utilisation d’inhibiteurs de
protéine kinases. Ces données suggerent que 1’activité transactivatrice de LXRa pourrait étre régulée

par des cascades de phosphorylations.

La premiére étude ayant montré que les LXRs sont des protéines phosphorylées a mis en
évidence la présence d’un résidu sérine phosphorylé en position 198 (Chen, et al., 2006). Cet acide
aminé, situé dans la région charniére, correspond & un site de phosphorylation putatif par les MAP
Kinases. Cependant, un récepteur mutant LXRa S198A est complétement fonctionnel. L’implication

physiologique de cette phosphorylation reste encore a démontrer.

Récemment, Yamamoto ef al. (Yamamoto, ef al., 2007) ont montré que LXRa est une cible de
la Protéine Kinase A (PKA). L’utilisation d’activateurs de la PKA entraine une inhibition in vitro et in
vivo de la transcription de srebplc en réponse au T0901317. La PKA phosphoryle LXRa au niveau
des sites sérines 195,196 et sérines 290,291. Cette modification post-traductionnelle de LXRa. entraine
une diminution de la liaison RXR/LXR, une baisse du recrutement de co-activateurs et un recrutement
accru de co-répresseurs. Prises ensemble, ces données montrent qu’au-dela de leur mode d’action

« classique », les LXRs font partie d’un réseau complexe de signalisation cellulaire.

Comme nous I’avons déja vu, ex vivo, le traitement de cellules CV-1 pourvues d’un récepteur
chimérique LXRB-LBD/GR-DBD par du TOFA stimule I’activit¢ d’un géne rapporteur sous le
controle d’éléments de réponse a GR. Lorsqu’elles expriment le récepteur D1 de la dopamine, le
traitement de ces cellules par la dopamine inhibe cette activation transcriptionnelle (Schmidt, ez al.,

2005). A I’'inverse, 'utilisation d’un antagoniste du récepteur D1 de la dopamine (SCH 23390) abolit
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cette répression et potentialise I’activation de LXR[ par le TOFA. M&me si on ne peut pas écarter
I’hypothése peu probable selon laquelle la dopamine et le SCH23390 seraient des ligands antagonistes
et agonistes respectivement des LXRs, les auteurs suggérent que I’inhibition de [D’activité
transcriptionnelle de LXRf dépend du récepteur D1 de la dopamine. Ce récepteur est connu pour étre
un récepteur couplé a des protéines G, stimulant 1’activité d’une adénylyl cyclase (Dearry, et al., 1990
; Zhou, et al., 1990 ; Sunahara, et al., 1990). Il semblerait donc que I’activité des LXRs puisse étre
modulée par des voies de transduction des signaux faisant intervenir des mécanismes de

phosphorylation.

Alk-1 est un récepteur membranaire du TGFB (Transforming growth factor beta) impliqué
dans I’angiogenese. Une étude montre qu’Alk-1 et LXRp interagissent in vitro et in vivo (Mo, et al.,
2002). Cette interaction provoque une relocalisation de LXRp vers le compartiment cytoplasmique et
une phosphorylation de LXRP sur des résidus sérine / thréonine. En retour, LXRP inhibe la
signalisation des deux récepteurs Alk-1 et alk-2 mais il n’est pas montré que cette inhibition résulte de

la phosphorylation de LXRp. Cet effet n’est pas observé pour LXRa.

b) La SUMOylation

La SUMOylation consiste en la liaison covalente et réversible d’une séquence peptidique
appelée SUMO (Small Ubiquitin-Related Modified) sur des protéines cibles (pour une revue, voir Hay,
2005). Lorsque cette modification post-traductionnelle concerne un facteur de transcription, I’effet sur
la transcription génique peut étre activateur, mais est le plus souvent répresseur. Une étude récente a
montré une SUMOylation de LXRa et LXRP (Ghisletti, et al., 2007) et décrit un mode d’action
original pour ces récepteurs nucléaires. Les LXRs possédent une activité anti-inflammatoire par
I’inhibition transcriptionnelle de génes pro-inflammatoires tels que inos (inducible nitric oxide
synthase ; Joseph, et al., 2003 ; voir paragraphe 4d). Cependant, le mécanisme moléculaire de cette
répression n’a pas été complétement élucidé. Ghisletti e al. montrent que les LXRs sont recrutés au
niveau du promoteur du geéne inos de manicre dépendante du co-répresseur NCoR. L’activation des
LXRs par le GW3965 induit une SUMOylation par SUMO2 et SUMO3 des récepteurs. Cette
modification provoque une répression de la transcription du géne inos, par un blocage du déplacement
de NCoR requis normalement pour l’activation transcriptionnelle. Un mécanisme de répression
identique est également présent au niveau du promoteur du géne il-/5. Bien que les auteurs ne
montrent pas d’absence de liaison directe a I’ADN des LXRs, la dépendance de la présence de NCoR
au niveau du promoteur suggere que les LXRs ne se fixent pas directement a I’ADN, mais contactent

des complexes NCoR qui modulent 1’activité d’autres facteurs de transcription. Pour la premiére fois,
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Figure 27 : Modé¢le d’action de SIRT1 dans la « mise a zéro » et ’activation des promoteurs
des génes cibles des LXRs

Apres I’activation par le ligand, SIRT1 induit une désacétylation des LXRs, ce qui provoque leur
ubiquitination et leur dégradation par le protéasome. Cet effet libérerait le promoteur, permettant

le recrutement de LXRs « neufs » pour le deuxiéme « tour » de transcription. Adapté d’aprées Li et
al., 2007.
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ces travaux mettent en évidence un mécanisme de répression direct par les LXRs au niveau du
promoteur de geénes cibles. De plus, cette étude est la premicere rapportant une inhibition
transcriptionnelle induite par un ligand et ouvre de nouvelles perspectives dans la compréhension du
mode d’action de ces NRs. Par ailleurs, on peut imaginer que ’utilisation de systémes de blocage de la
SUMOylation pourra constituer un nouveau type de crible in vitro dans la recherche de génes cibles
réprimés par les LXRs. Enfin, il est important de noter que tous les ligands ne sont pas capables de
provoquer la SUMOylation des LXRs au niveau du promoteur de inos, indiquant que les différents
ligands provoquent des changements de conformation de 1’hétérodimére RXR/LXR distincts d’un
point de vue fonctionnel. Au total, cette étude ouvrira de nouvelles perspectives thérapeutiques,
notamment par des efforts de synthése de molécules capables d’initier sélectivement une activation ou

une répression transcriptionnelle selon le promoteur étudié.

c) La déacétylation

Les sirtuines sont des désacétylases utilisant le NADP", initialement découvertes pour leur
capacité a maintenir le « gene silencing » des téloméres et du locus « mating-type » chez la levure
(pour une revue, voir Michan et Sinclair, 2007). La sur-expression des sirtuines prolonge la durée de
vie de plusieurs espéces, notamment Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans et Drosophila
melanogaster. Chez les mammiféres, la restriction calorique prolonge 1’espérance-vie et les sirtuines
sembleraient étre un des médiateurs de cet effet. Une étude récente a montré que SIRT1, une sirtuine
de mammiferes, est capable d’interagir avec LXRa et LXRp au niveau des LXREs (Li, et al., 2007).
Les auteurs montrent que les LXRs sont des protéines acétylées et que leur activation par le 22(R)-
hydroxy-cholestérol réduit 1’acétylation. Chez des souris invalidées pour SIRT1, la réponse des LXRs
au T0901317 est diminuée. De plus, chez ces souris, le transport inverse du cholestérol est perturbé.
Ainsi, SIRT1 est-il un facteur important dans 1’activation transcriptionnelle par les LXRs. Comme
attendu, la liaison de SIRT1 a LXRa provoque sa déacétylation. Cette dernicre induit 1’ubiquitination
du récepteur et sa dégradation consécutive par le protéasome, expliquant le résultat surprenant
montrant que 1’activation de LXRo diminue sa stabilité protéique. Les auteurs émettent 1’hypothése
que la liaison de SIRTI est initiée apres 1’activation des LXRs. Ils proposent un modeéle intéressant
selon lequel I’activation des LXRs par un ligand permet le contact avec SIRT1, qui désacétyle le NR.
Ce dernier est dégradé par le protéasome, libérant le promoteur et permettant le recrutement de

récepteur « neuf » facilitant alors le deuxiéme « tour » de transcription (Fig 27).
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d) Les PPARs

Outre D’activation directe de l’expression du geéne xra par PPARy, les PPARs peuvent
moduler 1’activité transcriptionnelle des LXRs. La surexpression de PPARa ou y inhibe I’induction
de I’expression d’un géne rapporteur placé sous le contréle du promoteur du géne srebplc
(Yoshikawa, et al., 2003). Cet effet, confirmé dans des hépatocytes de rat en culture primaire, est
augmenté par 1’utilisation d’un agoniste de PPARa. L’utilisation de cycloheximide n’abolit pas cet
effet inhibiteur, montrant que cet effet est indépendant d’une synthése protéique de novo. L’inhibition
de D’activité de LXRa est dépendante de la présence d’un LXRE fonctionnel et diminue la formation
d’hétérodimeres RXR/LXR. Curieusement, une supplémentation en RXR inverse cet effet, suggérant
que la diminution de liaison de LXRa @ RXR pourrait résulter d’une compétition avec PPARa pour la

dimérisation avec RXR.

Le méme laboratoire a montré une régulation complémentaire des LXRs sur PPARa (Ide, et
al., 2003) : la surexpression de LXRa ou LXRp inhibe I’activité transactivatrice de PPARa au niveau
d’un PPRE, d’autant plus que les ligands des LXRs sont présents. Par ailleurs, 1’activation des LXRs
diminue le recrutement d’hétérodimeres PPARa/RXR au niveau des PPRE. L’ajout d’un excés de
RXR restaure la fixation du complexe au PPRE. Il est surprenant de constater qu’outre la formation
attendue de complexes RXR/LXR, I’activation de LXR permet une hétérodimérisation PPARa/LXR,
diminuant la formation de diméres PPARo/RXRa inactifs transcriptionnellement. Cette donnée
montre la possibilit¢ du contact PPAR/LXR et permet d’imaginer que I’inhibition de I’activité de
LXRao induite par I’activation de PPARo pourrait résulter de la formation de ces complexes

PPARo/LXR.

Une interaction directe a été confirmée in vitro (Yue, et al., 2005). Les deux isoformes des
LXRs sont capables de fixer les trois isoformes des PPARs. Cette étude montre par ailleurs que la
fixation du 22(R)-hydroxy-cholestérol potentialise cette interaction. Ce travail, purement in vitro, ne

montre cependant pas d’implication physiologique sous-jacente a cette hétérodimérisation.

Le géne angptl3 (angiopoietin-like protein 3) est un géne cible direct des LXRs impliqué dans
la régulation du métabolisme des lipides (Inaba, et al., 2003 ; Kaplan, et al., 2003). Ainsi, la
surexpression de ce géne chez la souris ou une injection intraveineuse d’ANGPL3 provoquent-elles
une hyperlipidémie (Koishi, et al., 2002). La surexpression de PPARS réprime 1’expression de ce
géne. L’activation de PPARS par un ligand agoniste potentialise cette inhibition. La mutation du
LXRE de ce promoteur abolit I’effet de PPARS. De méme, un mutant de PPARS incapable de
s’hétérodimériser avec RXR perd son effet inhibiteur. Les auteurs montrent en systéme cellulaire et

par retardement sur gel que I’activation de PPARS inhibe a la fois I’hétérodimérisation de LXRa et
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RXR et la fixation des complexes RXR/LXR sur les ¢léments DR4 du promoteur de ce géne. Ces
données suggérent donc que 1’activation de PPARS diminue la transcription d’angpt/3 en entrant en

compétition avec LXR pour la dimérisation avec leur partenaire RXR.

e Les récepteur Toll-like (TLRs)

Les récepteurs de la famille Toll-like sont impliqués dans la réponse immunitaire. Ils conférent
aux macrophages la capacité de reconnaitre les molécules antigéniques. L’activation de ces récepteurs
permet une réponse anti-microbienne par 1’activation de voies pro-inflammatoires (Janeway et
Medzhitov, 2002). Les récepteurs TLR (7oll-Like Receptor) sont notamment activés par les LPS.
L’activation des récepteurs TLR3 et TLR4 par leurs ligands respectifs provoque une diminution de
I’expression de plusieurs génes cibles des LXRs (Castrillo, et al., 2003b). L’utilisation du promoteur
muté ou non d’abcal cloné en amont du geéne luciférase montre que cette diminution dépend du
LXRE. Cet effet n’est pas dii a une diminution de I’expression des LXRs et dépend d’IRF3, un facteur
de transcription activé spécifiquement par TLR3 et 4. Les auteurs montrent que 1’inhibition du role
activateur des LXRs dépend au moins partiellement d’une compétition pour des coactivateurs comme
CBP/p300. Ces travaux complétent la compréhension des mécanismes par lesquels les LXRs sont

sensibles au statut inflammatoire.

Les récepteurs TRs et LXRs sont capables de fixer les mémes éléments de réponse DR4
(Kawai, et al., 2004). Ces mémes auteurs montrent que le récepteur TR en 1’absence de ligand
réprime la transactivation induite par un ligand de LXRo au niveau de LXREs du promoteur de
srebplc. Les hétérodimeres TRP/RXR entrent en compétition avec les complexes LXR/RXR au
niveau des LXREs. Les auteurs montrent que TR recrute le co-répresseur NCoR avec une affinité
plus forte que LXRa. Il est a noter que cette inhibition est levée par 1’activation de TR par la Ts,
ligand de TR. A DI’inverse, en I’absence d’un ligand, LXRa ne réprime par la transactivation induite

par TRp.
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Figure 28 : Régulation de I’homéostasie des acides biliaires par les récepteurs nucléaires
Lors d’un exces de cholestérol, les LXRs exercent un effet hypocholestérolémiant en stimulant la
production d’acides biliaires via I’induction de cyp7al, en coopération avec LRH-1. Les acides
biliaires peuvent réguler leur propre synthése en activant FXR, qui stimule 1’expression de s#p.
SHP interagit avec LRH-1, inhibant 1’action activatrice de 1’hétérodimeére RXR/LXR. SHP peut
¢galement controler sa propre synthése par le méme mécanisme. Adapté d’apres Lu et al., 2000.
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g) Coup-TFs

Les facteurs de transcription Coup-TFs (Chicken ovalbumin upstream promoter-transcription
factors) sont des récepteurs nucléaires orphelins impliqués dans 1’organogenése, I’embryogeneése et le
développement du systéme nerveux. Ils sont de plus capables de réguler plusieurs geénes impliqués
dans le métabolisme des lipides, notamment du cholestérol. La déplétion de Coup-TF1 par I’utilisation
d’interférence ARN abolit I’effet inducteur du T0901317 sur I’expression de plusieurs génes cibles des
LXRs dans des myoblastes murins en culture, montrant I’importance de Coup-TF1 dans la réponse a
I’agoniste des LXRs (Myers, et al., 2006). Méme si aucun mécanisme moléculaire expliquant
I’origine de cet effet régulateur n’est détaillé, cette étude suggere que 1I’implication des Coup-TFs dans

la régulation du métabolisme du cholestérol dépend en partie des LXRs.

h)  LRH-1

LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1) est un récepteur nucléaire orphelin qui se fixe sous forme
de monomére dans les séquences promotrices de ses geénes cibles. La fixation de ce facteur dans le
promoteur du géne cyp7al ne permet pas a elle seule de stimuler la transcription du géne mais est
indispensable pour son activation transcriptionnelle par LXRa (Lu, et al, 2000). Par ailleurs, son
recrutement au niveau du promoteur du gene cetp (cholesteryl ester transfert protein) permet de
potentialiser I’initiation de la transcription initiée par I’activation des LXRs (Luo, et al., 2001). En
revanche, la mutation de 1’élément de réponse a LRH-1 du promoteur de cefp diminue cet effet
potentialisateur mais n’abolit pas 1’effet activateur de LXRa et LXRp. Un effet similaire a été observé
au niveau du promoteur du géne pla2 (phospholipase A2 ; Antonio, et al., 2003). Il est a noter
qu’aucune interaction directe entre LRH-1 et les LXRs n’a actuellement été décrite, suggérant que le
dialogue entre les deux récepteurs nucléaires fait intervenir des mécanismes moléculaires complexes,

faisant intervenir par exemple des co-facteurs communs.

i) SHP

SHP (Small Heterodimer Partner) est un récepteur nucléaire orphelin atypique qui ne possede
pas de DBD et qui possede une activité répressive. Une interaction directe de SHP avec LXRa et
LXR} a été démontrée (Brendel, et al., 2002). Cette interaction réprime ’activité transcriptionnelle de

LXRa au niveau d’un promoteur, artificiel ou naturel. Le domaine C-terminal et le domaine central de
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SHP sont capables d’interagir avec le LBD de LXRa. Au niveau C-terminal, SHP posseéde des
séquences de type LXXLL. La mutation de ces séquences diminue mais n’abolit pas la liaison
protéique. Par ailleurs, la délétion de 1’hélice H12 de LXRa abolit I’interaction, montrant le role
primordial du domaine AF-2 de LXRa. Cette ¢tude montre une interaction entre SHP et ’ARN
polymérase de type II. Les auteurs émettent ainsi [’hypothése que ce contact pourrait étre une des

causes de I’effet répresseur de SHP.

D.  Fonctions physiologiques régulées par les LXRs

Ces dernicres années, la recherche des génes cibles des LXRs a permis de les associer a de
nombreuses fonctions physiologiques. Le nombre de génes cibles directs ainsi que de régulations au
niveau post-transcriptionnel est actuellement en augmentation constante. C’est pourquoi, plutét que
d’établir une liste exhaustive des cibles régulées par les LXRs, nous aborderons, par ’exemple de
régulations a la fois directes et indirectes de quelques protéines cibles, les grandes fonctions

physiologiques connues actuellement pour étre contrdlées par ces récepteurs nucléaires.

1. Le métabolisme du cholestérol

a) La synthese des acides biliaires

Initialement, la découverte des oxystérols comme ligands potentiels des LXRs a laissé
supposer que ces récepteurs pourraient contrdler le métabolisme du cholestérol. Ainsi, un LXRE
fonctionnel a-t-il été découvert dans le promoteur du géne cyp7al (Lehmann, et al., 1997). C’est par
I’invalidation du gene Ixra chez la souris que Peet ef al. (Peet, et al., 1998) ont pu établir un lien
fonctionnel in vivo entre LXRa et CYP7AL. Les souris transgéniques, nourries avec un régime
contenant 2 % de cholestérol pendant 90 jours développent une stéatose hépatique (« foie gras »).
Cette hépatomégalie résulte d’une accumulation d’esters de cholestérol dans le cytoplasme des
hépatocytes. Les auteurs ont montré que le phénotype est causé par I’absence de régulation du géne
cyp7al. L’exceés de cholestérol n’est ainsi plus catabolisé en acides biliaires et s’accumule dans les
cellules hépatiques des souris /xra”. 11 est a noter que la présence de LXRp au niveau hépatique n’est

pas capable de compenser la perte de 1’isoforme o. Noter qu’une variation dans la séquence du
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Les LXRs ont un role hypocholestérolémiant via une diminution des ARNm HMG CoA synthase
et squalene synthase. La voie biochimique conduisant a la production du 24(S),25-
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pyrophosphate, inhibiteur des LXRs est encadré en rouge. Adapté d’aprés Yang et al., 2006.
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promoteur du gene humain abolit cette régulation transcriptionnelle directe (Chen, ef al., 1999). Outre
la régulation directe de cyp7al par LXRa, une boucle de rétrocontrole a été mise en évidence
directement au niveau de son promoteur (Lu, et al., 2000). Lorsque la concentration en acides biliaires
augmente, I’activation de FXR stimule 1’expression du géne codant SHP. Ce récepteur nucléaire, en
venant se fixer a LRH-1 au niveau du LHRE du promoteur de cyp7al, bloque la transcription induite
par LXRa (Fig 28). Ainsi, LXRa permet-il une diminution des taux de cholestérol intracellulaire en

stimulant son catabolisme hépatique.

b) La synthése de novo

L’invalidation du récepteur LXRa. (Ixre’”), modifie I’expression basale de plusieurs génes
impliqués dans 1’homéostasie du cholestérol (Peet, et al., 1998). Les auteurs ont ainsi identifi¢ une
augmentation basale des transcrits HMG CoA synthase, HMG CoA Reductase, farnesyl diphosphate
synthase et squalene synthase (Fig 29). On peut également noter une augmentation d’ARNm SREBP-
2, un facteur de transcription régulateur des génes codant ces enzymes. L.’augmentation des transcrits
HMG CoA synthase, diphosphate synthase et squalene synthase est également présente chez les souris
IxrfB” (Alberti, et al., 2001). In vivo, I’administration de T0901317 & des souris témoins provoque une
diminution des transcrits HMG CoA Synthase et squalene synthase au niveau hépatique (Schultz, et

al., 2000). Au total, les deux isoformes des LXRs inhibent la synthése endogéne du cholestérol.

c) Le transport inverse

Le transport inverse du cholestérol désigne sa prise en charge des organes périphériques et son
retour au foie ou il est métabolisé. Le contrdle du transport inverse du cholestérol par les LXRs

s’effectue a deux niveaux.

Les transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) sont des protéines transmembranaires
capables de multimériser et de former une structure de type « canal ». Par I’hydrolyse de I’ATP, ces
transporteurs permettent le transport actif unidirectionnel d’un substrat spécifique au travers des
membranes. Dans cette vaste famille, ABCA1 exerce un rdle clé¢ dans le métabolisme lipidique. La
découverte de mutations dans le géne abcal chez des familles de patients atteints de la maladie de
Tangier a permis d’identifier son réle prédominant dans le métabolisme du cholestérol (Brooks-
Wilson, et al., 1999). Cette pathologie est caractérisée par une hypercholestérolémie associée a des

taux d’HDL cholestérol anormalement faibles et un risque athérosclérotique élevé. Chez les patients
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atteints, 1’efflux de cholestérol intracellulaire n’est plus provoqué par le transporteur, menant a une
séquestration au niveau de nombreux organes. L’identification de mutations dans les geénes abcg5 et
abcg8 chez des patients atteints de P-sitostérolémie a permis d’identifier le rdle crucial des deux
protéines codées par ces geénes dans ’efflux intestinal de cholestérol (Berge, et al., 2000). Chez des
sujets sains, moins de 1 % des stérols d’origine végétale sont absorbés au niveau intestinal. Chez les
patients, I’excés de stérols végétaux n’est plus exporté et peut ainsi étre absorbé. En I’absence de
régime adapté, 1’évolution de cette pathologie peut mener a une mort infantile par accident vasculaire.
Le traitement de macrophages humains par du 22(R)-hydroxy-cholestérol ou de 1’acide rétinoique 9-
cis active I’expression d’abcal (Costet, et al., 2000). Les auteurs ont montré une activation directe par
les deux isoformes des LXRs au niveau d’un LXRE fonctionnel dans le promoteur du géne abcal. In
vivo, cette régulation, présente au niveau des macrophages et de I’intestin gréle chez les souris
sauvages, est abolie chez les souris Ixra; 8~ (Repa, et al., 2000b). De plus, alors que chez des souris
sauvages le T0901317 inhibe I’absorption intestinale de cholestérol et son accumulation au niveau
hépatique, il n’a aucun effet chez les souris Ixre; 8. Un régime riche en cholestérol ainsi qu’un
traitement par du T0901317 provoquent in vivo une augmentation de 1’expression des génes abcg) et
abcg8 (Repa, et al., 2002). Cet effet n’est pas retrouvé chez les souris Ixra; 3. Par la suite, d’autres
transporteurs de type ABC dont le géne est controlé par les LXRs ont été associés au transport inverse

du cholestérol, notamment abcg! (Kennedy, et al., 2001) et abcg4 (Engel, et al., 2001).

Les apolipoprotéines sont des protéines permettant la prise en charge des lipides dans la

circulation sanguine. La nature hydrophobe des lipides ne permet pas leur solubilisation dans le
plasma, d’ou la nécessité d’étre complexés sous forme de lipoprotéines. Les apolipoprotéines sont la
fraction protéique des lipoprotéines. Il existe plusieurs types de lipoprotéines, différant par leur nature
et leur fonction. Schématiquement, les lipides d’origine alimentaire sont absorbés au niveau intestinal.
Au niveau des entérocytes, les lipides sont hydrolysés puis réestérifiés avant d’étre complexés aux
chylomicrons. Ces derniers gagnent les muscles et le tissu adipeux, ou les triglycérides y sont
hydrolysés par la lipoprotein lipase (LPL). Les résidus de particules, ou «remnants» de
chylomicrons, sont donc enrichis en cholestérol et vont gagner le foie. Quelques heures apres un repas,
les lipoprotéines de tres faible densité (Very Low Density Lipoprotein ; VLDL) assurent les besoins en
triglycérides des organes périphériques. Apres hydrolyse des triglycérides, les résidus de VLDL, ou
lipoprotéines de densité intermédiaire (Intermediary Density Lipoprotein ; IDL) sont transformés au
niveau plasmatique en lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoprotein ; LDL). Les LDL
servant de source de cholestérol majoritaire aux organes périphériques sont a I’origine du risque
athérosclérotique. Lorsque les LDL sont en exces, elles sont prises en charge par les macrophages. Le
cholestérol est relargué dans le plasma, puis pris en charge par les HDL, qui regagnent le foie ou le
cholestérol est transformé en acides biliaires. Les génes codant les apolipoprotéines APOE/CI/CII/CIV

sont directement régulés par les LXRs via une régulation transcriptionnelle directe passant par des
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LXREs ; cette régulation est abolie chez les souris Zxra;,[)’/' (Laffitte, et al., 2001b ; Mak, et al.,
2002b). Les LXRs stimulent donc le retour hépatique du cholestérol via une induction de ces

apolipoprotéines (pour une revue, voir Tontonoz et Mangelsdorf, 2003).

Au total, par la stimulation a la fois de 1’export cellulaire du cholestérol intracellulaire, de son
retour hépatique et de l’inhibition de sa synthése endogene, les LXRs exercent une fonction

hypocholestérolémiante. Ce role est le plus étudié et tous les efforts des compagnies pharmaceutiques

visent a activer cette fonction.

2. Le métabolisme des acides gras

a) Les cibles directes

L’acétyl-CoA-carboxylase (ACC) est une enzyme qui catalyse en présence d’ATP la synthése
du malonyl-CoA a partir d’acétyl-CoA, de CO, et de biotine. Le malonyl-CoA va ensuite servir de
substrat pour la synthétase des acides gras (fatty acid synthase ; FAS). Cette derniére est une longue
chaine polypeptidique qui est responsable de 1’élongation des acides gras. Schématiquement, la
premiére étape consiste en une condensation d’une molécule d’acétyl-CoA et d’une molécule de
malonyl-CoA. Par la suite, six réactions apportant successivement six molécules de malonyl-CoA
conduisent a la production de palmitate (acide gras en C16). Une étape importante dans la biochimie
lipidique consiste en une désaturation de la chaine aliphatique. Les Stearoyl-CoA Desaturases (SCD)
sont des enzymes qui catalysent une désaturation en A9-cis des acides gras saturés. Ses substrats
majeurs sont le palmitoyl- et le stéaroyl-CoA qui sont respectivement convertis en palmitoléoyl- et
oléoyl-CoA. L’administration de T0901317 a des souris provoque une augmentation des ARNm des
genes acc, fas et scd-1 (Schultz, et al., 2000). Cette augmentation, qui n’est pas induite chez les souris
Ixra; B, s’accompagne d’une hypertriglycéridémie marquée. Par la suite, plusieurs études ont montré
une activation directe des trois génes acc (Talukdar et Hillgartner, 2006), fas (Joseph, et al., 2002a) et
scd-1 (Chuy, et al., 2006) via un élément de réponse fonctionnel dans leur promoteur. Les LXRs,

activés par le T0901317, ont au total un effet hypertriglycéridémiant. Si le T0901317, notamment par

sa grande disponibilité commerciale, a aujourd’hui une place prépondérante dans les études
fondamentales des roles et modes d’action de ces récepteurs nucléaires, son utilisation clinique est

impossible.
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Figure 30 : Le mécanisme d’action des SREBP
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En I’absence de stérol, dés sa synthése au niveau du réticulum endoplasmique, SREBP s’associe aux
protéines SCAP. Ces dernicres contactent des protéines COP-II, permettant au complexe SREBP/SCAP
de migrer vers I’appareil de Golgi dans des vésicules bordées de COP-II. A ce niveau, SREBP est clivée
en deux temps par les protéases S1P puis S2P, libérant le domaine N-terminal de la protéine. Ce dernier
transloque dans le noyau et dimérise. Les diméres formés se fixent sur les SRE et activent la
transcription des génes cibles. Lorsque la concentration en stérols intracellulaires augmente, la fixation
du cholestérol a SCAP ou des oxystérols a INISG empéche la formation des complexes SCAP/COP-II,
séquestrant SREBP dans le réticulum endoplasmique. Adapté d’aprés Souidi et al., 2004.
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b)  SREBP-Ic

Les facteurs de transcription sterol response element binding protein (SREBP) sont des
régulateurs clés du métabolisme des lipides. Trois SREBPs sont actuellement connus : SREBP-1a et
1c sont issus de promoteurs alternatifs d’un méme gene et SREBP2 provient d’un géne distinct (Pour
une revue, voir Brown et Goldstein, 1999 ; Goldstein, et al., 2006). Les stérols peuvent contrdler les
SREBP a deux niveaux. La protéine SREBP est synthétisée sous forme d’un précurseur associé a la
membrane du réticulum endoplasmique. Dans des cellules ou la concentration en cholestérol est faible,
immédiatement aprés sa synthése dans le reticulum endoplasmique, SREBP s’associe aux protéines
SCAP (Srebp Cleavage Activating Protein). Cette association permet la migration du complexe
SCAP/SREBP vers 1’appareil de Golgi, dans des vésicules bordées de protéines COP-II. La protéine
SREBP y est clivée par la protéase S1P (Site 1 protease ; Fig 30). Un second clivage par la protéase
S2P permet la libération du domaine N-terminal de SREBP de la membrane. Ce domaine, de type
bHLH-Zip, est le facteur de transcription stricto sensu. Il traverse la membrane nucléaire et stimule la
transcription de ses génes cibles en se fixant sur les SRE situés dans les régions promotrices. Lorsque
la concentration en cholestérol augmente, le cholestérol membranaire contacte SCAP, qui recrute une
protéine INISG (Insulin Induced Gene). Cette association bloque la liaison entre SCAP et COP-II
(Coat Protein complex-1I ; Sun, et al., 2007), séquestrant SREBP dans le reticulum endoplasmique.
Des travaux récents du groupe de Brown et Goldstein ont montré que les oxystérols ligands des LXRs
sont capables de se lier aux protéines INSIGs, permettant la formation du complexe SCAP/INSIG
(Radhakrishnan, ef al., 2007).

Le second niveau du contréle des SREBPs par les stérols est dépendant des LXRs. En effet,
les deux isoformes des LXRs peuvent activer I’expression du geéne srebplc par leur fixation a un
LXRE (Repa, et al., 2000a). Cette activation transcriptionnelle, confirmée in vivo, n’est pas retrouvée
chez les souris déficientes en LXRs. Ainsi, les ligands des LXRs peuvent-ils stimuler indirectement les
geénes cibles de SREBPIc, notamment acc, fas, sdc-1 et le géne codant la glycerol-3-phosphate

acyltransferase, responsable de I’étape initiale de la synthése des glycérolipides.

ChREBP (Carbohydrate Response Element Binding Protein) est un facteur de transcription
récemment identifi¢ activé par un régime riche en glucides (Yamashita, et al., 2001). En condition de
concentration en glucose faible, ChREBP est localis¢ dans le cytoplasme (Dentin, et al., 2006).
Lorsque la concentration en glucose augmente, ChREBP est déphosphorylé, permettant son entrée
dans le noyau et I’activation de ses geénes cibles par fixation a des séquences ChRE dans les régions
promotrices. Ce facteur de transcription peut activer directement 1’expresssion des geénes fas et acc par
fixation dans leur promoteur, stimulant ainsi la lipogenése hépatique in vivo (Ishii, et al., 2004). Des

travaux récents montrent que ChREBP est une cible transcriptionnelle directe de LXRa (Cha et Repa,
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2007). Les auteurs ont identifi¢ deux LXREs fonctionnels dans le promoteur du géne codant ChREBP.
In vivo, le T0901317 stimule son expression hépatique chez des souris sauvages et I’induction est
perdue chez les souris déficientes en LXRs. Le traitement par ce ligand active 1’expression de geénes
cibles communs a ChREBP, SREBP1c et LXR. Toutefois, chez des souris déficientes en ChREBP,
I’activation de fas, acc et scd-1 est plus faible, montrant le role important de ce facteur dans la

régulation de la lipogenése hépatique.

Il est ainsi difficile in vivo de dissocier les effets directs des LXRs de ceux dépendant de
SREBPI1c et ChREBP dans la régulation du métabolisme des acides gras. De méme, il est difficile in
vivo d’estimer la part relative de 1’effet hypotriglycéridémiant des oxystérols par leur action sur les
INSIGs de leur effet hypertriglycéridémiant par leur activation des LXRs. Cependant, les travaux
récents montrant la liaison des oxystérols aux INSIGs (Radhakrishnan, et al., 2007) pourraient
permettre d’expliquer pourquoi 1’agoniste DMHCA est capable d’activer fortement 1’expression
d’abcal et seulement modestement celle de fas (Quinet, ef al., 2004). D’une maniére générale, cette
découverte pourra représenter une piste dans le développement de nouvelles molécules agonistes des
LXRs qui bloquent INSIG, stimulant ainsi D’efflux de cholestérol avec un pouvoir

hypertriglycéridémiant limité.

3. Le métabolisme du glucose

Le controle de I’activité des LXRs par I’insuline ainsi que leur role dans la régulation du
métabolisme des acides gras suggérait un lien entre les LXRs et le métabolisme du glucose. Le
traitement de souris et de rats diabétiques par des ligands agonistes des LXRs induit une meilleure
tolérance au glucose (Laffitte, et al., 2003 ; Cao, et al., 2003). Cet effet dépend de plusieurs
mécanismes. En premier lieu, les LXRs diminuent la néoglucogenése en diminuant les ARNm des
génes codant les enzymes clés PEPCK (Phospho-enolpyruvate-carboxykinase), Fructose-1,6-
bisphosphatase et G6P. De plus, au niveau du tissu adipeux blanc, le GW3965 stimule 1’expression du
géne codant Glut4, un transporteur du glucose sensible a I’insuline (Laffitte, et al., 2003). Les auteurs
ont montré que les geénes glut4 murin et humain sont des cibles directes des LXRs qui possedent un

LXRE fonctionnel dans leur promoteur.

Le traitement de cellules pancréatiques béta par du T0901317 provoque une augmentation de
la sécrétion d’insuline provoquée par le glucose (Efanov, et al., 2004). De maniére surprenante, 1’acide
rétinoique 9-cis ne potentialise pas I’effet du T0901317 et a méme tendance a inhiber son action. Il
semble que le contréle de I’insulinémie dépende in vivo essentiellement de LXR[. En effet, les souris

déficientes en LXRP mais pas LXRa ont une intolérance au glucose, sans toutefois perdre la
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sensibilité¢ a I’insuline (Gerin, et al., 2005). Cette spécificité d’isoforme s’explique par le fait que
LXRa n’est pas exprimé dans les cellules béta pancréatiques (Zitzer, et al., 2006). Le traitement de
cellules INS-1 par le T0901317 provoque une augmentation de 1’expression des génes ins2 (insulin
gene 2), pdx-1 (pancreatic duodenal homeobox 1), glucokinase (impliqué dans la glycolyse) et Glut2.
La diminution des taux d’ARNm SREBPIc¢ par interférence ARN abolit I’activation de ces génes par
le T0901317, suggérant un mécanisme indirect via SREBPIc.

Enfin, en plus de son réle prépondérant dans la lipogenése hépatique, ChREBP est capable de
stimuler directement 1’expression du géne codant la pyruvate kinase hépatique, une enzyme impliquée
dans une des derniéres étapes de la glycolyse (Ishii, ef al., 2004). L’augmentation de 1’expression de
ce géne en réponse au T0901317 est complétement abolie chez les souris chrebp” (Cha et Repa,

2007).

Il apparait donc que les LXRs sont des régulateurs clés du métabolisme du glucose. D’une
part, ils sont activables directement par le glucose in vitro et modulent les réponses cellulaires au
glucose via ChREBP. D’autre part, ils stimulent directement et indirectement les voies de la
néoglucogenese, de la glycolyse, I’entrée du glucose au niveau périphérique et augmentent

I’insulinémie. Au total, les LXRs sont hypoglycémiants.

4, L’immunité et la vascularisation

Il est aujourd’hui clair que les LXRs jouent un role important dans la physiologie du
macrophage. Ces cellules prenant une place clé dans les processus immunologiques, 1’implication de
ces récepteurs dans I'immunité était envisageable. Par ailleurs, il est admis que la Iésion
athérosclérotique est fortement immunogeéne et qu’un statut inflammatoire élevé est un facteur de
risque dans 1’apparition de la pathologie (pour une revue, voir Lusis, 2000 ; Glass et Witztum, 2001).
Enfin, la régulation de I’expression du géne /xra par le statut inflammatoire évoque leur implication

potentielle dans la régulation de ce processus.

Le traitement de macrophages par du GW3965 diminue la production de nitrites induite par
une infection bactérienne ou des LPS (Joseph, et al, 2003). L’activation des LXRs par un ligand
diminue I’expression des génes codant les facteurs pro-inflammatoires COX-2 (Cyclooxygenase-2),
iNOS, IL-1P et IL-6. Les auteurs montrent que 1’inhibition transcriptionnelle des génes codant iNOS
et Cox-2 dépend des sites de fixation pour NF-kB. De plus, les agonistes des LXRs réduisent la
réponse inflammatoire d’une dermatite de contact induite chez la souris, confirmant le réle anti-

inflammatoire des LXRs in vivo.
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Une inhibition transcriptionnelle du géne codant MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-9) a
également été montrée (Castrillo, et al., 2003a). Cette endopeptidase permet la dégradation des
matrices extracellulaires et est impliquée dans le remodelage tissulaire, notamment lors de blessures
vasculaires. Une dérégulation de I’expression de cette enzyme peut étre responsable de situations
pathologiques, notamment 1’athérosclérose. L’activation des LXRs bloque I’expression de ce géne
induite par des LPS dans des macrophages en culture. Comme attendu, cette inhibition de la
transcription est perdue chez des souris déficientes en LXRs. Les auteurs montrent également que cet
effet inhibiteur dépend au moins en partie de la présence de sites de fixation pour NF-xB dans les

régions promotrices du gene.

Une inhibition transcriptionnelle du facteur tissulaire a également ét¢ montrée (Terasaka, et
al., 2005). Ce facteur joue un rdle clé dans I’initiation des cascades de protéolyse du processus de
coagulation. Une dérégulation de ce facteur peut avoir des conséquences dramatiques et peut étre a
I’origine de nombreuses pathologies, comme le cancer ou I’athérosclérose. Dans des cultures de
macrophage, 1’utilisation de T0901317 diminue 1’expression du géne codant le facteur tissulaire. Son
usage inhibe également 1’induction de I’expression induite par les LPS. Comme pour de nombreux
geénes de I’'immunité, 1’effet inhibiteur des LXRs dépend au moins en partie de 1’inhibition des voies

de signalisation par NF-kB.

L’ostéopontine est une cytokine pro-inflammatoire qui posseéde plusieurs fonctions, dont la
principale est de promouvoir ’attraction chimique des macrophages. A la fois dans des cultures de
macrophages et in vivo chez la souris, ’administration de T0901317 prévient 1’activation du géne

codant 1’ostéopontine induite par de nombreuses cytokines (Ogawa, et al., 2005).

De maniére surprenante, une des premiéres études associant les LXRs aux processus
inflammatoires a montré que les LXRs étaient capables de stimuler directement 1’expression du géne
codant la cytokine pro-inflammatoire TNF-a via un LXRE fonctionnel situé¢ dans son promoteur
(Landis, et al., 2002). Cependant, comme 1’agoniste utilis¢ dans cette étude, le 22(R)-hydroxy-
cholestérol, n’avait pas d’effet stimulateur sur les autres cytokines étudi€es, les auteurs en ont conclu
que les LXRs n’agissaient pas en provoquant une réponse pro-inflammatoire généralisée. A I’inverse,
ils ont évoqué I’hypothése selon laquelle I’induction de I’expression du géne tnf-a par les LXRs
pourrait provoquer une apoptose des cellules musculaires, cellules spumeuses et/ou lymphocytes T,

diminuant ainsi la 1ésion athérosclérotique.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor ; ou VPF : Vascular Permeability Factor) est un
facteur angiogénique connu pour étre dérégulé dans de nombreux cancers. Cette protéine est
également impliquée dans les processus d’angiogenése et de perméabilité vasculaire qui se produisent

lors de la cicatrisation (Brown, et al., 1992). De plus, un état inflammatoire provoqué par les LPS

56






Introduction bibliographique

induit une augmentation de ’ARNm et de la prot¢éine VEGF (Itaya, et al., 2001). Walczak et al.
(Walczak, et al., 2004) ont montré que le géne vegf est une cible directe de LXRa et LXRp. Le géne
humain et le géne murin possédent tous deux un LXRE fonctionnel dans leur promoteur. Comme
attendu, 1’induction de 1’expression du geéne par du T0901317 ou du GW3965 est abolie chez les
souris déficientes en LXRs, mais n’est pas perdue en réponse aux LPS. Comme les souris Ixra; 8 ne
présentent pas de défaut majeur de vascularisation, les auteurs suggérent que I’activation du gene vegf
par les LXRs pourrait exercer un role dans la régulation des processus immunitaires. Ces travaux
pourraient laisser supposer que la régulation de I’expression de vegf serait pro-athérogénique.
Cependant, il est admis que ’activation des LXRs est anti-athérogénique. En effet, Joseph et al.
(Joseph, et al., 2002b) ont ¢tudié les effets de ligands des LXRs chez des souris transgéniques
invalidées pour le géne codant le récepteur des LDL (ldlr) qui développent des lésions
athérosclérotiques lorsqu’elles sont nourries avec un régime hyperlipidique ou pour ApoE (apoe™)
développant spontanément une athérosclérose. L’ajout de GW3965 dans la nourriture permet une
régression des Iésions athérosclérotiques de ces deux modéles animaux. Le réle physiologique de

I’activation du géne vegf par les LXRs reste encore a étudier.

Méme si I’implication physiologique des LXRs dans la régulation des processus
immunologiques n’est pas encore actuellement élucidée, la majorité des études semble montrer que les

LXRs possederaient des propriétés anti-inflammatoires. Au total, ces travaux ouvrent de nouvelles

perspectives dans I’étude des relations entre le métabolisme lipidique et la sphére immunitaire.

5. La maladie d’ Alzheimer

Schématiquement, la maladie d’Alzheimer est caractérisée par des troubles neurologiques
progressifs, notamment une perte de la mémoire et des troubles du comportement. C’est une maladie
neurodégénérative associée a 1’apparition d’enchevétrements neurofibrillaires intracellulaires et de
plaques B-amyloides extracellulaires. Le constituant majeur de ces plaques est un peptide appelé AP.
Ce peptide provient de clivage d’un précurseur (APP : Amyloid Precursor Protein) par une [-
sécrétase. Le fragment carboxy-terminal (B-CTF) généré est ensuite clivé par une y-sécrétase pour
donner I’AB. Le lien entre le cholestérol et la maladie est clairement apparu lorsque deux équipes ont
traité des patients avec des statines (inhibiteurs de I’ HMG-CoA reductase ; Jick, et al., 2000 ; Wolozin,
et al., 2000). Le peptide AP de souris a moins tendance a agréger que le peptide humain ; sur cette
base, des mod¢les murins de la maladie d’ Alzheimer surexprimant le précurseur APP humain muté ont
été créés (pour une revue, voir Patel et Forman, 2004). Une étude a montré que des fibroblastes

humains issus de patients atteints de la maladie de Tangier déficients en ABCAT1 sécrétent plus de AP
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que des fibroblastes témoins (Koldamova, et al., 2005). In vivo, I’administration de T0901317 a des
souris mod¢les de la maladie permet une diminution des taux d’Ap soluble dans le cerveau et une
augmentation des taux d’ABCAIl. Ces résultats suggérent quABCA1 a un réle protecteur dans
I’évolution de la maladie et que son induction par les LXRs pourrait étre bénéfique. De plus, le
croisement de souris surexprimant un APP muté (Souris Tg) avec des souris déficientes en LXRa ou
LXRp a permis de préciser le role de ces récepteurs. Les souris Ixra”/Tg et Ixr/3"/Tg développent des
dépodts d’Ab plus importants que les souris Tg (Zelcer, et al., 2007). De plus, les auteurs montrent que
I’activation des LXRs permet une diminution d’une réponse inflammatoire potentiellement génératrice

de la pathologie.

Il apparait donc que les LXRs permettent de freiner les symptomes de la maladie d’ Alzheimer

in vivo chez des modeéles murins. Les LXRs pourraient donc a terme devenir des cibles thérapeutiques

dans la prévention et/ou le traitement de la maladie d’Alzheimer.

6. Les organes stéroidogénes et la stéroidogenése

a) La détoxication des produits secondaires de la stéroidogenése

Le géne akrib7 code une aldose réductase impliquée dans la détoxication des produits
secondaires de la stéroidogeneése (Taragnat, et al.,, 1988). Cette enzyme catalyse la réduction de
I’isocaproaldéhyde produit apres le clivage de la chaine latérale du cholestérol au cours de la premicre
étape de la stéroidogenese (Lefrancois-Martinez, ef al., 1999). Notre laboratoire a montré que le géne
akrlb7 est une cible directe de LXRa au niveau du duodénum (Volle, et al., 2004). Trois LXREs ont
été identifiés dans le promoteur du géne. Ces trois éléments de réponse sont sensibles & LXRa, tandis
que seul le LXRE3 permet une réponse & LXRPB ex vivo. Cependant, in vivo, les souris Ixra” perdent
la capacité de réguler le géne. De méme, le traitement de souris sauvages par du T0901317 permet une
diminution des concentrations duodénales de malondialdéhyde, un produit secondaire de la
peroxydation des acides gras. Cette régulation est abolie chez les souris xra”” mais pas chez les

animaux /xrf3”, montrant que seul LXRoL protége contre la peroxydation lipidique in vivo.
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b) La surrénale

Des travaux de notre laboratoire ont montré un role prépondérant de LXRo. dans le controle de
la fonction surrénalienne (Cummins, et al., 2006). Les souris déficientes en LXRa présentent un
phénotype surrénalien entrainant un syndrome « cushingoide » associé a des déséquilibres dans le
métabolisme lipidique de ’organe. Les souris développent une adrénomégalie induite par une
accumulation d’esters de cholestérol dans la zone corticale. Par ailleurs, les taux de corticostérone sont
anormalement élevés chez ces animaux. La dissection moléculaire des voies de la stéroidogenése a
permis de montrer que 1’activation de LXRa provoque une augmentation de 1’expression des geénes
star cypllal (ou cytochrome P450scc: side chain cleavage) et 3phsdl (3[-hydroxysteroid
dehydrogenase). L’analyse moléculaire a révélé que le géne star est une cible directe de LXRa. In
vivo, 1’administration de T0901317 active I’expression de ces genes et stimule la production de
corticostérone chez des souris sauvages. La dérégulation des génes de la stéroidogenése causée par
I’absence de LXRa pourrait étre due a une levée de la répression basale induite par le contact de co-
répresseurs au niveau de leur promoteur, comme il a déja été montré pour d’autres génes cibles (Repa,

et al., 2000a). Cette étude montre donc que LXRa stimule la stéroidogenése surrénalienne.

c) Le testicule

Deux études récentes ont associé les LXRs a la physiologie de la reproduction testiculaire
(Robertson, et al., 2005 ; Volle, et al., 2007, annexe 1). L’observation morphologique et histologique
des testicules des souris invalidées pour les LXRs a révélé un phénotype intéressant.
Schématiquement, chez les souris Ixr”, des vacuoles d’esters de cholestérol se forment dans les
cellules de Sertoli. Par ailleurs, les analyses de Ki67 montrent une perturbation de la prolifération
cellulaire. Chez les souris /xra”, une hypotestostéronémie est associée a une augmentation de
I’apoptose testiculaire. L hypotestostéronémie résulte a la fois d’une diminution des enzymes de la
stéroidogenése testiculaire, mais aussi d’une diminution de la production de LH (hormone
lutéinisante ; Luteinizing Hormone) hypophysaire. Pris séparément, ces phénotypes distincts ne
perturbent pas la fertilité des souris. En revanche, chez les souris invalidées pour les deux isoformes,
une destructuration testiculaire intervient dés 1’age de 5,5 mois et la fertilité est réduite. Les males de
plus de 7 mois sont stériles. Il est a noter que les cellules de Sertoli expriment préférentiellement
LXR}p et les cellules de Leydig LXRa, alors que les cellules germinales expriment les deux isoformes.

Pris ensemble, ces résultats montrent une coopération étroite de LXRa et LXR[ dans le maintien de la

structure et de la fonction testiculaire.
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d) Le placenta

Le placenta est un organe essentiel dans le controle et le maintien des échanges entre la mére
et le feetus (pour une revue, voir Sapin, et al., 2001). Sachant que le cholestérol est un élément
essentiel pour le développement intra-utérin et que les deux isoformes des LXRs sont exprimées dans
le placenta humain et murin (Marceau, et al., 2005), on peut supposer que les LXRs pourraient jouer
un role important dans la régulation du métabolisme placentaire du cholestérol (Plosch, et al., 2007).
Le traitement de cellules cytotrophoblastiques humaines isolées des villosités chorioniques par du
T0901317 ou du 7-cétocholestérol inhibe le pouvoir invasif de ces cellules in vitro (Pavan, et al.,
2004). Récemment, notre laboratoire a montré que le géne eng qui code 1’endogline, une protéine
impliquée dans I’inhibition de I’invasion trophoblastique, est un géne cible direct de LXRa et possede
un LXRE fonctionnel dans son promoteur (Henry-Berger et al., soumis, annexe 2). De plus, le
traitement de lignées cellulaires BeWo provenant de choriocarcinomes humains par du T0901317
provoque une diminution de la production d’hCG (gonadotrophine chorionique humaine ; human
Chorionic Gonadotropin ; Weedon-Fekjaer, et al., 2005). Cependant, aucune étude concernant le role

des LXRs dans le contrdle de la stéroidogenése placentaire n’est actuellement disponible.

e L’ovaire

Steffensen et al. (Steffensen, et al., 2006) montrent que les femelles déficientes en LXRs
présentent dés 1’age de six semaines des troubles de la fertilité : une diminution du nombre de
naissances associée a une réduction du nombre de petits par portée. Les auteurs ne détectent pas de
perturbation histologique a I’origine de ce trouble. Cependant, cette étude montre un réle des LXRs
dans le controle de la reprise de la méiose ovocytaire. Le traitement d’ovocytes par du GW3965
provoque une reprise de la méiose. De plus, les ovocytes prélevés chez les souris Ixra; 3~ sont
incapables de reprendre leur méiose en réponse a une stimulation par de la FSH (Hormone folliculo-
stimulante ; Follicle Stimulating Hormone). Enfin, le traitement d’ovocytes issus de souris Ixra; 8 par
du zymostérol, un stérol de type MAS, provoque la reprise de la méiose moins efficacement que les
ovocytes sauvages. Ces résultats sont toutefois discutables. En effet, une étude précédente a montré
que le FF-MAS est capable d’initier la reprise de la méiose ovocytaire et d’activer LXRa (Grondahl,
et al., 1998). En revanche, les 22(R)-, 25-, 27- et 16-hydroxy-cholestérol activent un géne rapporteur

sous le contréle de LXRESs mais n’ont aucun effet sur la reprise de la méiose des ovocytes. Les auteurs
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Figure 31 : Synthése du role des LXRs dans la physiologie

Le role des LXRs dans le contréle des métabolismes lipidique et glucidique a été le plus étudié
depuis leur découverte. Cependant, de plus en plus d’études récentes tendent a associer ces NRs a
d’autres fonctions physiologiques. La compréhension des mécanismes d’action et du rdle précis
des LXRs dans la physiologie générale de 1’organisme aidera a terme a développer des molécules
modulatrices de ces NRs dans la prévention et le traitement de nombreuses pathologies.
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avaient déduit de ces résultats que la reprise de la méiose induite par le FF-MAS ne dépendait pas de

LXRa.

Récemment, une étude a montré que ’activation des LXRs par un agoniste sur des cultures de
cellules humaines de la granulosa lutéinisées provoque une diminution de la sécrétion de progestérone
(Drouineaud, et al., 2007). Cette diminution semble résulter de deux mécanismes distincts : (1) un
efflux du cholestérol intracellulaire diminuant sa disponibilité pour la production de stéroides et (2)
une diminution des taux de transcrits des génes impliqués dans la stéroidogenése star, p450scc et
3phsd. Sachant que star est un géne cible direct de LXRa et que ce récepteur nucléaire stimule la

stéroidogenése surrénalienne et testiculaire, ces résultats paradoxaux sont a confirmer in vivo.

Au total, I’étude des geénes cibles des LXRs a permis de montrer que ces NRs sont des
régulateurs clés des métabolismes lipidique et glucidique. Cependant, la découverte de nouvelles
cibles a permis d’établir leur réle crucial dans le contréle de diverses fonctions physiologiques. Les
LXRs pourront a terme étre une cible thérapeutique centrale dans la prévention et/ou le traitement de

nombreuses pathologies (Fig 31).

II.  La fonction de reproduction chez la femelle

La fonction de la reproduction chez la femelle fait appel a des régulations complexes a la fois
nerveuses et endocriniennes. Nous détaillerons ici le fonctionnement de deux organes clés dans la

physiologie de la reproduction : I’ovaire et I’utérus.

A. L’ovaire

1. Structure de 1’ovaire

Les ovaires sont des organes doubles situés dans la partie supérieure de la cavité pelvienne.
Chez la femme, ils sont maintenus par différents ligaments : ils sont attachés a 1’utérus par le ligament
utéro-ovarien et a la paroi pelvienne par le ligament suspenseur (pour une revue, Tortora et
Grabowski, 1993). D’un point de vue histologique, c’est un organe hétérogéne revétu d’un épithélium
simple appelé épithélium germinatif (qui n’est toutefois pas a 1’origine des cellules germinales), qui

constitue la continuité du mésothélium, I’enveloppe du mésovarium, au niveau du hile de 1’ovaire.
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Les follicules engagent une folliculogenése basale ; certains entrent en folliculogenése terminale,
ovulent et se différencient en corps jaune. Les corps jaunes non maintenus involuent en corps
blancs. Noter la présence d’un follicule en atrésie. D’aprés Freeman, 1994
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Directement sous 1’épithélium germinatif, on trouve une capsule de tissu conjonctif, la tunique
albuginée. Sous I’albuginée, le stroma est composé¢ d’une médulla, zone de pénétration de
I’innervation et de la vascularisation sanguine et lymphatique en provenance du hile et d’un cortex,
tissu conjonctif a I’intérieur duquel sont présents les follicules a tous les stades de leur maturation (Fig

32 ; Tortora et Grabowski, 1993 ; Driancourt, ef al., 1991a ; Freeman, 1994).

2. Le fonctionnement de I’ovaire

a) Le cycle ovarien

L’ovaire posséde a la fois une fonction exocrine (maturation des follicules, ovulation et
involution des structures folliculaires) et une fonction endocrine (production cyclique des hormones
sexuelles). Chez les femelles mammiféres, 1’ovaire fonctionne de maniere cyclique. Cependant, il
existe une trés grande diversité dans le mode de fonctionnement des différents cycles en fonction des
especes. Nous ne détaillerons ici que les données concernant le cycle de la rate et de la souris, trés

proches sur un plan fonctionnel, car nos travaux ont été centrés sur I’animal in vivo.

)] L’ovaire exocrine

Au cours de la vie feetale, les ovocytes s’engagent dans le processus de division méiotique
jusqu’a la prophase de premiére division (Freeman, 1994). C’est pendant cette période de la vie que
les ovocytes s’arrangent en follicules. Le follicule est défini par I’ovocyte, entouré de cellules
épithéliales dites cellules folliculaires ou cellules péri-ovocytaires arrangées en une ou plusieurs
couches définissant une structure de type capsule uniforme. Ces cellules proviennent du stroma
ovarien embryonnaire. Lorsque la méiose a atteint le stade de prophase I, le processus se bloque
jusqu’a la phase de recrutement lors de la vie adulte. On assiste lors de cette phase a 1’étape dite de

« reprise de la méiose ».
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Figure 33 : Histologie des follicules ovariens

a : Le follicule primordial est composé d’un ovocyte (0) entouré de cellules épithéliales aplaties
(fleche). Le follicule entouré majoritairement de cellules de la granulosa cuboidales (pointe de
fleche) est considéré comme primaire. Barre : 20um. b : le follicule primaire posséde une couche
unique de cellules péri-ovocytaires cuboidales (fleche). Barre : 20 um. ¢ : des que le follicule
possede plus d’une couche de cellules de la granulosa, il est considéré comme secondaire. Barre :
50 um. d : follicule a début d’antrum (fléche). Barre : 100 um. e : follicule antral. Fléche : antrum.
Barre : 100 um. f': follicule pré-ovulatoire. Pointe de fléche : cumulus oophorus. Barre : 200 um.
Adapté d’apres Myers et al., 2004.
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(a) La maturation des follicules

La folliculogenése, qui englobe la maturation de I’ovocyte et des cellules péri-ovocytaires,
débute a la différenciation des follicules primordiaux jusqu’a I’ovulation ou I’involution des follicules.

On peut distinguer deux périodes dans la maturation de ces structures.

(i) La folliculogenese basale

Cette étape débute dés de quatriéme jour aprés la naissance chez la souris. A ce moment, la
réserve de follicules qui sera utilisée durant la vie adulte est completement formée. Chez la rate
hypophysectomisée, les follicules se développent jusqu’a la formation de 1’antrum, montrant que cette
phase est indépendante des contrdles hormonaux (Driancourt, ef al., 1991a). Cette étape se produit de
maniére continue tout au long de la vie, jusqu’a épuisement du stock de follicules. Le follicule le plus
petit est le follicule primordial (Fig 33). Il est constitué d’un ovocyte entouré d’une seule couche de
cellules épithéliales folliculaires. Certains follicules primordiaux entrent en maturation et s’engagent
dans une différenciation basale. IlIs deviennent follicules intermédiaires puis primaires lorsqu’ils
possedent une couche de cellules péri-ovocytaires cuboidales. Les mécanismes moléculaires
controlant cette étape de « sortie de la réserve », qui détermine les follicules qui s’engagent dans la
folliculogenése basale sont peu connus. L’événement initiateur conduisant au départ de la croissance
ovocytaire n’est pas connu a ce jour. Il semble toutefois que cette étape soit sous le contrdle de
signaux paracrines intra-ovariens en provenance de [’ovocyte lui-méme ou des cellules péri-
ovocytaires (pour une revue, lire Smitz et Cortvrindt, 2002). Plusieurs facteurs de la superfamille du
TGF-B semblent impliqués (pour une revue, lire Knight et Glister, 2006). En effet, le ligand Kit, ou le
facteur LIF (leukemia inhibitory factor) produits par les cellules péri-ovocytaires peuvent initier in
vitro la transition follicule primordial / follicule primaire. Des protéines de la famille des BMP (bone
morphogenic protein) produites par les cellules folliculaires et/ou les cellules stromales ovariennes
seraient également impliquées. L’administration in vivo de BMP-4 ou de BMP-7 provoque une
diminution du nombre de follicules primordiaux et une augmentation du nombre de follicules
primaires en développement. Le méme type de traitement par GDF-9 (growth differentiation factor-9),
BMP-15 et BMP-6 d’origine ovocytaire semblent également avoir un effet similaire. A 1’inverse,
I’AMH (Anti-Miillerian hormone) exerce un effet inhibiteur sur le recrutement (pour une revue, voir

Durlinger, et al., 2002).

Les cellules folliculaires se multiplient pour former un épithélium double, puis stratifié. A ce

stade, les follicules sont qualifiés de secondaires et les cellules épithéliales correspondent aux cellules
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de la granulosa. Puis, dans les follicules pré-antraux, on observe une ébauche de théque interne,
composée de cellules endocriniennes, tandis que ’ovocyte commence a sécréter les protéines
constituant la zone pellucide qui I’enferme. Plusieurs espaces remplis de fluides se différencient, puis
fusionnent en une large cavité unique, I’antrum. La formation de 1’antrum définit chez la souris la fin

de la folliculogenese basale.

(ii)  La folliculogenése terminale

Plusieurs étapes caractérisent la folliculogenése terminale (Fig 33).

Le recrutement. La folliculogenése terminale débute dés la puberté (entre la 5™ et la 7°™
semaine post partum chez la souris) ; elle est dépendante de la production cyclique des hormones
sexuelles. Tandis que la plupart des follicules basaux dégénérent par atrésie, certains follicules a
antrum s’engagent, sous le controle de la FSH, en maturation terminale. Cette étape est appelée la

phase de recrutement. Chez la rate, le recrutement se produit quatre jours avant 1’ovulation.

La sélection. Alors que tous les follicules recrutés sont potentiellement aptes a ovuler,
seulement une proportion comprise entre le tiers et moitié d’entre eux termineront la folliculogenése.
En effet, leur croissance s’accompagne d’une élévation des taux plasmatiques d’cestradiol et
d’inhibines (hormones peptidiques appartenant a la superfamille du TGF- produites par les cellules
de la granulosa), induisant une diminution de la FSH plasmatique. A ce stade, seuls les follicules
capables de croitre malgré la diminution de FSH plasmatique peuvent poursuivre leur développement
jusqu’au follicule de de Graaf. Cette étape est la phase dite de sélection. Le follicule de de Graaf,
également appelé follicule pré-ovulatoire, est le plus gros follicule de 1’ovaire. Il est composé de
I’ovocyte, entouré de la zone pellucide, rattaché aux cellules de la granulosa dites « murales » par un
massif de cellules, le cumulus oophorus (Fig 33). Bien qu’étant proches sur un plan histologique, les
deux types de cellules de la granulosa (murales et du cumulus) sont a distinguer d’un point de vue
moléculaire et fonctionnel. Puis, derriére une lame basale, on trouve la théque interne et la théque
externe, couche conjonctive fibreuse élastique. Ce follicule est caractérisé par un large antrum. Il est a
noter que la maturation de I’ovocyte est conjointe a celle du follicule. Chez la rate, la sélection se
produit vers la fin du dicestrus. Tandis que chez la femme un seul follicule est sélectionné a chaque

cycle en conditions normales, chez la rate et la souris, 8 a 10 follicules sont sélectionnés par cycle.
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La dominance. La phase de sélection est immédiatement suivie du phénomeéne de dominance,
caractérisée par la régression des follicules recrutés non sélectionnés et le blocage du recrutement de
nouveaux follicules. Les follicules non sélectionnés dégénéreront par atrésie. Les mécanismes
moléculaires controlant la dominance folliculaire ne sont pas encore complétement compris. Il semble
que les mécanismes conduisant a la dominance soient contrdlés a deux niveaux : endocrinien et via des
régulations intra-ovariennes. Au niveau endocrinien, plusieurs hypothéses ont été avancées pour
expliquer la persistance des follicules dominants malgré une diminution en FSH plasmatique. (1) Les
follicules dominants seraient capables de compenser la diminution de la FSH par une réceptivité
accrue a la LH, induite par I’augmentation de son récepteur. (2) Au niveau des follicules dominants,
on assiste a une augmentation de la vascularisation. Cette augmentation pourrait permettre
d’augmenter la quantité de gonadotrophines arrivant aux follicules. (3) Une étude récente a montré
que la production d’cestradiol par les follicules dominants permet une augmentation des récepteurs de
la FSH au niveau des cellules de la granulosa, amplifiant ainsi le signal gonadotrophique diminuant
(Otsuka, et al., 2005). Les auteurs montrent que la présence de I’ovocyte est indispensable pour
I’amplification du signal, suggérant ’existence de coopérations primordiales entre 1’ovocyte et les
cellules de la granulosa qui I’entoure pour le maintien de la dominance. Par ailleurs, d’autres types de
régulations intra-ovariennes sont envisageables. Ainsi, les follicules dominants pourraient sécréter des
facteurs qui bloqueraient la croissance des autres follicules (pour une revue, voir Baker et Spears,
1999). Ainsi, en conditions de restriction en FSH, la co-culture de follicules de taille différente montre
que la présence du follicule le plus grand provoque une apoptose des cellules de la granulosa du
follicule le plus petit, suggérant 1’existence de facteurs paracrines entre les deux structures (Baker, et

al., 2001).

L’ovulation. A la fin de sa croissance, le follicule de de Graaf devient sensible a une élévation
brutale de LH et de FSH. Cette élévation provoque une série de réactions locales nombreuses dans ces
follicules. Nous ne détaillerons pas ici la totalité des facteurs exprimés en réponse a la décharge
ovulant de gonadotrophines, déja exposés par ailleurs (pour une revue, voir Russell et Robker, 2007).
Schématiquement, La liaison de la FSH sur les cellules murales de la granulosa et de la LH sur les
cellules de la théque provoque une augmentation d’AMPc intracellulaire responsable de I’initiation de
la transcription de nombreux geénes codant des facteurs pro-inflammatoires. Ces facteurs sont libérés
dans le fluide folliculaire et viennent agir sur les cellules du cumulus. II est a noter que la FSH agit
également directement sur les cellules du cumulus. Ces cellules répondent par 1’expression de
plusieurs geénes responsables de la production de matrices extra-cellulaires qui enveloppent le
complexe cumulus-ovocyte. Cette étape est connue sous le nom de mucification ou d’expansion du

cumulus. Au niveau des cellules du cumulus, I’expression du géne Cox-2, responsable de la
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production de prostaglandine PGE, est stimulée. Au total, la production de facteurs pro-

inflammatoires va entrainer d’importants remaniements au niveau du follicule :

- Une hyperhémie provoquée par I’¢lévation de PGE..

- Un cedeéme de la theque externe provoqué par une diffusion du plasma sanguin. Ce flux
liquidien est provoqué par une augmentation du facteur VEGF au moment de 1’ovulation
(Kamat, et al., 1995 ; Koos, 1995).

- L’apparition d’activités protéolytiques dissociant les matrices extracellulaires.

Le complexe cumulus-ovocyte se détache alors de la granulosa, le follicule se rompt suite a la
désintégration de I’apex du follicule et de 1’épithélium ovarien et I’ovocyte, entouré d’une couronne de
cellules du cumulus formant la corona radiata est expulsé hors du follicule et de I’ovaire sous 1’effet
d’une chute de la pression hydrostatique, responsable de la contraction du follicule. C’est également
au moment de I’ovulation que se produit la reprise temporaire de la méiose par l’ovocyte qui
s’interrompt a nouveau en métaphase 11 (Sz6116si, 1991). Au total, il est maintenant clair que plusieurs
médiateurs de I’inflammation sont des acteurs clés du processus d’ovulation (Barnett, et al., 2006).

Ainsi peut-on assimiler le processus d’ovulation a une réaction inflammatoire localisée.

La formation du corps jaune. Immédiatement aprés 1’ovulation, d’importants remaniements

morphologiques se produisent dans le follicule (Leymarie et Martal, 1991 ; Freeman, 1994). Les
cellules de la théque interne et de la granulosa se dédifférencient puis se redifférencient en petites et
grandes cellules Iutéales respectivement, formant le corps jaune (corpus luteum ; pour une revue, voir
Stocco, ef al., 2007). Cet organite ovarien est un tissu d’aspect histologique homogene. La formation
du corps jaune, ou lutéinisation, est chez la souris sous le controle de la LH et de la prolactine qui
présentent un pic de concentration plasmatique important au moment de 1’ovulation. Cette derniére
hormone, produite par les cellules lactotropes (cellules L) de 1’adénohypophyse, est le facteur
lutéotrope murin principal. Pendant cette période, on assiste a une importante augmentation de
I’expression du géne vegf, responsable d’une néovascularisation essentielle a la fonction endocrine du

corps jaune (Dissen, et al., 1994). En parallgle, le caillot sanguin formé lors de 1’ovulation régresse.

La lutéolyse. En I’absence d’accouplement, le corps jaune cyclique, qui n’est pas fonctionnel,
commence & involuer en corps blanc (corpus albicans) 24 heures aprés sa mise en place. Chez les
rongeurs, cette phase se produit en deux temps : (1) la régression fonctionnelle est associée a une
diminution de la production de progestérone et (2) la régression structurale est caractérisée par la mort
programmée des cellules lutéales (Stocco, et al., 2007). Il est aujourd’hui clair que le facteur

lutéolytique principal est la prostaglandine PGF2a (McCracken, ef al., 1999). Cependant, le contrdle
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Figure 34 : Profils hormonaux au cours d’un cycle cestrien de 4 jours chez la souris
Noter les augmentations de progestérone et de prolactine en fin de pro-cestrus et le caractére
biphasique du pic préovulatoire de FSH. Le corps jaune cyclique n’étant pas totalement

fonctionnel, 1’¢lévation de progestérone en fin de méta-cestrus et début de di-cestrus est modérée,
de I’ordre de 20 a 25 ng/ml. D’aprés Freeman, 1994,
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de I’augmentation des taux de PGF2a qui atteint I’ovaire au cours du cycle n’est pas totalement
¢élucidé. Cette prostaglandine posséde une origine utérine majoritaire. Un modéle du contréle central
de sa production a été proposé (McCracken, et al, 1999): la production neurohypophysaire
d’ocytocine provoquerait une élévation de la synthése de PGF2a au niveau endométrial. Il est
intéressant de constater que chez la rate, le processus de lutéolyse est relativement long, permettant au
corps jaune de persister pendant 12 a 14 jours. Ainsi I’analyse histologique des ovaires montre-t-elle la

présence de corps jaunes des cycles précédents.

L’atrésie folliculaire. L’involution folliculaire ou atrésie représente I’issue de la majorité des

follicules ovariens (Driancourt, et al., 1991a). A partir du stade de follicule primaire, 1’atrésie se
manifeste par une pycnose des cellules de la granulosa, puis leur mort par apoptose (Hussein, 2005).
Cette dégénérescence concerne toutes les étapes du développement des follicules et touche les

follicules non recrutés, non sélectionnés et qui subissent I’influence des follicules dominants.

) L’ovaire endocrine

(a) Le cycle cestrien

Le cycle ovarien chez les mammiféres est défini par rapport a des observations simples. Ainsi,
chez la femme, le premier jour des régles définit-il le cycle menstruel. En revanche, chez la souris,
c’est le comportement sexuel qui définit le cycle cestrien (Driancourt, et al., 1991b ; Freeman, 1994).

Il dure de 4 a 5 jours chez la rate et la souris et quatre phases successives le composent (Fig 34) :

- L’cestrus marque le début du cycle. Il est défini par le comportement d’acceptation du
male, indiqué par un réflexe de lordose de la femelle en présence du male. De maniére
logique, il suit I’ovulation.

- Le méta-cestrus est marqué par les changements post-ovulatoires des voies génitales. Il
correspond a la phase lutéale.

- Le di-cestrus est une phase pendant laquelle les sécrétions hormonales ovariennes
préparent 1’utérus a I’implantation.

- Le pro-cestrus est une période marquée par des élévations plasmatiques d’cestradiol, de

gonadotrophines et de prolactine qui déclenchent les processus ovulatoires.
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Figure 35 : Voies de biosynthése des hormones stéroidiennes dans les ovaires

P450scc : cytochrome P450 side-chain cleavage ; P450c17 : 17a-hydroxylase ; 3B-HSD : 34
hydroxysteroid dehydrogenase ; P450arom : aromatase ; 17B-HSD : 17(-hydroxysteroid
dehydrogenase. D’aprées Parker et Schimmer, 1997.
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Il est important de noter que 1’ensemble des éveénements de ces quatre phases est sous le

contrble de I’axe hypothalamo-hypophysaire.

(b) Les hormones ovariennes

En parallele de sa fonction exocrine de production des cellules sexuelles, I’ovaire a un réle
endocrine primordial. Deux types d’hormones sont produites dans 1’ovaire : les hormones stéroides et
les hormones peptidiques. Les hormones stéroides ont un réle double : elles contrdlent la structure et
le fonctionnement des organes cibles de 1’ovaire et elles régulent le cycle cestrien par un rétrocontrole
au niveau central. Les hormones peptidiques ont principalement une fonction de régulation du cycle

par action au niveau hypothalamo-hypophysaire.

(i) Les hormones stéroidiennes

Ce sont les hormones majoritairement produites et sécrétées par les ovaires. Elles sont
synthétisées a partir du cholestérol libre intracellulaire (Fig 35). Ce dernier peut provenir d’une
synthése de novo a partir de 1’acétate, d’une hydrolyse des esters de cholestérol qui constituent la
forme de stockage du cholestérol intracellulaire ou avoir une origine extra-cellulaire, étant internalisé
par les récepteurs du LDL (Robel, 2001 ; Gore-Langton et Armstrong, 1994). La stéroidogenése
débute au niveau de la face interne de la membrane mitochondriale. La premicre étape de la
stéroidogenése est donc I’internalisation du cholestérol par les protéines StAR et PBR (Peripheral
Benzodiazepine Receptor). Plusieurs des réactions suivantes de la biosynthése des hormones stéroides
sont portées par des complexes enzymatiques comportant un cytochrome P450. Les cytochromes P450
sont des protéines membranaires, situées dans la mitochondrie ou le réticulum endoplasmique (pour
une revue, voir Gueguen, et al.,, 2006, annexe 5). Elles catalysent généralement des réactions
d’oxydoréduction et utilisent le NADPH comme source d’électrons. Dés son entrée dans la
mitochondrie, la premiére réaction de transformation du cholestérol est catalysée par le cytochrome
P450scc, qui clive la chaine latérale du cholestérol et conduit a la formation de la pregnénolone. Dés
lors que la pregnénolone est synthétisée, elle est dirigée au reticulum endoplasmique ou se produiront

toutes les étapes restantes de la stéroidogenése.

La progestérone est produite aprés conversion de la pregnénolone par la 33-HSD A4-5
isomérase de type 1. La biosynthése des androgénes est assurée par le cytochrome P450cl7 (I7a-

hydroxylase) qui réalise la production d’androsténedione et de DHEA (déhydroépiandrostérone). Puis,
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Lorsque le follicule est immature, les cellules de la théque interne produisent les androgénes sous
le controle de la LH et les cellules de la granulosa importent les androgénes de la théque et les
convertissent en cestrogénes. Au cours de la maturation folliculaire, les cellules de la granulosa
acquierent les récepteurs de la LH et de la prolactine (PRL) sous ’influence de la FSH. La
prolactine inhibe ’activité aromatase et contribue a la différenciation des cellules. La LH stimule
la production de progestérone, qui ne devient importante qu’apres lutéinisation.

Adapté d’aprés Robel, 1991 ; Gore-Langton et Armstrong, 1994.
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la 17B-hsd (17p-hydroxysteroid dehydrogenase) produit la testostérone a partir de 1’androsténedione.
Enfin, les cestrogénes sont synthétisés par 1’aromatase qui réalise I’aromatisation du cycle A de

I’androsténedione et de la testostérone pour donner respectivement 1’cestrone et I’ cestradiol.

La production des stéroides ovariens est assurée par une coopération des différents types
cellulaires du follicule (Fig 36). Dans le follicule immature, les cellules de la théque interne ne
possédent pas la 17a-hydroxylase et produisent des androgénes sous le contrdle de la LH. Les cellules
de la granulosa synthétisent la progestérone et convertissent les androgeénes de la théque en cestrogénes
(Gore-Langton et Armstrong, 1994) sous le contrdle exclusif de la FSH. Au cours de la maturation du
follicule, les cellules de la granulosa acquicrent les récepteurs de la LH et de la prolactine, qui
contribuent a leur différenciation. Aprés le pic pré-ovulatoire de gonadotrophines, les cellules de la
théque interne et de la granulosa perdent leur réceptivité aux gonadotrophines, causant un blocage
temporaire de la production des stéroides. La production de progestérone est restaurée au cours de la

lutéinisation des cellules.

Les travaux du laboratoire ont montré une implication de LXRo dans la régulation de
plusieurs enzymes de la stéroidogenése aux niveaux surrénalien (Cummins, ef al., 2006) et testiculaire

(Volle, et al., 2007, annexe 1 ; voir chapitre I paragraphe B-6).

(ii)  Les hormones peptidiques

Les activines et les inhibines. Ce sont des glycoprotéines dimériques appartenant a la super-
famille du TGF- et stabilisées par des ponts disulfures (Pour une revue, voir Vale, et al., 1994). 1
existe trois sous-unités pouvant former ces hormones: o, BA et BB. Les inhibines (A et B) sont
formées d’une sous-unité o et une P alors que les activines (A, B ou AB) sont formées par la
dimérisation de deux sous-unités 3. Ces protéines sont produites par les cellules de la granulosa et les
cellules lutéales (pour une revue, voir de Kretser, et al, 2002). Les activines sont exprimées
constitutivement par le follicule au cours du cycle (Lerch, et al., 2007) avec de faibles variations de
sécrétions au cours du cycle. Elles agissent & deux niveaux. Au niveau ovarien, elles contrdlent la
croissance des follicules par la stimulation des cellules de la granulosa et elles augmentent la
production du récepteur de la FSH et de I’aromatase. Au niveau hypophysaire, elles stimulent la
production de FSH. La production des inhibines est cyclique et corréle avec 1’état de croissance
folliculaire. Leur rdle principal est une inhibition de la synthése de FSH au niveau hypophysaire. Il est

a noter que la sécrétion cyclique des inhibines ovariennes est un point clé de contréle du cycle ovarien.
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La follistatine est une glycoprotéine monomérique produite également par les cellules de la
granulosa et les cellules lutéales (de Kretser, et al., 2002). Cette hormone ne subit pas de variation
cyclique majeure dans son profil de sécrétion. Son role dans le controle du cycle est I’inhibition de la

sécrétion hypophysaire de la FSH par une fixation aux inhibines, bloquant ainsi leur action.

L’AMH est également une hormone de la famille du TGF-B. C’est une glycoprotéine
homodimérique stabilisée par des ponts disulfure. Elle est initialement connue pour son action dans la
régression des canaux de Miiller au cours du développement, inhibant ainsi la formation des voies
génitales femelles chez le male en développement. Elle exerce toutefois un réle important dans la
physiologie reproductive chez la femelle. L’AMH est produite par les cellules de la granulosa des
follicules et ses concentrations plasmatiques sont trés stables au cours du cycle. Comme nous I’avons
déja vu, elle intervient dans le blocage du recrutement initial des follicules primordiaux. Par ailleurs,
I’AMH exerce un effet répresseur sur la croissance des follicules pré-antraux (Durlinger, et al., 2001).
Enfin, il est a noter que chez ’adulte, les taux plasmatiques d’AMH diminuent progressivement au
cours du vieillissement. Il existe une corrélation étroite entre ses concentrations et le stock de
follicules primordiaux, ainsi que le nombre de petits follicules et de follicules préantraux. Ainsi,
I’AMH est-elle un marqueur du fonctionnement ovarien (pour une revue, voir Visser, 2006 ; Visser, et

al., 2006).

La relaxine est une hormone dimérique de la famille de I’insuline (Sherwood, 1994). C’est un
facteur protéique dimérique comportant deux chaines polypeptidiques (A et B) stabilisées par des
ponts disulfure. Elle est synthétisée par le corps jaune pendant la gestation sous I’influence
essentiellement de facteurs lutéotrophiques placentaires. Chez la rate, peu de relaxine est produite par
le corps jaune pendant la premiére moitié de la gestation; ses concentrations plasmatiques
n’augmentent que dans la seconde moitié de la gestation. Bien qu’elle posséde des effets pléiotropes
sur ’organisme, un de ses roles principaux dans la physiologie de la reproduction chez la femelle
semble étre I’inhibition des contractions utérines, a la fois en fréquence et en amplitude, contrdlant

ainsi la durée de la gestation.

(c) Controle de [’axe hypothalamo-hypophysaire

Pendant la durée du cycle cestrien, de faibles quantités d’cestrogénes et de progestérone (de
I’ordre de 10 pg/ml et 5-10 ng/ml respectivement), associés aux inhibines, exercent un rétro-controle
négatif au niveau hypothalamo-hypophysaire, maintenant le taux de gonadotrophines circulantes a un
niveau basal (Fig 37 ; Freeman, 1994). En fin de pro-cestrus, les quantités croissantes d’cestrogénes

(s’élevant a 40-45 pg/ml) produits par les follicules sélectionnés exercent un rétro-contréle positif sur
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la production de gonadotrophines menant a la décharge ovulante de LH et de FSH. Chez la souris, le
pic de FSH est biphasique et on assiste a une seconde augmentation des teneurs plasmatiques en FSH
aprés 1’ovulation, en début d’cestrus. Le controle de ce second pic de sécrétion, indépendant de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire, reste mal connu. Il stimulerait la formation de I’antrum des follicules
ovulant au cycle suivant, dont le développement provoque 1’élévation d’cestradiol en début de pro-
cestrus. En paralléle, ces mémes follicules sécrétent des quantités importantes de progestérone
(s’élevant a 50-55 ng/ml), responsable du contréle de la fenétre de sécrétion de LH. L’élévation
d’cestrogénes induit également une production élevée de prolactine, dont le profil de sécrétion suit
celui de la LH. Cette augmentation serait une réponse a une diminution de dopamine associée a une
augmentation de TRH (Thyroid-Releasing Hormone) dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire. Aprés 1’ovulation, le corps jaune cyclique, en fin de méta-cestrus et en début de di-

cestrus, partiellement fonctionnel, synthétise des quantités de progestérone de I’ordre de 20 a 25 ng/ml.

(d) Role des stéroides ovariens sur les organes

périphériques

Les stéroides ovariens possedent des roles multiples dans 1’organisme, par exemple dans le
maintien de la structure de 1’os. Ainsi, la chute d’eestrogeénes ovariens lors de la ménopause est-elle
responsable chez certaines femmes d’une ostéoporose. Nous n’évoquerons ici que brievement le rdle

des stéroides dans la fonction de reproduction.

Les cestrogénes produits en fin de pro-cestrus exercent une action sur les organes cibles
périphériques. Ils stimulent la prolifération des canaux galactophores au niveau de la glande
mammaire et provoquent une hyperplasie des cellules épithéliales des voies génitales (oviductes,
endomeétre, col utérin et vagin). On peut ainsi assimiler les cestrogénes a des hormones responsables de

la prolifération cellulaire au niveau des organes sexuels.

La progestérone, produite en fin de méta-cestrus et début de di-cestrus, provoque 1’apparition
des alvéoles mammaires et une hypertrophie des cellules épithéliales vaginales. Au niveau de
I’endometre, elle provoque ’apparition de la phase sécrétoire : elle s’oppose aux effets hyperplasiques
des cestrogenes sur les cellules épithéliales et induit leur différenciation. On peut ainsi assimiler la
progestérone a une hormone ayant un role différenciateur sur les cellules ayant proliféré sous
I’influence des cestrogeénes. On comprend ainsi la nécessité de réguler strictement leurs concentrations

dans une fenétre temporelle étroite.
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Figure 38 : Les différents types d’utérus

Selon le degré de fusion des canaux de Miiller au cours du développement, I’utérus mature peut
étre double (lapine et truie), bicornué (vache) ou simple (macaque). Noter que 1’utérus de souris,

non représenté sur ce schéma est double avec un seul canal cervical. Adapté d’apres Maltier et al.,
1991.
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3. La gestation

Lors de I’accouplement, la stimulation du col de I'utérus induit I’activation d’un arc-réflexe
responsable du maintien de fortes teneurs plasmatiques en prolactine (Leymarie et Martal, 1991). Ce
réflexe neuro-endocrinien est particulier : la stimulation du col de 'utérus ne déclenche pas une
production hormonale directe, mais permet la production de deux vagues de sécrétion de prolactine
par jour (Freeman, 1994). Ces deux pics de prolactine sont maintenus jusqu’au 12°™ ou 13°™ jour de
gestation et permettent le maintien (ou « sauvetage ») du corps jaune, qui produit de fortes quantités de
progestérone (50 a 55 ng/ml) pendant 12 a 14 jours. Si I’accouplement est stérile, cette phase est
appelée la pseudo-gestation. Le corps jaune va régresser sous 1’influence de la prostaglandine PGF2a
produite par ’utérus. En revanche, si I’accouplement est fertile, ’implantation du blastocyste dans
I’endométre provoque la transformation des fibroblastes du stroma utérin en cellules déciduales de
type épithélial. Ces derniéres sécrétent la prostaglandine PGE2 en quantité plus importante que
PGF2a, conduisant a la persistance du corps jaune pendant toute la gestation et a une forte synthése de

progestérone. Cette hormone est responsable du maintien de la gestation jusqu’a la parturition,

particuliérement par la quiescence du myometre utérin. La gestation de la souris dure 19,2 jours.

B. L’utérus

1. Données anatomiques

Les voies génitales femelles sont impliquées dans 1’implantation des blastocystes, le
développement des embryons puis des feetus et la mise bas. Elles sont composées anatomiquement de
quatre régions : le vagin, le col de 1’utérus, 1’utérus et I’oviducte ou trompe de Fallope. Le tractus
génital chez la femelle résulte du développement embryonnaire des canaux de Miiller. Chez les
mammiféres, il existe schématiquement trois formes anatomiques de 1’utérus selon les espéces,
dépendant du degré de fusion des canaux de Miiller (Fig 38 ; Maltier, ef al., 1991 ; Rousseau et
Ménézo, 1991).

- L’utérus simple, retrouvé chez les primates, est constitué d’une cavité utérine unique
reliée au vagin par un col unique.
- L’utérus a deux cornes ou bicornué posséde deux cornes utérines soudées sur 5 % de leur

longueur chez la truie ou la chienne a 50 % chez les ruminants.
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- L’utérus double est composé de deux cornes fusionnant en un seul canal au niveau

cervical (chez la souris ou le cobaye) ou au niveau du vagin (chez la rate et la lapine).

Il est a noter que les situations d’utérus bicornués semblent adaptées aux mammiferes ayant
des portés d’un grand nombre de petits. Chez la femme, une situation pathologique résultant d’un
défaut de soudure des canaux de Miiller au cours du développement entraine la formation d’un utérus
dit bifide. Cette situation, bien que fertile, entraine plusieurs troubles, notamment de I’implantation et

de I’accouchement, beaucoup de naissances devant se produire par césarienne (Rudigoz, ef al., 1989)
D’un point de vue histologique, 1’utérus de la souris comprend trois régions.

La région la plus interne, ’endométre (ou décidue), est formée d’une couche basale, d’un
chorion conjonctif richement vascularisé ou stroma et d’un épithélium cubique monostratifié. Cet
épithélium, qui délimite la lumicre de 1’utérus, forme de multiples involutions, donnant 1’impression
de glandes lors d’une observation histologique. C’est la partie superficielle de I’endométre, notamment
I’épithélium, qui subit les variations cycliques sous I’influence des hormones ovariennes. Il joue un

role majeur dans I’implantation du blastocyste.

Autour de ’endométre, le myomeétre est la portion la plus importante de 1’utérus : il représente
plus de 60 % de I’organe (McCormack et Glasser, 1980). C’est un muscle lisse possédant chez la
souris deux couches musculaires : une couche externe composée de fibres longitudinales et une couche
interne de fibres circulaires (Challis et J., 1994). Il joue son rdle principal lors de la parturition par
I’expulsion des petits, mais aussi lors de la montée des spermatozoides, ou ses contractions
majoritairement descendantes permettent une sélection des spermatozoides les plus vigoureux. Enfin,
la contractilit¢é du muscle utérin semble avoir un role chez la rate dans la distribution correcte des

blastocystes lors de I’implantation.

La région la plus externe est un épithélium séreux dont le double réle est de protéger 1’utérus

et de servir de support sur lequel les fibres musculaires peuvent se contracter.

2. La parturition

a) Le signal déclencheur de la parturition

L’¢lément initiateur de la parturition reste encore aujourd’hui mal connu. Plusieurs études ont
montré qu’a I’approche de la parturition, le feetus synthétise de grandes quantités de glucocorticoides,

de maniére dépendante de I’hypophyse feetale (pour une revue, voir Challis et J., 1994). Cependant,
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chez les rongeurs, la durée de la gestation n’est pas altérée par I’administration de glucocorticoides de
synthése a la mére, suggérant que ces hormones ne seraient pas le primum movens de la mise bas.
Cependant, il est intéressant de constater que le terme de la gestation s’accompagne d’une infiltration
de leucocytes dans le myométre, suggérant que des réactions inflammatoires se produisent au moment
de la parturition (Thomson, ef al., 1999). Une étude récente a montré chez la souris que lorsque le
poumon du feetus est mature, il sécréte la protéine du surfactant A (SP-A ; Surfactant Protein-A). Le
SP-A est capable de stimuler la production d’IL-1B et de NF-«xB dans les macrophages du fluide
amniotique et de promouvoir I’invasion des macrophages d’origine feetale dans 1’utérus maternel
(Condon, et al., 2004). La méme équipe a récemment montré que 1’activation du facteur NF-xB par
IL-1f permet I’activation transcriptionnelle directe de 1’isoforme PR-C du récepteur de la
progestérone. Ce dernier ne posséde pas de DBD et agit comme inhibiteur des génes cibles de la
progestérone par fixation du ligand (Condon, et al., 2006). En paralléle, I’interleukine-1 est capable
d’augmenter la production de prostaglandines utérines par activation de 1’expression du gene cox-2
(Rauk et Chiao, 2000, Am J Reprod Immunol). Prises ensemble, ces données suggerent que le feetus
est capable d’informer sa mére de sa maturité par une sécrétion de SP-A pulmonaire. Ce dernier

provoque une réaction inflammatoire maternelle, initiant le déclenchement de la mise bas.

b) La physiologie de la parturition

Au terme de la gestation, une forte chute de la teneur plasmatique maternelle de progestérone
est associée a une élévation brutale d’cestrogénes (Maltier, et al., 1991). Cette inversion du rapport
progestérone / cestradiol (P4/E2) est le premier élément maternel de la parturition, responsable d’une
augmentation de prostaglandines PGF2a et PGE2 d’origine endométriale, qui ont toutes deux un rdle
contracturant sur le myométre. De plus, la chute du rapport P4/E2 associée a I’augmentation de
prostaglandines est responsable de I’apparition du récepteur de 1’ocytocine dans les myocytes. Cette
hormone peptidique neurohypophysaire stimule les contractions du muscle utérin au moment de la
parturition. Dés lors que le travail a débuté, la dilatation du col de I’utérus entraine un réflexe neuro-
endocrinien (réflexe de Ferguson) responsable d’une décharge d’ocytocine par la neurohypophyse. Par
ailleurs, une perte des récepteurs B-adrénergiques, et une ¢lévation des récepteurs ol-adrénergiques,
initiées par la chute du rapport plasmatique P4/E2, entrainent une augmentation de Ca2" intracellulaire

dans les myocytes et ainsi des contractions.
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Figure 39 : Evolution de la fertilité des femelles Ixro; 5

Des femelles Ixra; /- ont été croisées avec des males sauvages. A : Les males et les femelles ont
été séparés lorsqu’un bouchon vaginal était présent, attestant de leur accouplement. Le
pourcentage de naissances par rapport au nombre de séparations a été estimé. B : Lorsqu’il y a eu
naissance, les petits ont été comptés dans chaque portée. * : les femelles xra; 57~ présentent une
diminution significative du nombre de petits par portée (P<0,05 vs WT).

WT (wild-type) : souris sauvages.
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III.  Conclusions et projet de recherche

Ces derniéres années ont confirmé le fait que les LXRs sont des régulateurs du métabolisme
du cholestérol. Ils agissent ainsi comme « senseurs » du cholestérol intracellulaire, et agissent comme
« soupape de sécurité » en exercant une action hypocholestérolémiante. Leur étude réveéle cependant
plusieurs points intéressants. Bien que les oxystérols soient aujourd’hui identifiés comme ligands
physiologiques endogenes des LXRs, il semble que d’autres molécules, notamment le glucose puissent
les activer également (Mitro, et al., 2007a). De plus, un nombre grandissant d’études montre que
différents signaux extracellulaires, notamment le statut inflammatoire, et intracellulaires, comme les
phosphorylations, peuvent moduler D’expression des genes codant les LXRs et leur activité
transcriptionnelle. Enfin, I’analyse des geénes et protéines cibles révéle que ces NRs, au-dela du simple
contrble de I’homéostasie lipidique et en particulier du cholestérol, sont impliqués dans de nombreuses
fonctions physiologiques, comme la régulation de la glycémie, la modulation de I’inflammation et le

contrdle de la stéroidogenése.

Dans ce cadre, le projet de cette étude a porté sur 1’analyse in vivo du role des LXRs dans la

physiologie de la reproduction chez la femelle. Ce projet reposait sur plusieurs observations :

(1) Les femelles Ixra; 8" présentent une diminution drastique de la fertilité associant une
baisse du nombre de petits par portée a celle du nombre de mise bas aprés séparation sur bouchon
vaginal (Fig 39). Bien que ce trouble puisse étre en partie associé aux males (Volle, et al., 2007,

annexe 1), I’implication des femelles n’est pas a exclure (Cette étude ; Steffensen, et al., 2006).

(2) Les LXRs régulent la fonction exocrine testiculaire in vivo (Volle, et al., 2007, annexe 1)
et ovarienne ex vivo (Steffensen, et al., 2006). Par ailleurs, les LXRs sont des régulateurs clés de la
stéroidogenése. En effet, ’isoforme LXRa permet au niveau intestinal la détoxication des produits
secondaires de la stéroidogenéese (Volle, et al., 2004) et stimule la production des hormones stéroides
surrénaliennes (Cummins, et al., 2006) et testiculaires (Volle, et al., 2007, annexe 1) via 1’activation
transcriptionnelle de geénes codant des enzymes clés de ces voies de biosyntheése. En paralléle,
I’administration d’agonistes de LXRs semble bloquer ex vivo la production de progestérone dans les
cellules de la granulosa (Drouineaud, et al., 2007). L’implication de ces NRs dans le contrdle in vivo

de la fonction ovarienne est donc fortement envisageable.
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(3) Plusieurs ligands endogénes des LXRs, notamment le FF-MAS qui posséde un rdle
important dans le contréle de la fonction exocrine de 1’ovaire, sont présents au niveau ovarien a des
doses physiologiquement actives. De plus, la régulation des flux de cholestérol nécessaire au maintien

de la stéroidogenése ovarienne doit étre strictement controlée.

(4) Aux niveaux ovarien et utérin, les récepteurs LXRa (Cette étude; Bookout et

Mangelsdorf, 2003) et LXR[} (Cette étude ; Fig 3) sont exprimés.

(5) Au cours de la grossesse, en conditions normales, les concentrations circulantes de
cholestérol augmentent jusqu’a la date du terme (Knopp, er al, 1986). Cependant, une
hypercholestérolémie maternelle non contrélée au cours de la grossesse a des effets déléteres sur le
feetus, notamment un risque athérosclérotique élevé (pour une revue, voir Palinski et Napoli, 2002).
Ces données montrent que les taux de cholestérol doivent étre strictement régulés au cours de la

Zrossesse.

(6) 1I est aujourd’hui clair que les LXRs sont des régulateurs clés de I’inflammation. Or, les
processus inflammatoires sont primordiaux dans la fonction de reproduction chez la femelle. Au
niveau ovarien, 1’ovulation est assimilable a une réaction inflammatoire contrélée. Des dérégulations
du statut inflammatoire lors d’ovulations spontanées ou controlées sont associées a une situation
pathologique, connue sous le nom de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (OHSS ; Ovarian
hyperstimulation Syndrome ; pour une revue, voir Elchalal et Schenker, 1997). Ce syndrome est la
complication la plus fréquente lors des inductions de 1’ovulation préalables aux techniques de
procréation médicalement assistée (PMA ou FIV : Fécondation in vitro ; Navot, et al., 1987). En outre,
au niveau utérin, I’accouchement est associé a une production de médiateurs de I’inflammation et de
plus en plus d’études suggerent que I’accouchement serait consécutif a un processus inflammatoire
(pour une revue, voir Norman, et al., 2007). Un statut inflammatoire dérégulé peut étre une des causes
d’accouchements prématurés et on estime que 25 a 40 % des naissances prématurées sont dues a des

infections microbiennes (pour une revue, voir Romero, et al., 2006)

Dans ce contexte, I’objectif de cette étude a été d’identifier le role physiologique in vivo de
LXRa et LXRpB dans la fonction de reproduction femelle par la caractérisation du phénotype des
souris femelles /xra; 8. Nous avons ainsi montré que (1) au niveau ovarien, les souris déficientes en
LXRs présentent une hypofertilité marquée associée a des signes d’insuffisance ovarienne prématurée.
Par ailleurs, I’induction de ’ovulation par une stimulation hormonale exogéne provoque chez ces
animaux des signes de réponse ovarienne accrue, suggérant [’existence d’un syndrome
d’hyperstimulation ovarienne (OHSS). De plus, (2) au niveau utérin, nous avons montré¢ que
I’isoforme LXRp régule spécifiquement I’homéostasie des lipides, en particulier du cholestérol dans le

muscle utérin et contrdle ’activité contractile musculaire.
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Présentation du contexte scientifique :

Le syndrome d’hyperstimulation ovarienne (OHSS) est la complication la plus fréquente des
inductions de I’ovulation utilisées lors de traitement des stérilités (Navot, et al., 1987). Les formes
modérées et séveres se produisent dans 3,1 a 6 % et 0,25 a 1,8 % des inductions de 1’ovulation
respectivement (Homburg et Insler, 2002). Cette pathologie est caractérisée par une augmentation
bilatérale et kystique du volume ovarien associée a une concentration de fluides extravasculaires. Cette
sortie liquidienne est responsable d’ascites qui sont en partie la cause du symptome le plus courant de
I’OHSS : les douleurs abdominales. Dans les cas les plus sévéres, la diminution de la volémie
sanguine provoque une tachycardie, une diminution de la fonction rénale et une hémoconcentration.
En outre, les patientes peuvent présenter des troubles artériels et thromboemboliques. Les cas les plus
graves se manifestent par une élévation de diaphragme, une accumulation de fluides au niveau de la
plévre et des cedémes interstitiels responsables de détresses respiratoires. En 1’absence de traitement
adapté, ’OHSS peut étre mortel (Vlahos et Gregoriou, 2006). Le syndrome peut aussi tre associé a

des kystes ovariens hémorragiques (Kurioka, et al., 2005).

Bien que I’étiologie compléte de cette pathologie soit actuellement inconnue, plusieurs
facteurs de risque ont été identifiés (Delvigne et Rozenberg, 2002), notamment un jeune age, un
terrain allergique, des taux d’cestradiol sériques élevés, le syndrome des ovaires polykystiques
(Polycystic Ovary Syndrome ; PCOS) et un fort indice de masse corporelle. Les symptdmes de I’OHSS
sont trés proches d’une réponse inflammatoire aigiie et plusieurs facteurs sont li€s a sa progression,

comme VEGEF, IL-6 et les prostaglandines (Budev, et al., 2005).

Par ailleurs, les patientes obeses inclues dans des protocoles de fécondation in vitro (FIV) ont
des chances de succés moindres (Maheshwari, et al., 2007) et il existe une corrélation entre 1’indice de
masse corporelle et le taux d’échecs des FIV (Ferlitsch, et al., 2004), ce qui suggere que le statut
nutritionnel, en particulier en lipides, pourrait étre un facteur de risque lors des inductions de

I’ovulation.

Parmi les nombreuses fonctions physiologiques attribuées aux LXRs, la régulation du systéme
immunitaire est particuliérement étudiée (pour une revue voir Volle et Lobaccaro, 2007 ; Tontonoz et
Mangelsdorf, 2003). Ainsi, 1’activation des LXRs inhibe-t-elle I’expression des genes codant la
cytokine pro-inflammatoire I1L-6 et la cyclo-oxygénase 2, ’enzyme limitante de la biosynthése de la
prostaglandine F2a (Joseph, et al., 2003). De plus, les agonistes des LXRs stimulant I’expression du
gene codant le TNF-a et le VEGF (Landis, ef al., 2002 ; Walczak, et al., 2004). Les LXRs sont donc

des modulateurs essentiels dans la modulation de I’inflammation.
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Sachant que (1) I’ovulation peut étre assimilée a une réaction inflammatoire localisée et que
(2) ’OHSS est associé a une production accrue de cytokines pro-inflammatoires, nous avons provoqué
une super-ovulation chez des souris sauvages et Ixra; 8. Nous montrons au cours de cette étude que
les souris déficientes en LXRs présentent plusieurs signes évocateurs d’un OHSS. Le protocole
d’induction de I’ovulation employé induit des augmentations de la masse ovarienne, associées a une
perturbation de la perméabilité vasculaire. La stimulation hormonale exogéne provoque également des

hémorragies ovariennes et les ovaires présentent des signes de réponse accrue aux gonadotrophines.
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Article 1: Absence of the nuclear receptors for oxysterols LXRs induces ovarian hyperstimulation

syndrome (OHSS) in mice.

Article en cours de préparation

Kevin Mouzat, Silvére Baron, David H. Volle, Geoffroy Marceau, Fanny Volat, Francoise Caira,

Pierre Déchelotte et Jean-Marc A. Lobaccaro.

Résumé :

Le syndrome d’hyperstimulation ovarienne (OHSS) est une complication fréquente des
protocoles de fécondation in vitro. 1l est caractérisé par une augmentation massive du volume ovarien
associée a une accumulation de fluide extravasculaire. Nous montrons dans cette étude que les souris
déficientes en LXRs présentent plusieurs symptomes cliniques de ’OHSS : augmentation du volume
ovarien, corps jaunes hémorragiques et augmentation de la perméabilité vasculaire ovarienne.
L’induction de I’ovulation résulte en une réponse ovarienne excessive aux gonadotrophines exogenes.
En effet, le nombre de follicules ovulés et la production d’cestradiol sont plus importants chez les
souris transgéniques. Le traitement de souris sauvages par 1’agoniste synthétique des LXRs T0901317
provoque une augmentation de la production d’cestradiol et de 1I’expression des génes star et cypllal,
montrant le role clé des LXRs dans la régulation de la stéroidogenése ovarienne. Ces résultats
suggerent que les LXRs contrdlent le processus ovulatoire et des études complémentaires apporteront
des informations importantes quant aux relations entre le statut nutritionnel et le suivi des techniques

de procréation médicalement assistée.
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Abstract

Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) is a
frequent complication occurring during in vitro
fertilization cycles. It is characterized by a
massive ovarian enlargement associated with
accumulation of extravascular fluid. Here we
show that LXRs deficient mice present many
clinical symptoms of OHSS: ovarian
enlargement, hemorrhagic corpora Iutea and
increased ovarian vascular permeability.
Ovulation stimulation resulted in excessive
ovarian response to exogenous gonadotropins as
follicle number and estradiol production were
higher in transgenic mice. Upon treatment with
the synthetic LXR agonist T09101317, serum
estradiol and expression of star and cypllal
genes were markedly increased, showing that
LXRs are key vregulators of ovarian
steroidogenesis. These results suggest that LXRs
control the process of ovulation by regulating
endocrine and vascular processes.

Introduction

Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS)' is the
most common important complication of induced
ovulation for the treatment of fertility (1). Moderate
and severe forms can occur in 3.1 to 6 % and from
0.25 to 1.8 % of the induced cycles respectively (2).
This pathology is characterized by a bilateral
massive cystic enlargement of the ovaries

associated ~ with  an  extravascular  fluid
concentration. This fluid shift is responsible for the
development of ascites, which cause in part
abdominal discomfort, the most common symptom
of OHSS. In the most severe cases, the loss of
intravascular volume leads to tachycardia, decrease
in renal perfusion and hemoconcentration. Indeed,
patients with OHSS can present arterial and venous
thrombotic disorders. Moreover, elevation of the
diaphragm, accumulation of fluid in the pleura and
interstitial edema are responsible in most severe
cases of adult respiratory distress. These symptoms
cause severe morbidity and even mortality (3). This
syndrome can be sometimes associated with
hemorrhagic ovarian cysts (4).

Although complete etiology of OHSS is still
unknown, many risk factors are known (5, 6),
including young age, history of allergies, high
serum estradiol, polycystic ovary syndrome and
body mass index. Symptoms of OHSS resemble
closely to acute inflammatory response and many
factors are linked to the progression of the
symptom, e.g. vascular endothelial growth factor
(VEGF)', interleukin 6 (IL-6)' and prostaglandins
(6).

Besides, it is clear that obese patients
undergoing in vitro fertilization (IVF)' have lower
rates of pregnancy (7) and that body mass index is
tightly linked to failure in IVF (8), suggesting that






nutritional status, particularly in lipids can be a risk
factor for ovulation induction.

Among the various regulators of lipid balance,
Liver X Receptor alpha (LXR' o, NR1H3) and beta
(LXRB, NR1H2) play a central role in cholesterol
homeostasis (for a review see (9)). They belong to a
subclass of nuclear receptors that form obligate
heterodimers with 9-cis retinoic acid receptors
(RXR)' and are bound to and activated by a class of
naturally occurring oxysterols (10, 11). Besides,
inactivation of oxysterols by sulfonation results in a
LXR signaling blockade in primary hepatocyte
culture, and the use of transgenic mice deficient in
the three enzymes responsible of 24(S)-OH-, 25-
OH and 27-OH cholesterol, which do not respond
to alimentary cholesterol definitively showed that
oxysterols are endogenous physiologic ligands for
LXRs (12), which can thus be considered as
cholesterol sensors. In absence of any ligand, the
RXR/LXR heterodimer is constitutively linked to
specific DNA target sequences and interacts with
corepressors, thus blocking transcription initiation
(13, 14). The development of LXR-deficient mice
(Ixr”")" has also helped to elucidate the role of these
nuclear receptors in various physiologic functions
(9) and many target genes have been described such
as the ATP-binding cassette transporter (ABC)' Al
(15, 16, 17), responsible for the cholesterol cellular
efflux, and the sterol response element binding
protein lc (SREBPlc)' involved in lipid
metabolism (18). It is now admitted that these
nuclear receptors act as hypocholesterolemiant
factors, thus providing a “safety valve” protecting
against cholesterol accumulation. Nevertheless, the
interest regarding the role of these nuclear receptors
in inflammatory response has been recently
increasing (For a review, see 19). Thus, activation
of LXRs is known in vitro to inhibit accumulation
of the pro-inflammatory cytokin IL-6 and of
Cyclooxygenase-2, the rate limiting enzyme in
prostaglandin F2a synthesis (20). In parallel, LXRs
agonists can stimulate the expression of tumor
necrosis alpha (tnfo ; 21) and vascular endothelial
growth factor (vegf ; 22). Taken together, these data
show that LXRs have a central role in inflammation
modulation.

In this paper, we show that LXRs act as a
barrier to prevent from ovarian hyperstimulation
syndrome in mouse. Hence, mice lacking LXRs
undergoing ovulation induction present clinical
signs of OHSS. Ovaries from these animals are
enlarged and have reduced vascular permeability.
Super-ovulation protocol can also provoke ovarian
hemorrhages and led to increased number of
retrieved oocytes in LXRs knockout mice.

Experimental procedures

Animals - Lxre; fknockout mice (Ixra; ") and
their wild-type controls were maintained on a
mixed strain background (C57BL/6:129Sv) and
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housed in a temperature-controlled room with a 12
hrs light/dark cycle (23,24). All experiments were
performed on age-matched female mice. For all
studies shown, mice were fed ad libitum with water
and Global-diet® 2016S from Harlan (Gannat,
France) containing 16% protein, 4% fat, 60%
carbohydrates. For all experiments, except for
estradiol synchronization, animals were treated with
a  superovulation protocol: intraperitoneally
injection of 7 IU pregnant mare's serum
gonadotropin on day 1, 5 IU human chorionic
gonadotropin on day 3 and sacrificed on day 5 at
the end of meta-estrus. For real-time PCR (qPCR)'
experiments, mice were gavaged with 45 mg/kg
T0901317 (T1317)" (Cayman Chemical, Montigny
le Bretonneux, France) or vehicle (methyl-
cellulose) as previously described (25). For
estradiol synchronization, estrus was induced with a
single injection of 10 pg estradiol benzoate (Sigma-
Aldrich, L’Isle D’Abeau, France) 18 hrs before
sacrifice. For oocyte counting, mice were sacrificed
on day 4, short time after ovulation and oocytes
were collected in oviduct. They were then allowed
to dissociate gently from follicular cells in
hyaluronidase (Sigma-Aldrich) and counted. To
reduce the effect of stress, the elapsed time between
the capture of a mouse and its sacrifice was under
30s. All aspects of animal care were approved by
the Regional Ethics Committee (authorization CE1-
04).

Anatomy and pathology analyses - Ovaries from 6
to 12 month-old mice were collected, fixed and
embedded in paraffin, and 5 pm-thick sections were
prepared and stained with
Haematoxylin/Eosin/Safran and analysed with
Axiovision 4.2 sofware (Carl Zeiss Vision GmbH,
Le Pecq, France) as described before (26).
Real-time PCR - Total RNA was isolated using the
Trizol method (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
according to the manufacturer’s instructions. cDNA
was  synthesized ~with M-MLV  Reverse
Transcriptase (Promega, Charbonnieres, France)
and random hexamer primers (Promega) according
to manufacturer’s recommendations. The real-time
PCR was performed on an iCycler (Biorad, Marnes-
la-Coquette, France) as described before (26).
Briefly, 4 pl of 1/50 diluted cDNA template were
amplified by 0.75 U of HotMaster Taq DNA
Polymerase (S5Prime, Brumath, France) using
SYBR Green dye (Biorad) to measure duplex DNA
formation. Primers are given on Table I.

Evaluation of Evans blue Leakage - Before
sacrifice, mice from both groups were anesthetized
with a single intraperitoneal injection of chloral
(3.75 mg / 10 g). Mice were then injected via
intracardiac injection with 100 pl of 25 mg/ml of
Evans blue. Ovaries were collected and incubated
in 1 ml of formamide for 24 hours at 60°C. To
evaluate ovarian capillary permeability, Evans blue
concentration in the formamide extract was






measured by light absorption at 620 nm using a
spectrophotometer as described before (27 ; 28).
The ovarian Evans blue content was expressed as
nanograms per milligram tissue wet weight.
Steroids Measurements - Following decapitation,
serums were collected and steroid hormones
concentrations were assessed by
electrochimioluminescence (Elecsys Progesterone
II and Estradiol II, Roche Diagnostics, Meylan,
France).

Results

Ovulation induction induces ovarian
enlargement and hemorrhagic corpora lutea
Morphological examination of superovulated
ovaries showed an increased size of the ovaries in
the Ixre; 8 mice compared to the wild-type mice
(Fig. 1A) and the presence of multiple hemorrhagic
cysts (data not shown). Somatic indexes of Ixra; 3"
mice ovaries (0.0725 +/- 0.010) were significantly
greater compared to wild-type mice (0.025 +/-
0.005; p<0.01). In contrast, estradiol treatment
alone in order to synchronize female cycles did not
result in ovary size differences in LXR deficient
mice (Fig. 1B), showing that only super-ovulation
protocol led to an ovarian enlargement.
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Figure 1: Superovulation induces an ovarian enlargement in
LXR deficient mice. A) After super-ovulation protocol, ovaries
were collected and weighted. N=12 per group. B) Estradiol
treatment does not influence ovarian weight in xra;b-/- mice.
N=8 per group. Somatic index represents ovarian weight
expresses as percentage of total body weight. Results are
indicated as mean +/- SEM. **: p<0.01.

Gross examination of ovary sections from
Ixre; B mice revealed the presence of follicles at
all stages. Besides, some hemorrhagic lesions could
be found in ovaries of wild-type mice, but they
were more numerous in LXR deficient ovaries (Fig
2A). Higher magnification pointed out that these
lesions were present in the corpus [uteum, as
revealed by the presence of surrounding luteal cell.
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Figure 2: Superovulation results in hemorrhages in corpora
lutea of LXR deficient mice. Histological examination at two
magnifications of ovaries from wild-type of LXR deficient mice.
Organs were stained with hematoxylin/eosin/safran. Higher
magnification is focused in corpus luteum. Hemorrhagic lesions
are shown with arrows (low magnification) or dash line (high
magnification).

LXRs null mice have increased vascular
permeability and increased ovarian response

On of the main causes of OHSS is the presence of a
space fluid shift. We thus managed to measure
ovarian vascular permeability in ovaries from wild-
type and Ixra;” mice, using Evans blue
measurement, as previously described in the rat
model of OHSS (27; 28). As shown in figure 3,
Evans blue dye content in the ovaries from LXR
deficient mice (0.21 +/- 0.06 ng/mg tissue) was
significantly greater (1.9-fold, p<0.05) than in
control group (0.11 +/- 0.05 ng/mg tissue). LXRs
prevent thus the risk of an increased ovarian
vascular permeability.
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* Figure 3: LXR-deficiency
is responsible for
increased vascular
permeability. Evans blye
dye content in ovaries of
wild-type and Ixre;f-/-
mice. The ovarian Evans
blue content is expressed
as ng/mg tissue wet
weight. Values are the
mean +/- SEM (N=9 per
group). *:p<0.05.
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Because ovarian hyperstimulation syndrome is
caused by an abnormal ovarian response, we
performed to measure the ovary response by the
follicle retrieval after an IVF protocol. Expulsed
follicle number was significantly greater in Ixra; 8"
females compared to wild-type mice (Fig. 4A; 2.2
fold, p<0.02), pointing out the crucial role of LXRs
in the control of the ovarian response. However, it
is interesting to note that among the expelled
oocytes, 45 percent were dead or abnormal as
shown in figure 4B.
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Figure 4: LXR deficient females show increased response to
gonadotropin stimulation. Mice were sacrificed the day after
the hCG injection. Oocytes were collected in oviduct and
counted under dissecting microscope examination. A) Number
of retrieved oocytes. Results are presented as mean +/-SEM (N=
4 per group). B) Dissecting microscope photograph. All wild-
type (a) oocytes seemed normal with an intact zona pellucidae
(arrow). Caption of Ixra;f-/- oocytes shows a representative
example of dead oocyte (b) or empty zona pellucidae (c).

Ovarian hyperstimulation is linked to increased
estradiol production in LXR-deficient mice

As estradiol concentration is one of the major
factors involved in the progression of the syndrome
(6), we measured ovarian steroids in the sera of a
super-ovulation.  While no  difference in
progesterone concentration was observed among all
groups, estradiol was shown to be increased in LXR
deficient mice groups compared to wild-type
females. Interestingly, T1317, a synthetic LXRs
agonist administration to wild type mice induced an
increase of E2 production, while it had no effect in
Ixra; 8 mice (Fig 5A).

As it had already been shown that LXRs can
stimulate steroidogenesis in testis (29) and in
adrenal (23) by the transcriptional regulation of
genes coding key enzymes of steroidogenesis, such
as star (steroidogenic acute regulatory protein) and
cypllal (cytochrome P450 side chain cleavage),
we measured the levels of their transcripts by real-
time qPCR. Both mRNA were up-regulated in
T1317-treated wild-type mice (1.8- and 1.5-fold
induction for star and cypllal, respectively;
p<0.05) suggesting these two genes were bona fide
targets, while no regulation in Ixra;f” was
observed as expected (Fig 5B). Induction levels in
the wild-type mice were in the same range as those
already described in the adrenals. Besides, basal
level of cypllal was increased in Ire; " mice
(1.4-fold, p<0.05) compared to wild-type mice,
which was supposed to be partially responsible for
the higher basal level of E2 in this group.
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Figure 5: LXRs control estradiol synthesis. A) Mice were
sacrificed by decapitation and steroids were measured in serum.
B) Measurement of gene levels involved in steroidogenesis.
Transcripts were quantified by qPCR analysis. Results are
expressed as mean +/- SEM. *: p<0.05; **: p<0.01; E2:
estradiol; Prog: progesterone; T1317: T0901317, a LXR
synthetic agonist. N=8 to 12.

LXRs do not directly regulate VEGF and
gonadotropin signaling in mouse ovary
To explore the molecular mechanisms responsible
for the increase in vascular permeability, we
performed real-time qPCR of current immunity
markers and candidate genes involved in the
progression of the symptoms (Fig 6). Gene
expression was examined from whole ovaries of
wild-type and Ixra;f3” animals gavaged with the
potent synthetic LXR agonist T1317 or vehicle.
Srebplc, a known LXR-target gene, presented a
3.4-fold induction after treatment with T1317,
which assessed the treatment efficiency of the mice.
Surprisingly, genes encoding LH, FSH, and VEGF
receptor 2 basally showed significant lower levels
in lxr(x,ﬂ/’ group (from 25 to 55%). Besides,
T1317-treatment induced a 60% decrease of fshr in
wild-type females. Unexpectedly, cldn5, encoding
claudin 5 a tight junction constitutive protein
known to be down-regulated in OHSS developing
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rats (28), did not show any variation. These result
suggest that symptoms developed by Ire; 8"
females do not follow the classical molecular
mechanisms involved in OHSS initiating.
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Figure 6: OHSS in LXR deficient mice does not result from
an upregulation of VEGF nor gonadotropin signaling.
Transcripts were quantified by qPCR analysis. Results are
expressed as mean +/- SEM. *: p<0.05; **: p<0.01. T1317:
T0901317 LXR synthetic agonist; lhr: LH receptor; fshr: FSH
receptor; vegf: vascular endothelial growth factor; vegfrl and 2:
vegf receptors 1 and 2; cldn5: claudin 5. N=5.

Discussion

This study shows that the LXRo and LXRp-
deficient females could represent a new interesting
model for the study of OHSS in human. Indeed
these mice present many clinical and biological
features of this syndrome: ovarian enlargement,
hemorrhages in corpora lutea associated with an
increased  vascular  permeability, ovarian
hypersensitivity to  exogenous gonadotropin
stimulation, and a high serum estradiol production.
It is interesting to note that ovulation induction led
in rare cases to massive ovarian hemorrhages (Fig
7A), focused corpus luteum (Fig 7B). Note that
somatic indexes of these organs were not included
in the data presented in figure 1A.

LXR deficiency leads to an acute ovarian response

Spontaneous or iatrogenic OHSS has been
clearly linked to an ovarian stimulation by
gonadotropins. The syndrome occurs after a
massive follicle recruitment obligatory followed by
a luteinization (30). Some authors reported
activating mutations of FSH receptor (31; 32)
leading to the syndrome. Here Ixra;f” females
show many signs of this abnormal ovarian response
to exogenous stimulation. They display marked
increase in expulsed follicles during ovulation
followed by a greater corpus luteum formation,
paralleled with a higher production of estradiol,
compared to the wild-type mice. These results are
consistent with the clinical signs of OHSS in
women (6). Therefore, it is important to note that
ovarian stimulation induced a high rate of poor
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quality retrieved oocytes in transgenic mice.
However, few is knows about factors influencing
oocyte quality. Steffensen et al. (33) were the first
to report the crucial role for LXRs to maintain a
correct female fertility. They showed that meiosis
resumption in oocyte induced by zymosterol, a
meiosis activating sterol ligand of LXRs, was less
effective in lre;B” than in wild-type oocytes.
Inability to perform a correct meiosis could thus be
the origin of the high rate of abnormal oocytes we
observed in Ixre; 8 superovulated females.

Wild-type Ixro; B

A 0.5cm

Figure 7: In rare cases, superovulation protocol led to
massive ovarian enlargement. A) Ovary from Ixra,;b-/- mouse
presenting an excessive enlargement (right) compared to wild-
type superovulated ovary (left). B) histological examination at
low magnification of this enlarged ovary. Slide was stained with
hemaxotylin/eosin/safran. Dash line: hemorrhagic lesions
present in corpora lutea.

It is now clear that OHSS progression in women
is linked to high expression of cytokines and
vascular permeability inducing factors such as
VEGF. Although we were not able to detect any
variations of the mRNA encoding these factors
Ixro; 8~ ovaries, alterations of their production in
different sites of production cannot be excluded.
Indeed estrogens can promote VEGF production in
endometrium (34) and an in vivo study showed that
women at risk for OHSS have higher serum and
fewer follicular fluid levels of VEGF, concluding
that the measurement of VEGF in the serum was
more predictive of the syndrome (35). Besides, the
interest of the role of LXRs in immunity processes
has recently been growing up. These nuclear
receptors are currently known to regulate directly
vegf expression (22) and to down-regulate many
other cytokines. The use of LXR deficient in the
super-ovulated context mice will thus be very






helpful to elucidate the molecular mechanisms
underlying the OHSS and their relations to
nutritional status, in particular in lipids.

LXRs regulate ovarian endocrine function

We (23; 29) and others (36) have already
reported that activation of LXR could modulate the
production of steroids in adrenal and testis. This
activation has been shown to be mediated by
increasing expression of steroid synthesis enzymes
such as star, cypllal and 3Bhsd (3-beta—
hydroxysteroid dehydrogenase). However, few
studies have been available regarding the role of
LXRs in the female reproductive physiology.
Although Steffensen et al. (33) showed that LXR-
deficient females present an important decrease in
fertility and inability for oocytes to resume meiosis,
no data concerning steroid hormones status were
present in the study. More recently, it has been
shown in vitro that chronic administration of
synthetic LXRs agonists to human luteinized
granulosa cells led to a decrease in progesterone
production (37). The authors concluded that this
inhibition could result from two distinct
mechanisms: (1) an increase in the cholesterol
export, leading to its weak bioavailability to steroid
production and (2) a decrease in the expression of
star, cypllal and 3phsd genes. Our work in vivo
show for the first time that activation of LXR with a
synthetic agonist induces an increased level in
estradiol in the serum, which could result from a
higher transcriptional regulation of star and
cypllal. Besides, the lack of LXR in vivo results in
a higher level of estradiol in the serum associated to
physiologic disorder. This paradoxical increase in
the expression of LXR-target genes has already
been described for these genes (23) and is
consistent with the findings that depletion of LXR
may suppress basal repression of some genes (14).
However, in contrast to study of Drouineaud et al.,
no effect of LXR activation or depletion on serum
progesterone concentration was observed. Our data
point thus the importance of in vivo studies since
local environment may modulate gene expression
and hormone production.

It is important to note that monitoring
circulating estradiol concentration in Wwomen
undergoing controlled ovulation induction is often
practiced as estrogens may be an index of ovarian
response (5). If serum E2 is elevated, gonadotropin
administration during treatment can be interrupted
until estradiol concentration reaches an acceptable
range, with no side effect on oocyte quality (38).
Besides, while estradiol is not the main factor
influencing development of the OHSS, it is
implicated in the progression of the symptom. It
will be important to determine if elevated estradiol
could be related to the development of the ovarian
phenotype in LXR-deficient females.
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Taken together, our data raise the question of
the importance of the regulation of nutritional
balance in the achievement of a correct assisted
reproductive technology. The use of LXR-deficient
female is the first engineered mouse model linking
OHSS and nutritional status, particularly in lipids
and will help in the future for understanding
molecular mechanisms by which women with high
body mass index are at risk of developing this
syndrome.
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Table I. Sequence primers used for QPCR.

Gene 5’->3’ sequences Size of the Ref
(accession #) amplicon

star fw TGT CAA GGA GAT CAA GGT CCTG 336 (29)
(BC082283) rev CGA TAG GAC CTG GTT GAT GAT

cypllal fw CTG CCT CCA GACTTC TTT CG 194 (29)
(BC068264) rev TTC TTG AAG GGC AGC TTG TT

lhr fw AGC TAA TGC CTT TGA CAA CC 242 (39)
(NM_013582) rev GAT GGA CTC ATT ATT CAT CC

fshr fw GTG CTC ACC AAG CTT CGA GTC AT 165 39)
(NM_013523) rev AAG GCC TCA GGG TTG ATG TAC AG

vegf fw GGA GAT CCT TCG AGG AGCACT T 130 (40)
(M95200) rev GGC GAT TTA GCA GCA GAT ATA AGA A

vegfrl fw CAA TGC TCA GCG TGA TTC TG 204 This study
(NM_010228) rev. ACT GAC AGA GGC GAT GAA TG

vegfr2 fw TGG CCA CCA CTC AAG ATT AC 174 This study
(NM_010612) rev AGG TTT TGA AGC AGG TGT GG

cldn5 fw GTG GAA CGC TCA GAT TTC AT 97 41
(NMO013805) rev TGG ACA TTA AGG CAG CAT CT

srebplc fw GGA GCC ATG GAT TGC ACATT 189 (206)

(NM_011480) rev. GCT TCC AGA GAG GAG GCC AG

36b4 fw GTC ACT GTG CCA GCT CAG AA 78 (42)
(NM_007475) rev TCA ATG GTG CCT CTG GAG AT

cyclophilin fw GGA GAT GGC ACA GGA GGA A 75 (20)
(NM_011149) rev GCC CGT AGT GCTTCAGCTT







Résultats

Conclusions :

Cette étude met en évidence le role des LXRs dans la régulation des processus au cours d’une
induction de I’ovulation. Bien que le réle des LXRs dans le contréle de la stéroidogenése soit
aujourd’hui évident (pour une revue voir Volle et Lobaccaro, 2007), trés peu de données concernant
leur role dans la fonction ovarienne chez la femelle sont actuellement disponibles. Drouineaud et al.
(Drouineaud, et al., 2007) ont montré que 1’activation des LXRs par le T0901317 provoque une
diminution de la production de progestérone par des cellules humaines de la granulosa en culture.
Cette diminution est due a un export du cholestérol intracellulaire et a une diminution de 1’expression
de genes de la stéroidogenese. A I’inverse, nos travaux in vivo montrent que 1’activation des LXRs par
le T0901317 stimule la production d’cestradiol via une augmentation de [’expression de génes

impliqués dans la stéroidogenése et n’a aucun effet sur la production d’cestradiol.

En paralléle, Steffensen et al. (Steffensen, et al., 2006) ont montré que les souris déficientes en
LXRs présentent un défaut dans la fonction exocrine ovarienne. Les ovocytes sont en effet incapables
d’engager la reprise de la méiose, qui se produit normalement au moment de 1’ovulation. A I’inverse,
notre étude met en évidence qu’une stimulation exogene par des gonodotrophines dans le but d’induire
une super-ovulation provoque chez les souris Ixra; 8 un phénotype d’OHSS, avec des signes de

réponse ovarienne accrue, suggérant un défaut dans le controle des processus ovulatoires.

Au total, ce travail montre que les LXRs interviennent a deux niveaux dans le contrdle de la

fonction ovarienne :

- Leur activation stimule la stéroidogenése ovarienne

- Leur absence provoque des symptomes d’OHSS (augmentation de la masse ovarienne
associée a des hémorragies lutéales, perte de la perméabilité vasculaire ovarienne,
augmentation du nombre d’éveénements ovulatoires et de 1’cestradiolémie), montrant leur

role dans la régulation de ces processus.

L’utilisation future des souris Ire;f” permettra d’étendre nos connaissances sur les
mécanismes moléculaires impliqués dans le déclenchement de ’OHSS et de comprendre les relations
entre le métabolisme des lipides, en particulier en cholestérol, et les complications liées a la

procréation médicalement assistée.
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Chapitre 11 : Role des récepteurs nucléaires des oxystérols . XRs dans

la fonction de ’utérus.
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Présentation du contexte scientifique :

L’utérus est un organe schématiquement divisé en deux zones distinctes : I’endométre et le
myométre. L’endométre, la zone la plus interne de 1’organe, est le site de l’implantation des
blastocystes et son épithélium subit des variations cycliques sous le contrdle des hormones sexuelles
stéroidiennes (Dockery et Rogers, 1989) ; les cestrogénes sont responsables de 1’hyperplasie des
cellules épithéliales alors que la progestérone bloque la prolifération cellulaire et induit leur
différenciation. Le myomeétre (Berto, ef al., 2003), la zone externe de 1’utérus, représente plus de 60 %

de I’organe entier (McCormack et Glasser, 1980) et a un r6le primordial dans la fonction utérine.

Au cours de la grossesse, le maintien de la quiescence musculaire, provoqué principalement
par la progestérone, est essentiel. A 1’inverse, 1’activité contractile doit se mettre en place a la fin de la
grossesse pour permettre un accouchement correct (pour une revue, voir Huszar et Roberts, 1982). Ce
changement fonctionnel résulte d’une modification du rapport des concentrations plasmatiques
cestrogeénes/progestérone. Cette inversion du rapport des concentrations représente l’éveénement
primaire de la parturition. Ce changement hormonal induit une augmentation des prostaglandines
endométriales, dont le role est de générer les contractions au cours du travail, en agissant via des
récepteurs membranaires spécifiques au niveau du myometre (Myatt et Lye, 2004). L’inversion du
rapport cestradiol/progestérone induit I’expression du gene codant le récepteur de 1’ocytocine.

Lorsqu’il est activé par I’ocytocine, ce récepteur permet de provoquer les contractions utérines.

De plus, les concentrations lipidiques au niveau du myomeétre sont modifiées au cours de la
grossesse chez les femmes. Bien qu’aucune modification des phospholipides ne se produise au cours
de la grossesse (Pulkkinen, et al., 1998), des changements de fluidit¢ membranaire apparaissent,
associés a une augmentation des concentrations locales et circulantes en cholestérol (Potter et Nestel,
1978). Bien que le role de cette augmentation ne soit pas clair, des études suggerent que le cholestérol
module I’activité et la stabilité du récepteur de 1’ocytocine. En effet, le cholestérol stabilise le
récepteur dans un état de forte affinité pour ses agonistes et le protége de la dénaturation thermique
(pour une revue, voir Gimpl et Fahrenholz, 2001). Smith et al., (Smith, et al., 2005) ont de plus montré
qu’une augmentation anormale du cholestérol dans les cellules musculaires lisses utérines réduit
I’amplitude des contractions induites par I’ocytocine chez la rate. A I’inverse, I’épuisement en

cholestérol par la méthyl-B-cyclodextrine permet de restaurer les contractions.

Le cholestérol et ses dérivés sont des nutriments vitaux qui peuvent avoir un impact majeur
sur I’expression génique. Ainsi leurs concentrations intracellulaires doivent-elles étre strictement
régulées. Parmi les facteurs de transcription impliqués dans ces régulations, les LXRs occupent une

place centrale (pour une revue, voir Beaven et Tontonoz, 2006). Basés sur le fait que (1) ce sont les
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«senseurs » du cholestérol intracellulaire et que (2) ce sont des facteurs hypocholestérolémiants
notamment via I’induction des genes codant les transporteurs ABCA1 (Venkateswaran, et al., 2000a ;
Venkateswaran, et al., 2000b ; Costet, et al., 2000), ABCGS et ABCG8 (25), responsables de 1’efflux
du cholestérol cellulaire, nous avons ¢tudié le métabolisme lipidique et la fonction contractile de

I’utérus chez les souris invalidées pour les LXRs.

Dans cet article, nous avons montré que LXRP prévient d’'une accumulation d’esters de
cholestérol dans les myocytes utérins en régulant I’expression des geénes abcal et abcgl. Les souris
déficientes en LXRP présentent une accumulation d’esters de cholestérol spécifiquement dans les

myocytes utérins, associée a un défaut de ’activité contractile de I’organe.
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Article 2 : Oxysterol Nuclear Receptor LXR[3 Regulates Cholesterol Homeostasis and Contractile

Function in Mouse Uterus.

Article publié dans The Journal of Biological Chemistry, Volume 282, N° 7, pages 4693-4701, 16
février 2007.

Kevin Mouzat, Magali Prod’Homme, David H. Volle, Benoit Sion, Pierre Déchelotte, Karine

Gauthier, Jean-Marc Vanacker et Jean-Marc A. Lobaccaro.

Résumé :

L’utérus est un organe pour lequel le métabolisme lipidique joue un réle important dans sa
fonction. Nous montrons que le récepteur nucléaire des oxystérols LXR[ prévient d’une accumulation
d’esters de cholestérol dans le myomeétre chez la souris en contrdlant I’expression de génes impliqués
dans I’efflux de cholestérol et son stockage (abcal et abcgl). Aprés traitement par un agoniste
synthétique des LXRs qui mime I’activation par les oxystérols, I’expression de ces genes cibles est
augmentée chez les souris sauvages. En conditions basales, les souris lxra;f” présentent une
diminution de 1’accumulation d’abcgl, entrainant un phénotype d’accumulation d’esters de
cholestérol. De plus, un défaut de D’activité contractile en réponse a 1’ocytocine ou a PGF2a est
observé chez les souris déficientes en LXRJ. Ces résultats suggerent que LXRJ se comporte comme
une soupape de sécurité en limitant les niveaux d’esters de cholestérol, protégeant I’utérus contre une

accumulation de cholestérol incompatible avec une induction correcte des contractions.
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The uterus is an organ where lipid distribution plays a critical
role for its function. Here we show that nuclear receptor for
oxysterols LXR prevents accumulation of cholesteryl esters in
mouse myometrium by controlling expression of genes involved
in cholesterol efflux and storage (abcal and abcgl). Upon treat-
ment with an LXR agonist that mimics activation by oxysterols,
expression of these target genes was increased in wild-type mice,
whereas under basal conditions, lxra;ﬁ_/ ~ mice exhibited a
marked decrease in abcgl accumulation. This change resulted in
a phenotype of cholesteryl ester accumulation. Besides, a defect
of contractile activity induced by oxytocin or PGF2a was
observed in mice lacking LXR. These results imply that LXRf3
provides a safety valve to limit cholesteryl ester levels as a basal
protective mechanism in the uterus against cholesterol accumu-
lation and is necessary for a correct induction of contractions.

The uterus is schematically divided into two distinct zones:
endometrium and myometrium. The endometrium, located in
the inner part of the organ, is the site of blastocyst implantation,
and its epithelium undergoes cyclic radical changes under the
control of ovarian sex steroid hormones (1); estrogens are
responsible for epithelial cell hyperplasia, whereas progester-
one blocks cell proliferation and induces differentiation. The
myometrium (2), in the outer part of the uterus, accounts for
more than 60% of the whole organ (3) and has a primordial role
in uterine function. Whereas muscle quiescence due to high
progesterone levels is essential during most of the pregnancy
(4), efficient myometrium contractility is fundamental for a
normal labor (for a review, see Ref. 5). This switch results from
a modification in the plasma ratio of estrogens to progesterone
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signal that acts as primary event of the parturition. These hor-
monal changes also induce an increase in the level of endome-
trial prostaglandins, which play a role in the initiation and
maintenance of labor, acting via specific relaxatory or contract-
ile receptors on myometrium initiating contractions (6). Inter-
estingly, it has also been demonstrated that increased produc-
tion of surfactant protein A by the fetal lung near term causes
activation and migration of fetal amniotic fluid macrophages to
the maternal uterus, where increased production of interleu-
kin-1p activates NF-«B, leading to labor (7, 8). The inversion of
the estradiol/progesterone ratio induces the expression of
OXTR (oxytocin receptor). When activated by oxytocin, a neu-
ropeptide produced by the pituitary, this receptor has a primor-
dial contractile activity on the myometrium during labor.
Besides, lipid distribution in myometrium is modified during
pregnancy in humans. Although no change in total phospholip-
ids occurs during pregnancy (9), modifications in membrane
fluidity take place. Hence, transfers of omega 3 and omega 6
polyunsaturated fatty acids, essential for normal fetal growth
and development, from the mother to the fetus have been sug-
gested (10). Likewise, an increase in local and circulating cho-
lesterol concentrations is observed (11). Although the role of
this plasma cholesterol increase is not clear, apart from the
anabolic support for the fetus (12), it has been clearly estab-
lished that this molecule is essential to modulate membrane
receptor activity and stability, especially those of OXTR.
Indeed, Gimpl and Fahrenholz (13) observed an enrichment of
oxytocin receptors in cholesterol-rich plasma membranes in
HEK 293 fibroblast stably expressing the human oxytocin
receptor. In addition, cholesterol stabilizes the receptor in a
high affinity state for agonists and protects it from thermal
denaturation (for a review, see Ref. 14). Smith et al. (15)
showed that an abnormal increase in the cholesterol content
of uterine smooth muscle cells reduces the amplitude of con-
tractions induced by oxytocin in rat. Moreover, cholesterol
depletion with methyl-B-cyclodextrin could increase the
contractions of myometrium strips isolated from rat (15) or
guinea pig (16).

Cholesterol and its derivatives are vital nutrients that may
also have a major impact on gene expression, and thus their
intracellular quantities must be tightly regulated. Among the
various transcription factors involved in these regulations, liver
X receptor a (LXRa, NR1H3) and 8 (LXRB, NR1H2) play a
central role (for a review, see Ref. 17). They belong to a subclass
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of nuclear receptors that form obligate heterodimers with 9-cis-
retinoic acid receptors and are bound to and activated by a class
of naturally occurring oxysterols (18, 19). In the absence of
ligand, the retinoid X receptor/LXR heterodimer is constitu-
tively linked to specific DNA target sequences and interacts
with corepressors, thus blocking transcription initiation (20,
21). The use of LXR-deficient mice (Ixr~/~) has also helped to
elucidate the role of these nuclear receptors in various physio-
logic functions (17), and many target genes have been
described, such as the ATP-binding cassette transporter Al
(ABCA1) (22-24), ABCG5, and ABCG8 (25), responsible for
the cholesterol cellular efflux, and SREBP1c (sterol response
element-binding protein 1c) involved in lipid metabolism (26).

In this paper, we demonstrate that LXRS functions in the
uterus as a sensor to prevent accumulation of cholesteryl esters
by coordinately regulating expression of genes encoding pro-
teins involved in cholesterol efflux (ABCA1 and ABCGI).
Hence, mice lacking LXRf present an abnormal and specific
accumulation of cholesteryl esters in uterine myocytes. Besides,
these animals show defects in induced contractile activity in
uterus.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals—Ixr knock-out mice (Ixra’~, Ixrf~'~, and lxro;
B~ /7) and their wild-type controls were maintained on a mixed
strain background (C57BL/6:129Sv) and housed in a tempera-
ture-controlled room with a 12-h light/dark cycle (27). All
experiments were performed on age-matched female mice. For
all studies shown, mice were fed ad libitum with water and
Global-diet® 2016S from Harlan (Gannat, France) containing
16% protein, 4% fat, and 60% carbohydrates. For all experi-
ments, except for contractile activity assays and the mice used
for experiments shown in Fig. 6, animals were treated with a
superovulation protocol (intraperitoneal injection of 7 IU of
pregnant mare’s serum gonadotropin on day 1, 5 IU of human
chorionic gonadotropin on day 3) and sacrificed on day 5 at the
end of metaestrus. For real time quantitative reverse transcrip-
tion-PCR (qPCR)* experiments, mice were gavaged with 45
mg/kg T0901317 (T1317) (Cayman Chemical, Montigny le
Bretonneux, France) or vehicle (methyl-cellulose) as previously
described (28). For contractile activity assays and the mice used
for experiments shown in Fig. 6, estrus was induced with a single
injection of 10 ug of estradiol benzoate (Sigma) 18 h before sacri-
fice. To reduce the effect of stress, the elapsed time between the
capture of a mouse and its sacrifice was under 30 s. In some exper-
iments, uteri were longitudinally cut, and the mucosa were gently
scraped, as previously described for the intestine (29). Both
mucosa and muscular parts were stored in liquid N, for RNA
extraction. All aspects of animal care were approved by the
Regional Ethics Committee (authorization CE1-04).

Anatomy and Pathology Analyses—Uteri from 3-month-old
mice were collected, fixed, and embedded in paraffin, and
5-um-thick sections were prepared and stained with hematox-
ylin/eosin/safran. Lipid staining of each organ collected was
performed on 8-um-thick cryosections with 1,2-propanediol

“The abbreviations used are: gPCR, real time quantitative reverse transcrip-
tion-PCR; T1317, LXR agonist T0901317.
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(Sigma) for 1 min and in oil red O (Sigma) for 4 min as described
(30). Cross-sectional areas of the various parts of the uteri (cir-
cular and longitudinal muscular layers and endometrium) were
quantified using Axiovision 4.2 software (Carl Zeiss Vision
GmbH, Le Pecq, France).

For semithin sections, chemicals were from Sigma and Agar
Scientific (Saclay, France). Uteri were fixed in 1.2% (v/v) glutar-
aldehyde buffered in 0.07 M sodium cacodylate at pH 7.4 con-
taining 0.05% (w/v) ruthenium red for 1 h at room temperature.
Samples were postfixed with 1% (v/v) osmium tetroxide in the
same buffer devoid of ruthenium red for 1 h. Organs were then
dehydrated in ethanol baths and propylene oxide (three times
for 20 min) and embedded in propylene oxide and epon epikote
resin (v/v) overnight and in epon twice for 3 h. Resin polymer-
ization was conducted at 60 °C for 72 h. Semithin sections (0.8
um) were cut with a diamond knife (Leica Ultracut S; Rueil-
Malmaison, France), and stained with azure 2 followed by the
addition of 1 N NaOH to stop the reaction.

Analysis of Lipid Content—Lipids were extracted as
described (31) and analyzed on high-performance thin layer
chromatography plates. Free cholesterol and cholesteryl esters
were identified and quantified against standards by densitom-
etry (Sigma Scan Pro; Sigma) as previously described (27).

Real-time PCR—Total RNA was isolated using the Trizol
method (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions. cDNA was synthesized with Moloney murine leukemia
virus reverse transcriptase (Promega, Charbonnieres, France) and
random hexamer primers (Promega) according to the manufac-
turer’s recommendations. The real time PCR was performed on an
iCycler (Bio-Rad). Four ul of 1:50 diluted cDNA template were
amplified by 0.75 units of HotMaster TagDNA polymerase
(Eppendorf, Brumath, France) using SYBR Green dye to measure
duplex DNA formation. Primers are given in Table 1.

Western Blot Analysis—Protein extracts (30 ug) from whole
uterus were subjected to SDS-PAGE and transferred onto a
nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences). Mem-
branes were incubated overnight at 4 °C with primary poly-
clonal antibodies raised against either ABCA1 (1:500; Novus
Biological, Montlugon, France), ERa (estrogen receptor «)
(1:10,000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), ERR«a
(estrogen-related receptor a) (1:200; Santa Cruz Biotechnol-
ogy), progesterone receptor (1:200; Santa Cruz Biotechnology),
noncleaved or cleaved SREBP1c (1:500 and 1:400; Santa Cruz
Biotechnology), SCD1 (stearoyl CoA-desaturase 1) (1:200;
Santa Cruz Biotechnology), PGF2R (PGF2« receptor) (1:500;
Cayman Chemical), or B-actin (1:2000; Santa Cruz Biotechnol-
ogy) followed by a 1-h incubation with a peroxidase-conjugated
anti-rabbit or anti-goat IgG (1:10,000 or 1:5000, respectively;
Sigma). Peroxidase activity was detected using the Western
Light System (PerkinElmer Life Sciences). Protein -fold
changes were measured by densitometry of the x-ray films
using Quantity One version 4.6.1 software (Bio-Rad).

Measurement of Uterus Contractions in Vitro—Uteri were
quickly dissected and carefully cleaned of surrounding fat prior
to being suspended in organ baths (50 ml) filled with a Dejalon
solution (155 mm NaCl, 5.7 mm KCI, 0.55 mm CaCl,, 6.0 mm
NaHCOg, 2.8 mm glucose, pH 7.4), equilibrated with air, and
kept at 37 °C as described (32) for measurement of tension. A
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TABLE 1
Sequence primers used for qPCR
Gene (accession number) 5'-3' sequences Size of the amplicon Source/Reference
bp

abcal (NM_013454) GCT CTG GGA GAG GAT GCT GA (forward) 106 This study
CGT TTC CGG GAA GTG TCC TA (reverse)

abcgl (NM_009593) GCT GTG CGT TTT GTG CTG TT (forward) 83 Ref. 51
TGC AGC TCC AAT CAG TAG TCC TAA (reverse)

ERa (NM_007956) TAT GCC TCT GGC TAC CAT TA (forward) 183 This study
ATG GTG CAT TGG TTT GTA GC (reverse)

ERRa (NM_007953) CAA ACG CCT CTG CCT GGT CT (forward) 113 Ref. 52
ACT CGA TGC TCC CCT GGA TG (reverse)

fas (NM_007988) CCC CAA CCC TGA GAT CCC A (forward) 82 This study
TTG ATG CCC ACG TTG CC (reverse)

ldir (AF_425607) AAG ACT CAT GCA GCA GGA AC (forward) 160 This study
GCC TCC ACA GCT GAA TTG AT (reverse)

Ipl (NM_008509) AGG ACC CCT GAA GAC ACA GCT (forward) 148 This study
GCC ACC CAA CTC TCA TAC ATT CC (reverse)

srebplc (NM_011480) GGA GCC ATG GAT TGC ACT TT (forward) 189 This study
GCT TCC AGA GAG GAG GCC AG (reverse)

Ixra (AJ_132601) GGG AGG AGT GTG TGC TGT CAG (forward) 192 This study
GAG CGC CTG TTA CAC TGT TGC (reverse)

lxrB (NM_009473) AAG CAG GTG CCA GGG TTC T (forward) 140 Ref. 27
TGC ATT CTG TCT CGT GGT TGT (reverse)

oxtr (D86599.1) TTC TTC GTG CAG ATG TGG AG (forward) 114 This study
TGT AGA TCC ATG GGT TGC AG (reverse)

PR (NM_008829) GTC AGG CTG GCA TGG TCC TT (forward) 161 This study
AGG GCC TGG CTC TCG TTA GG (reverse)

SM22a (U36588) CGA CCA AGC CTT CTC TGC C (forward) 51 This study
TGC CGT AGG ATG GAC CCT T (reverse)

Telokin (AF314149) CCC GGA GAT GAA ATC CCG (forward) 106 This study
GGC ATA GCT GCT TTT GTG GG (reverse)

Cyclophilin (NM_011149) GGA GAT GGC ACA GGA GGA A (forward) 75 Ref. 27
GCC CGT AGT GCT TCA GCT T (reverse)

scdl (NM_009127.3) CCG GAG ACC CCT TAG ATC GA (forward) 88 This study
TAG CCT GTA AAA GAT TTC TGC AAA CC (reverse)

scd2 (NM_009128.1) TTC CTC ATC ATT GCC AAC ACC (forward) 54 This study

GGG CCC ATT CAT ACA CGT CA (reverse)

resting tension (2 g) was applied to the suspended uteri. Con-
tractions were recorded with a force-displacement transducer
(MyographESAO® 4, Jeulin, Evreux, France) and analyzed with
Sérénis® software (Jeulin). Uteri were incubated with increas-
ing concentrations of synthetic oxytocin (Syntocinon®, Novar-
tis Pharma, Rueil-Malmaison, France) or luprostiol, analogous
of PGF,a (Prosolvin®, Intervet, Angers, France). Results are
expressed as a dose-response curve showing the uterine tension
minus the basal tension.

Statistical Analysis—For statistical analysis, Student’s ¢ test
was performed to determine whether there were significant dif-
ferences between the groups. A p value of 0.05 was considered
significant.

RESULTS

Loss of LXRB Results in Perturbations of Lipid Content in
Uterus—No significant difference in the somatic indexes of
uteri was observed among the genotypes of the wild type
(0.38% = 0.03, n = 5), the Ixra™/~ mice (0.37% *+ 0.04, n =
4), the lxrB~/~ mice (0.40% * 0.02, n = 7), and the lxra; 8/~
mice (0.41% = 0.01, n = 5) at 3 months of age. Gross exam-
ination of uterus sections from /xr-deficient mice did not reveal
any perturbation of the structures as assessed by the presence of
an apparently normal endometrium, characterized by a mono-
layer of epithelial cells and a stroma, and the presence of circu-
lar and longitudinal layers of smooth muscle in myometrium
(Fig. 1A, a—d). The uterus structure remains stable even after
12 months of age in all genotypes (data not shown). Determi-
nation of the cross-sectional area of the smooth muscle pointed
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out no significant variation in the various knock-out mice com-
pared with the wild-type (Table 2). Higher magnification
(X400) did not reveal any perturbation of the endometrium
structure (data not shown), whereas vacuoles were visible in
layers of myometrium from lxr3~'~ (Fig. 14, g) and lxra; 3/~
mice (Fig. 14, /), localized in the cytoplasm of myocytes (Fig.
1B). Because LXRs are known to have an important role in the
regulation of lipid metabolism in various tissues, we examined
whether some differences between wild-type and LXR-defi-
cient mice in uterus lipid content were present. Histological
analysis using oil red O staining performed on frozen sections
pointed to an abnormal accumulation of neutral lipids in vacu-
oles observed in myometrium of IxrB~'~ (Fig. 14, k) and Ixra;
B/~ (Fig. 14, ]) mice, whereas no difference among the various
genotypes was seen in the endometrium (data not shown). This
lipid accumulation was visible in LXR3-deficient mice as young
as 1 month old (data not shown). Since lxra /"~ mice appeared
to have no lipid-rich vacuole (Fig. 14, j), we concluded that the
phenotype was due to the absence of LXRP.

Semithin sections (0.8 wm) of osmium tetroxide-fixed uteri
were performed to precisely determine the localization of these
vacuoles. Azure 2 dye, which stains lipids in yellow, showed that
these vacuoles were localized in the cytoplasm of myocytes (Fig.
1B) and did not result of an infiltration of adipose tissue within
the smooth muscle, as also suggested by the absence of any
significant increase levels of adipocyte marker mRNA, such as
the fatty acid-binding protein (aP2) and PPAR« and -7y (perox-
isomal proliferator-activated receptors « and v) (see Fig. 4A).
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FIGURE 1. LXRB-deficient mice present an abnormal accumulation of neutral lipids in uterine myocytes
only. A, histological examination of uteri from wild-type (WT), LXRa-, and/or B-deficient mice. a— h, hematox-
ylin/eosine/safran staining at two magnifications. Squared portions indicate the magnified view; i-/, oil red O
staining; bars indicate the different sizes (200 or 20 um). Black arrowheads, epithelium. Black arrows, cytoplas-
mic vacuoles in myocytes. LL, longitudinal muscular layer; CL, circular muscular layer; E, endometrium. B, azure
blue 2B staining of semithin sections from the muscular layer. Lipids are stained in yellow. Dashed line, plasma
membrane of a myocyte. Bar, 5 um. C, oil red O staining was performed on frozen sections from wild-type and
Ixra; 37/~ mice of 3 months of age as described under “Experimental Procedures.” Bar, 20 um.

TABLE 2
Surface analysis of the cross-sectional area of the uteri

Quantifications (mean * S.E.) represent the relative surface of each part of the
uterus: endometrium and circular (CL) and longitudinal (LL) layers. The number of
analyzed cross-sections is indicated in parentheses.

Genotype Endometrium CL LL
Wild type (15) 435+ 1.7 14.6 £ 0.5 41.9 +2.0
Ixra™'™ (12) 394 1.2 143 0.8 463 + 1.7
Ixrp™'" (16) 43.0 35 171+ 1.2 39.9+27
Leras B~/ (15) 434+ 1.1 14.0 = 0.6 426+ 1.4

In order to determine whether this lipid accumulation was
generalized to various muscles, oil red O staining was per-
formed on frozen slides of three different types of muscle: intes-
tine (duodenum), heart, and rough muscle (quadriceps) of
3-month-old wild-type and lxre; 83~/ females (Fig. 1C). None
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of the tested tissues were stained
positively, except uterine smooth
muscle, which was used as a control.
These data led us to suggest the
existence of tissue-specific mecha-
nisms by which LXRB regulates
lipid homeostasis in uterine smooth

muscle.
LXRB Null Mice Have Elevated
Uterus  Cholesteryl — Esters—To

determine the nature of lipids accu-
mulated in the uterus, thin layer
chromatography analyses were per-
formed on whole lipid extracts from
uteri of 3- and 12-month old mice.
Although LXR-mediated triacylg-
lycerol accumulation had already
been reported in vascular smooth
muscle cells (33), biochemical anal-
ysis revealed that only the fraction
containing cholesteryl esters was
significantly increased after normal-
izing to uterus weight at 3 months
(23.5- and 37.2-fold in IxrB~'~ and
Ixra;B~'~ mice, compared with
wild-type mice; p < 0.0005) and 12
months of age (27.6- and 66.5-fold
in lxrB~'" and Ixro;B”/" mice,
compared with wild-type mice; p <
0.0005) (Fig. 2). lxra~'~ mice pre-
sented the same low amount of cho-
lesteryl esters as the wild-type mice.
Together, these data suggest that
the increase in the oil red O staining
observed in the ixrB~/~ and lxra;
B~/ uterus was due to the accumu-
lation of cholesteryl esters. What-
ever the age considered, cholesteryl
ester concentration was signifi-
cantly higher in lxra;37'" uterus
than in xrf~/". This could suggest
a mechanism of a slight redundancy
between the two isoforms, where
LXRa could partially reverse the drastic phenotype induced by
absence of LXR. No significant differences in free cholesterol
(Fig. 2, white bars), triacylglycerol, and phospholipid contents
(data not shown) were observed among the genotypes.

Both LXRaand LXR[ Are Expressed in the Various Compart-
ments of the Uterus—The results described above suggested
that the LXR-dependent changes observed in the cholesteryl
esters content were primarily due to LXRB. We wondered
whether this specificity in the LXR isoform was due to the
exclusive expression of LXRP in the tissue. The presence of
LXRa and LXRB mRNA was checked by qPCR on whole
uterus as well as mucosa and muscular parts. As shown in
Fig. 3, lxra and Ixrp were detected in myometrium and endo-
metrium parts of the uterus. In the myometrium, both iso-
form mRNAs were in a comparable amount compared with
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FIGURE 2. Uteri from LXR-deficient mice accumulate cholesteryl esters at
3 and 12 months of age. Analysis of free cholesterol (open bars) and cho-
lesteryl ester (black bars) concentrations were determined as described under
“Experimental Procedures” from whole uteri. Histograms are indicated as
means = S.E. (n = 5), except for Ixra; 87/~ at 12 months (n = 8).*, p < 0.05;
**¥ p < 0.005. WT, wild type.
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FIGURE 3. LXRa and LXRp are expressed in the myometrium and endo-
metrium. RNAs were prepared from whole uteri and from epithelial and mus-
cular parts of the uterus as described under “Experimental Procedures” to
determine the levels of mRNA expression of LXRa, LXRB, and OXTR. Quanti-
fication (mean = S.E.) was done by qPCR (n = 4-6). Results obtained in the
whole uteri are indicated as 1.

whole uterus. In order to confirm that we had an enrichment
of the muscular part, OXTR mRNA was amplified, and the
highest accumulation was obtained in the myometrium frac-
tion, as expected.

LXRs Regulate Cholesterol Efflux and Fatty Acid Metabo-
lism in the Uterus in Vivo—T o explore the underlying molec-
ular mechanisms that might account for the cholesteryl ester
accumulation in LXRB-deficient mice, gene expression was
examined by qPCR from whole uteri of wild-type and Ixra;
B/~ animals gavaged with the potent synthetic LXR agonist
T1317 (Fig. 4A). In both genotypes, basal and T1317-in-
duced levels of genes encoding SRBI (scavenger receptor BI)
involved in cell cholesterol entry, 3-hydroxy-3-methylglu-
taryl-coenzyme A reductase (red) and synthase (syn),
responsible for de novo cholesterol synthesis, and ACAT1
and -2 (acyl-coenzyme A:cholesterol acyltransferase 1 and 2,
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FIGURE 4. LXRs regulate genes involved in lipid homeostasis in uterus.
A, genes involved in cholesterol entry and efflux and adipocyte markers.
B, genes involved in fatty acid synthesis. Transcripts were quantified by
gPCR analysis (mean £ S.E.).n = 5-8.*, p < 0.05 versus vehicle-gavaged
wild-type mice; **, p < 0.01 versus vehicle-gavaged wild-type mice;
*** p < 0.005 versus vehicle-gavaged wild-type mice.

respectively), implicated in cholesterol esterification, were
unchanged. In contrast, expression of abcal and abcgl,
encoding two cholesterol efflux transporters, showed an
LXR-dependant regulation. T1317 treatment induced an
increase of abcal and abcgl accumulation in uteri from
wild-type mice (2.7- and 5.2-fold increase, respectively; p <
0.01). No induction of the LXR target genes was seen in
lxr-deficient mice. As expected, a higher accumulation of
ABCA1 was observed in the T1317-treated wild-type mice
(5-fold compared with the vehicle-treated animals; p < 0.01)
(Fig. 6B).

Not surprisingly, transcripts of the low density lipoprotein
receptor ldlr (low density lipoprotein receptor) was signifi-
cantly lower in lxra; 8™/~ mice, since this gene is known to be
regulated by the intracellular concentration of oxysterols
through a negative regulation loop (34). Interestingly, although
the basal level of abcal was unchanged, basal accumulation of
abcgl was significantly lower in Ixro;8 '~ females (66% less
than the wild-type mice; p < 0.05) (Fig. 4A4). It is assumed that
this decrease could be considered as the primum movens of the
phenotype, since the intracellular cholesterol increase cannot
induce ABCA1 and ABCG]1 transporters, leading to its seques-
tration and accumulation in myocytes. It could thus be sus-
pected that LXRs regulate cholesterol efflux in uterus myocytes.

In addition, RNA accumulation of known target genes of
LXRs involved in fatty acid metabolism was studied (Fig. 4B).
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affected, we analyzed by qPCR the
levels of OXTR and PGF2R. As
shown in Fig. 64, no basal variation
was observed between the wild-type
and Ixro; 87" mice; besides, T1317
gavage had no significant effect on
OXTR and PGF2R RNA levels, as
well as on PGF2R protein accumu-
lation (Fig. 6B). Likewise, because
mice were synchronized by the
intraperitoneal injection of E,, we
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FIGURE 5. Uteri from mice lacking LXR present a defect of induced contractions. Contractile activity was
assessed on uteri from estrogen-treated wild-type and Ixr-deficient mice. Main amplitude contraction was
recorded in response to synthetic oxytocin or PGF2a analog luprostiol. **, p < 0.01 versus wild-type mice; #, p <
mice. Each point represents the mean = S.E. n = 6-9

—/— —/—

0.05 versus Ixra
animals.

mice; ##, p < 0.01 versus Ixra

T1317 treatment induced the accumulation of srebpIc (31.3-
fold, p < 0.005) and /p! (lipoprotein lipase) (2.6-fold, p < 0.01)
in wild-type mice, encoding SREBP1c and LPL, respectively.
Quite surprisingly, the level of the noncleaved form of SREBP1c
did not appear to be different among the genotypes, whatever
the treatment (Fig. 6B). Likewise, no variation of the cleaved
form was observed in the same samples (Fig. 6B). Interestingly,
the gene encoding the fatty acid synthase fas, which has been
shown to be an LXR target gene, is basally less expressed in
Ixra;B~'~ females compared with the wild type and not
induced by T1317 in the wild-type mice. scd1 and scd2, encod-
ing stearoyl CoA-desaturase 1 and 2, show a higher accumula-
tion in the uteri from T1317-treated wild-type mice (4.0- and
1.7-fold, respectively; p < 0.05). A not significant higher protein
level of SCD1 (3-fold) was observed only in the wild-type mice
after the T1317 treatment (Fig. 6B), whereas SCD2 was unde-
tectable in all of the samples (data not shown). These results
suggested that, as already described in other tissues, LXRs
might be involved in the regulation of fatty acid homeostasis in
the uterus.

Uteri of LXRpB-deficient Mice Present Contraction Defects—
Since myometrium is the major actor during labor, we investi-
gated whether the cholesteryl ester accumulation could modify
uterine contractile activity. Assays were thus performed on
uteri from the various genotypes in order to measure the
response of the muscle to either oxytocin or luprostiol, a PGF2«
analog. Uterus from wild-type and lxra~ '~ females presented a
similar increase of contraction amplitudes when oxytocin (Fig.
5A) or luprostiol (Fig. 5B) were added in increasing concentra-
tions in the media. Although uteri from Ixr8~'~ and lxre; 3™/~
mice presented no difference compared with the wild-type
mice in the basal contractions (Fig. 5), the organs were less
responsive to higher concentrations of oxytocin and PGF2«
analog (p < 0.01 compared with the wild-type and lxra™ '~
mice, n = 6-9).

Interestingly, the measured efficient doses of oxytocin and
luprostiol to induce the maximal amplitude of contraction were
identical in all genotypes (5 X 10~ units/ml and 3 X 10~*
mg/ml for oxytocin and luprostiol, respectively). Although
these data suggested that the amount of receptors was not
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7.5x10° hypothesized that the estradiol-
dependent activities, which regulate
the expression of various genes,
such as OXTR, could have been
altered in the engineered mice.
qPCR analyses showed that con-
traction impairment was not due to
a decrease in mRNA or protein levels of ERax and progesterone
receptor and ERRa« (Fig. 6, A and B). Altogether, these data
suggested that the phenotype observed in mice lacking LXRS
was probably more due to a muscular defect than to a drastic
steroid hormone signaling defect, as pointed out by the signif-
icant decrease of sm22« (transgelin-encoding gene) encoding
transgelin, a calponin that is expressed exclusively in smooth
muscle-containing tissues of adult animals (65% decrease in the
Ixra; 3/~ mice compared with the wild-type mice; p < 0.05).
sm22a is one of the earliest markers of differentiated smooth
muscle cells.

DISCUSSION

In this report, we detail the discovery of LXRS as an impor-
tant regulator of cholesterol homeostasis in the uterus through
its ability to modulate transcription of genes encoding proteins
that regulate cholesterol efflux (ABCA1 and ABCGL1) and fatty
acid synthesis (LPL, SREBP-1c, and SCD1/2). Besides, the uteri
of mice lacking LXR present an abnormal capacity to contract
under oxytocin or PGF2« signals. LXRB appears thus to pro-
vide a cholesterol safety valve that operates as in other tissues as
a sterol sensor and thereby maintains the concentration of free
cholesterol below toxic levels. In mice lacking LXRB, LXR«
does not present a totally redundant function.

LXRp Regulates Cholesterol Efflux within the Myocytes—The
ability of LXRs to control muscular lipid metabolism is reaching
a high interest state. Studies (35, 36) showed that LXR activa-
tion can promote triglyceride accumulation in the presence of
high glucose concentration in skeletal muscle cells, via the
induction of the expression of lipogenic enzymes, such as
SREBP1c (26), FAS (fatty acid synthase) (37), and SCD1 (38). In
parallel, LXRs have been described as regulators of cholesterol
efflux from the rough muscle by increasing the efflux of intra-
cellular cholesterol to extracellular acceptors, such as high den-
sity lipoprotein (39). Despite these data, little was known about
the role of these nuclear receptors in smooth muscle. Davies et
al. (33) pointed out that T1317 could induce triacylglycerol
accumulation in human vascular smooth muscle cells by acti-
vating FAS, SREBP-1c¢, and SCD-1. We found that mice lacking
LXRp presented a high accumulation of cholesteryl esters in
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lyceride concentration was detected
in the uterus although fas presented
a lower basal level in lxro;B '~
mice.

LXRB Deficiency Leads to Uterus
Contraction Defect—The decreased
total amplitude of contractions did
not seem to be due to a loss of mus-
cle mass, as pointed out by the
cross-sectional area analysis in

T1317 -+ -+ o+ -+ -+ -+
SM22 PGF2R ERa
alpha

B wild-type | Ixro,B

T1317 - + |- +
200 " ™8| 4 ABCA1
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FIGURE 6. The decrease in the amplitude of contraction is not linked to oxytocin or PGF2« receptor
expression or estrogen signaling pathway defects but to a muscular defect. A, RNAs were extracted from
uteri of estrogen-treated wild-type and Ixr-deficient mice. Transcripts of genes encoding hormone receptors
were quantified by real time PCR analysis (mean =+ S.E.). n = 5-8. B, representative Western blots of proteins
extracted from uteri of estrogen-treated wild-type and Ixr-deficient mice. n = 5. ERa, estrogen receptor «;
ERRe, estrogen-related receptor alpha; PR, progesterone receptor; nc- or c-SREBP-1c, noncleaved or cleaved

sterol regulatory binding protein-1c, respectively.

longitudinal layers as well as circular layers of myometrium.
Since abcgl is a target gene of LXRs in the uterus, as shown by
the induction of the mRNA accumulation after the gavage of
wild-type mice with T1317, and because its basal level was sig-
nificantly lower in mice lacking LXRB, we hypothesized that
LXR}p is a central sensor of cholesterol status of the uterine
myocytes. Moreover, this role seems to be specific for the
uterus, since the other muscles from Ixr8~/~ mice tested so far
(heart, duodenum, and quadriceps) did not show such a profile
of oil red O staining. Analysis of the molecular mechanisms
leading to such specificity would be of interest in order to
screen whether expression of cofactors within these organs
could in part explain the phenotype.

Moreover, as in other tissues, lipogenic genes are also regu-
lated by LXRs. Whether srebpIc, Ipl, and scd1/2 are specific
LXRp target genes in the uterus has not been determined yet.
The status of SCD1 and SCD2 is of particular interest. Indeed,
these enzymes are responsible for the A9-cis desaturation of
stearoyl- and palmitoyl-CoA, producing oleoyl- and palmito-
leoyl-CoA. Oleoyl-CoA is the substrate for cholesterol acyl-
transferase and enables more esterification of cholesterol.
However, no significant basal change of these enzymes was
observed in the lxra; 3™/~ mice. Besides, no clear defect in trig-
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the LXRpB-deficient mice and the
somatic index, but rather to a mus-
cular defect as suggested by the
decrease of the sm22a transcript.
Besides, although a direct role of
LXRBin the control of the contract-
ile activity of the uterus could not be
ruled out, several lines of evidence
suggest that cholesterol could mod-
ulate contractile activity of various
smooth muscles. Pharmacological
depletion of cholesterol by methyl-
B-cyclodextrin abolished induced
contractions of ureter and portal
vein (40) and arteries (41) in rats.
Conversely, Smith et al. (15) showed
that cholesterol inhibited uterus
contraction of pregnant rat by
destabilizing caveolae. Altogether,
these data prove that cholesterol
concentration has dramatic effects
on smooth muscle contraction and
that in the uterus, the cholesterol
amount is negatively correlated to
its ability to contract. Consistently,
our results show that LXR3-deficient mice, which presented an
increased cholesteryl ester concentration, exhibited a lower
capacity to contract under stimulation with oxytocin and
PGF2a analog.

It is interesting to note that although lxrf™'~ and Ixre; '~
mice apparently deliver successfully pups at term, LXR3-defi-
cient females usually show various signs of fetal resorption in
the uterine horns. In some cases, 3—9-month-old ix7B8~/~ and
Ixra;B~'~ females develop hind leg paralysis a few days or
weeks after delivery. When necropsy of these females is done,
nonexpulsed pups could be observed in uterine horns (Fig. 7A).
In rare cases, the female died giving birth (Fig. 7B). Hence, it
could be hypothesized that the LXR-signaling pathway is one of
the actors responsible for lipid change in plasma membrane of
uterus myocytes at the term of pregnancy, thus initiating the
ability of uterus to properly deliver the pups. Besides, it has been
pointed out that obese and overweight women often have dys-
functional labor. Obesity is related to many complications asso-
ciated with pregnancy (e.g. gestational diabetes mellitus, trom-
boembolic problems, and hypertensive disorders such as
preeclampsia or eclampsia) (42). It has been shown that even
with an uncomplicated pregnancy, there was a need for more
oxytocin infusion to induce labor in overweight and obese
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FIGURE 7. In rare cases, nondelivered pups are found blocked in the
uterus horn or in the vagina of LXRB-deficient mice. A, left, necropsy of a
6-month-old IxrB~/~ mouse presenting an abdominal distension and suffer-
ing of hind leg paralysis 2 weeks after delivery. Right, necropsy of a 6-month-
old Ixra;3~'~ mouse. The right uterine horn was opened. Dashed line, nonex-
pulsed fetus; asterisk, placenta; arrowheads, ovary; H, uterine horn; C, cervix;
bar,0.5cm. B, Ixra; 3~ female dead during parturition. Note the pup blocked
in the cervix/vagina.

women than in normal weight (42). Moreover, prepregnancy
body mass index (43, 44) and increase in its category (45)
during pregnancy have been found to be high risk factors for
caesarean delivery at term of pregnancy for failure to pro-
gress in the labor. However, the molecular mechanisms by
which obesity and overweight lead to difficult labor remain
unknown so far. Nevertheless, the [x78~/~ females could be
considered as the first engineered mice presenting an abnor-
mal contraction of uterus that could be used to understand
how disequilibrium in the lipid diet could interfere with a
normal parturition in humans. Screening of new specific tar-
gets of LXRB would thus be helpful to study side effects of
the overweight on labor.

LXRa Does Not Have Redundant Functions in the Uterus—It
has been generally admitted that LXRB is ubiquitously
expressed, whereas LXRa expression is limited to tissues where
lipid metabolism is high. Actually, it looks as if very few tissues
do not express LXRS (46). So far, few physiologic functions
have been associated with LXRp in vivo, since, conversely to
Ixra™’~ mice, IxrB~/~ mice do not present clear cut pheno-
types. Until now, only two functions have been reported for
LXRp in mice. Komuves et al. (47) were the first to report an
alteration in the LXRpB-deficient mice, which presented an
abnormal differentiation of the epidermis, whereas LXRa-defi-
cient mice appeared normal. The authors showed that only
LXRPB was present in the affected tissue, suggesting that this
phenotype could develop because of the lack of LXRa expres-
sion and thus the absence of any possible redundancy. In the

4700 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

testis, we> and others (48, 49) described that LXRS3 was impor-
tant for the regulation of the cholesterol metabolism in Sertoli
cells. Conversely to epidermis, LXRa is expressed in the Sertoli
cells.” The present data point out a combined phenotype of
cholesteryl ester accumulation and lower contraction capacity
due to the lack of LXRB while LXR« is expressed. This fact has
to be paralleled with the phenotype observed in the lxra™/~
mice fed a high amount of cholesterol, where the presence of
LXRP could not rescue the regulation of cyp7al (50). Hence,
although both receptors could bind the same DNA sequence in
vitro (17), LXRa and LXRp can differentially regulate gene
expression, and thus in the uterus they clearly do not have over-
lapping roles. These data strongly support the existence of spe-
cific molecular mechanisms leading to LXRS transactivation,
such as specific promoter sequences or specific cofactors for
each isoform. Such elements remain to be discovered.
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Résultats

Conclusions :

Cette ¢tude démontre qu’une déficience en récepteur LXRp entraine un phénotype délétere
dans la physiologie du myomeétre utérin. Ces travaux mettent en évidence pour la premiére fois un
mécanisme spécifique & LXRP. Les souris invalidées pour cette isoforme présentent en effet une
accumulation d’esters de cholestérol anormale au sein méme des myocytes utérins, a la fois dans les
cellules de la couche musculaire circulaire et longitudinale. Peu de données concernant le réle de ces
récepteurs nucléaires dans la physiologie des muscles lisses sont disponibles actuellement. Dans des
cellules humaines de muscle lisse vasculaire, 1’activation des LXRs par du T0901317 provoque une
accumulation de triglycérides via I’activation des genes srebplc, fas et scd-1 (Davies, et al., 2005).
Nos travaux montrent un mécanisme de régulation du métabolisme du cholestérol spécifique du tissu.
En effet, aucun des autres muscles testés (quadriceps, muscle cardiaque et muscle lisse intestinal) ne
présente cette accumulation lipidique. Ce phénotype résulte d’une séquestration du cholestérol
intracellulaire, provoquée par la diminution basale de I’expression d’abcgl et I’absence d’induction
des génes abcal et abcgl. A cette accumulation anormale est associé un défaut de I’activité contractile
des utérus en réponse a une stimulation par 1I’ocytocine ou la prostaglandine F2a, pouvant conduire
dans de rares cas a un blocage des feetus en position utérine, voire cervicale, entrainant une paralysie

de I’arriére-train de la mére puis sa mort.

Ces travaux apportent de nouveaux éclairages concernant les relations entre le métabolisme du
cholestérol et la physiologie de la contraction utérine. A terme, cette étude permettra de mieux préciser
les mécanismes moléculaires responsables des troubles de 1’accouchement chez les femmes enceintes

en surpoids ou obéses.
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Discussion et perspectives

Au cours de ce travail de thése, nous avons montré pour la premiére fois le role physiologique

des récepteurs nucléaires LXRs dans la fonction de reproduction chez la souris femelle in vivo. Ainsi,
. . . - , . . -

au niveau ovarien, les souris Ixra; " présentent-elles plusieurs signes cliniques du syndrome

d’hyperstimulation ovarienne : augmentations ovariennes en masse et en volume, hémorragies au sein

des corps jaunes, perturbations de la perméabilité vasculaire et production anormale d’cestradiol. Dans

des cas extrémes, 1’induction de I’ovulation entraine des hémorragies lutéales massives.

Au niveau utérin, nos travaux mettent en évidence le role de LXR[ dans le maintien de
I’équilibre lipidique dans le myometre. Les souris invalidées pour cette isoforme présentent une
accumulation anormale d’esters de cholestérol dans les myocytes utérins, due a une diminution basale
de I’expression du géne codant le transporteur de cholestérol ABCGI et a une absence de régulation
des geénes codant ABCA1 et ABCGI. Par ailleurs, le muscle utérin de ces animaux posséde une
activité contractile diminuée en réponse a des signaux hormonaux, pouvant dans de rares cas

empécher I’expulsion des feetus au terme de la parturition.

I. Au niveau ovarien

A.  Les LXRs régulent la stéroidogenése ovarienne

Il est aujourd’hui connu que les LXRs sont des régulateurs importants de la stéroidogenese
(pour une revue, voir Volle et Lobaccaro, 2007). Au niveau ovarien, la seule étude disponible montre
que I’administration de GW3965 ou de T0901317 a des cellules humaines de la granulosa lutéinisées
en culture réduit la production de progestérone, via une diminution des ARNm des génes star, p450scc
et 3Phsd et via un efflux du cholestérol intracellulaire (Drouineaud, et al., 2007). Ces données ex vivo
sont en totale contradiction avec les travaux de notre laboratoire qui montrent une régulation positive
des génes de la stéroidogenése surrénalienne (Cummins, et al., 2006) et testiculaire (Volle, et al.,
2007, annexe 1), entrainant une augmentation de la production des stéroides. Nos travaux montrent
également une stimulation de la stéroidogenése in vivo par le T0901317, via une augmentation de
I’expression des génes star et p450scc. Tandis que I'utilisation de I’agoniste n’a aucun effet sur la
concentration plasmatique de progestérone, son administration par voie orale aux souris sauvages
permet une augmentation de I’cestradiolémie. Il est a noter que les souris déficientes en LXRs
présentent également une cestradiolémie accrue et une augmentation de 1’expression de p450scc. Ces
données sont en accord avec plusieurs études suggérant que 1’absence des LXRs conduit a une levée

de la répression basale de plusieurs geénes cibles (Wagner, ef al., 2003 ; Cummins, et al., 2006). Chez
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les femmes présentant des symptomes d’OHSS, I’cestradiolémie, indicateur de la réponse ovarienne,
est un marqueur de la progression de la pathologie (Delvigne et Rozenberg, 2002). En effet, chez les
femmes qui suivent des protocoles d’induction de I’ovulation dans I’objectif d’une procréation
médicalement assistée, lorsque 1’cestradiolémie est trop élevée, le traitement par les gonadotrophines
est temporairement suspendu jusqu’a ce que les valeurs plasmatiques d’cestradiol atteignent des
concentration acceptables (Grudzinskas et Egbase, 1998). Par ailleurs, si 1’cestradiol n’est pas le
facteur majeur influengant le déclenchement de la pathologie, il est impliqué dans la progression des
symptomes. Sachant que les LXRs sont des régulateurs importants de la stéroidogenése, il est possible
que les forts taux d’cestradiol chez les souris invalidées soient a 1’origine des symptomes
d’hyperstimulation chez ces souris. Afin de compléter ce travail, nous proposons de réaliser des

expériences d’induction de ’ovulation couplées a I’utilisation d’anti-cestrogénes chez ces souris.

En effet, si I’utilisation d’antagonistes d’ER pouvait annuler le déclenchement des signes d’OHSS,
I’cestradiol serait sans doute le primum movens du déclenchement des symptomes chez les souris

Ixrog o

B.  L’intégrité vasculaire des ovaires est-elle a ’origine de ’OHSS ?

Nos travaux montrent que les protocoles de super-ovulation utilisés chez les souris provoquent
des déréglements de la perméabilité vasculaire ovarienne. Chez la femme, les syndromes
d’hyperstimulation ovarienne sont associés a une augmentation de la perméabilité vasculaire. Le
facteur responsable de ce trouble est VEGF. Par ailleurs, il est connu que le géne vegf est une cible des
LXRs (Walczak, et al., 2004). Toutefois, nous n’avons pas mis en évidence de dérégulations de ce
géne dans les ovaires des souris Ixra;3”. Il est a noter que la source de production de VEGF a
I’origine des OHSS n’est pas clairement définie. Levin et al. (Levin, et al., 1998) ont montré que
I’OHSS est li¢ a une augmentation de VEGF dans le fluide folliculaire, menant a une dérégulation de
la perméabilité ovarienne. A 1’inverse, une étude récente suggeére que VEGF serait un mauvais
marqueur prédictif (Kung, ef al., 2007). Par ailleurs, une étude montre que les femmes ayant un risque
de développer un OHSS possédent des concentrations de VEGF folliculaires plus faibles et des
concentrations sériques plus fortes que les femmes a faible risque (Pellicer, ef al., 1999). De plus, il est
connu que les cestrogénes peuvent stimuler la production de VEGF au niveau utérin (Girling et
Rogers, 2005). Prises ensemble, ces données suggérent que les signes d’OHSS développés par les
souris déficientes en LXRs ne seraient pas uniquement dus a une augmentation de 1’expression du

gene vegf au niveau ovarien. Pour cette raison, il sera important de doser la protéine VEGF dans le

plasma de ces souris.
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Le syndrome d’hyperstimulation ovarienne est également li¢ a une augmentation massive de
I’angiogenése ovarienne, via VEGF, mais aussi via d’autres médiateurs, comme 1’angiogénine
(Aboulghar, et al., 1998). Outre son role dans la régulation du métabolisme lipidique, la protéine
ANGPTL3 semble impliquée dans la formation des vaisseaux sanguins (Camenisch, et al., 2002). Par
ailleurs, le géne angptl3 est directement régulé par les LXRs (Kaplan, ef al., 2003). Prises avec le fait
que le géne vegf est une cible directe de ces NRs, le role direct des LXRs dans I’angiogenése
ovarienne n’est pas a exclure. Ainsi, on peut supposer que les signes d’OHSS des souris déficientes en
LXRs pourraient étre dus en partie a des perturbations de la vascularisation. Il sera intéressant de

mesurer la__densité vasculaire des ovaires des souris _transgéniques par marquage

immunohistologique du facteur VIII de Von Willebrand, marqueur des cellules endothéliales, puis par
le comptage des vaisseaux sous microscopie (Weidner, et al, 1991). La dynamique de la
vascularisation étant un processus contrdlé et primordial dans la mise en place et la régression du
corps jaune (pour une revue, voir Hazzard et Stouffer, 2000), nous proposons d’étudier I’angiogenése

dans le corps jaune cyclique et gestatif.

Il sera par ailleurs important d’analyser les causes moléculaires de la perméabilité vasculaire a
I’origine des hémorragies des ovaires des souris /xre; 8. Chez la rate hyperstimulée, modéle d’OHSS,
la perturbation de la perméabilité vasculaire est associée a une diminution du transcrit et de la protéine
Claudine 5 impliquée dans les jonctions serrées (Kitajima, et al., 2006). Schématiquement, I’intégrité
des barriéres endothéliales est assurée par les jonctions cellulaires. Les cellules endothéliales

possedent trois types de jonctions (pour une revue, voir Orlova et Chavakis, 2007) :

- Les jonctions serrées (Zonula Occludens), en position apicale, peuvent étre formées
d’occludines, de claudines ou de JAM (junctional adhesion molecules), reliés au
cytosquelette par des molécules de type ZO (Zona Occludens)

- Les jonctions adhérentes (Zonula Adherens) sont formées par les cadhérines et reliées au
cytosquelette par des caténines

- Les jonctions «gap» qui forment des canaux par |’assemblage de protéines

transmembranaires.

Une étude a par ailleurs montré que I’effet perméabilisant de VEGF sur les vaisseaux est en
partie di a une diminution d’occludine et a une perte de ZO-1 au niveau des jonctions endothéliales

(Wang, et al., 2001). 1l sera donc important de repérer d’éventuelles perturbations des jonctions

cellulaires endothéliales par microscopie électronique. Les taux des protéines entrant dans la

constitution d’éventuelles jonctions perturbées chez les souris déficientes en LXRs ainsi que

Panalyse de P’expression de leurs génes pourront étre mesurés par western blot et qPCR

respectivement.
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Cette approche pourrait sans doute contribuer a expliquer la formation de la plaque
d’athérome. En effet, des défauts des jonctions endothéliales contribuent a la progression de la Iésion
(pour une revue, voir Kolodgie, et al., 2007). Comme nous avons montré au niveau ovarien que la
perte des LXRs résultait en une perturbation de la perméabilité vasculaire, nous soulevons 1’hypothése
selon laquelle I’effet anti-athérosclérotique de ces NRs pourrait au moins en partie dépendre du
maintien de I’intégrité des barriéres endothéliales. Pour tester cette hypothése, nous proposons donc

d’étudier par microscopie électronique I’intégrité des jonctions cellulaires au niveau de la plaque

d’athérome chez des souris modéles Idlr’” ou apoe” en réponse 3 un agoniste des LXRs.

C. Existe-t-il un lien entre les voies de signalisation par la FSH et les

oxystérols ?

A D’inverse des travaux de Steffensen et al. (Steffensen, et al., 2006) qui montrent que des
ovocytes prélevés chez des souris Ixra;f” sont incapables de reprendre la méiose en réponse & une
stimulation par la FSH, nos travaux suggerent que la réponse ovarienne a cette gonadotrophine est
accentuée chez ces animaux. En effet, l’induction de 1’ovulation par [1’administration de
gonadotrophines exogenes provoque l’ovulation d’un plus grand nombre d’ovocytes que chez les
souris sauvages. Cette différence peut dépendre d’un recrutement plus important des follicules, étape
sous le controle de la FSH. Nos travaux suggérent donc que le trouble de reprise de la méiose est
indépendant de la réponse a la FSH et que I’absence des LXRs perturbe des cibles moléculaires en
aval de son récepteur. De méme, nous n’avons pas mis en évidence de dérégulation du géne codant le
récepteur de la FSH au niveau ovarien chez les souris transgéniques, suggérant que les LXRs
pourraient controler la réponse a cette gonadotrophine en aval du récepteur. 1l sera donc important

d’étudier les relations entre la signalisation par la FSH et par les oxystérols. En réponse a des

agonistes des LXRs sur des cultures de cellules de la granulosa, 1’activité du récepteur de la FSH
pourra étre étudiée par la mesure des taux intracellulaires d’AMPc (pour une revue, voir Richards,
2001). Les effecteurs cellulaires en aval du récepteur, notamment la PKA, pourront également étre

étudiées par la mesure de leur niveau de phosphorylation.

D. Le phénotype ovarien est-il un phénotype primaire ?

A niveau testiculaire, notre laboratoire a montré que les souris invalidées pour LXRa

présentent une hypotestostéronémie intrinséque liée a une perte de la régulation des enzymes de la
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stéroidogenése par les LXRs, mais également a une diminution de la LH plasmatique associée a une
diminution de la transcription du géne Slh hypophysaire (Volle, et al., 2007, annexe 1). Les
hypophyses des souris Ixra; 8 présentent des altérations de leur structure, avec des vacuolisations
intracellulaires associé¢es a une accumulation d’esters de cholestérol (données non publiées). Ainsi
I’influence de I’hypophyse dans 1’apparition des troubles ovariens n’est pas a exclure. Sachant que (1)
les souris Ixra; 8 présentent une production accrue d’cestradiol en réponse au T0901317, que (2) les
cellules de la granulosa sont le site majeur de production d’cestrogénes sous le contréle de la FSH et
que (3) le récepteur de la FSH est exprimé spécifiquement dans les cellules de la granulosa chez les

femelles (pour une revue, voir Hermann et Heckert, 2007), la_création de souris transgéniques

invalidées pour les génes codant LXRa et LXRp spécifiquement dans les cellules de la granulosa

serait un modéle de choix. L’ ajout de sites de recombinaison spécifique Lox dans les génes Ixra et

Ixrf (Ixra-flox et Ixrf-flox) est actuellement en cours dans le laboratoire de David J. Mangelsdorf (J-
M.A. Lobaccaro, communication personnelle). La création de souris transgéniques exprimant la
recombinase Cre spécifiquement dans les cellules de la granulosa sous le contréle du promoteur du
récepteur de la FSH et leur croisement par les souris /xrs-flox permettra d’étudier la part relative de
I’ovaire et de ’hypophyse dans le déclenchement des symptomes de 1’hyperstimulation ovarienne. Par
ailleurs, si I’origine du phénotype est ovarienne, ces animaux seront un modele de choix dans I’étude

des mécanismes moléculaires sous-jacents a I’apparition des OHSS.

Comme les symptdmes de I’OHSS sont clairement liés a une réponse inflammatoire excessive
(pour une revue, voir Elchalal et Schenker, 1997), Enskog et al. (Enskog, et al., 1999) ont émis
I’hypothese selon laquelle une sensibilité immunologique excessive pourrait étre un facteur de risque
dans 1’apparition des signes de la pathologie. L’étude conduite a révélé que les femmes qui
développent un OHSS ont une prévalence d’allergies plus forte que les femmes témoins. Sachant que
les LXRs sont des facteurs ayant un role anti-inflammatoire, on peut supposer que ’apparition des
symptomes d’hyperstimulation ovarienne peut étre due a une dérégulation des facteurs pro-
inflammatoires. Ainsi pouvons-nous émettre les deux hypotheses suivantes : (1) les LXRs serviraient a
controler I’activation des facteurs pro-inflammatoires au moment de I’ovulation et (2) les LXRs
maintiendraient un état immunologique contr6lé au niveau de 1’organisme et la perte de ce contrdle
chez les souris Ixra; 3" serait responsable d’une sensibilité immunologique accrue. Il serait donc
important de comparer le statut inflammatoire des souris déficientes en LXRs et des souris sauvages.
Par ailleurs, une ¢étude similaire menée sur des souris ovariectomisées permettrait d’établir la part
relative du statut inflammatoire ovarien par rapport au statut inflammatoire général. Nous proposons

donc de traiter quatre groupes d’animaux : des femelles sauvages ovariectomisées ou non et des

femelles Ixra; 8~ ovariectomisées ou non. Nous préléverions ensuite les macrophages péritonéaux et

comparerions 1’expression des génes impliqués dans les processus immunologiques par une approche

transcriptomique a grande échelle. Ainsi, I’identification des facteurs dérégulés chez les souris non
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ovariectomisées par rapport aux souris sauvages nous renseignera précis€ément sur la cascade
d’événements conduisant aux troubles observés. Par ailleurs, chez des souris ovariectomisées, la
découverte de facteurs dérégulés chez les souris déficientes en LXRs, donc d’origine extra-ovarienne,

nous indiquera si le statut inflammatoire général est perturbé chez ces souris.

E. Les LXRs a ’origine de la pathologie humaine ?

Méme si I’étiologie complete de I’OHSS n’est pas encore complétement élucidée, plusieurs
facteurs de risque ont été identifiés, notamment un age jeune, une sensibilité immunitaire accentuée,
de forts taux d’cestradiol sériques, le syndrome des ovaires polykystiques et 1’indice de masse
corporelle (IMC ; pour une revue, voir Delvigne et Rozenberg, 2002 ; Budev, et al., 2005). Les
femmes obéses qui suivent des protocoles de PMA ont des taux de succes plus faibles que les femmes
non obéses (Maheshwari, et al., 2007) et il existe une corrélation entre I’IMC et le taux d’échec en
FIV (Ferlitsch, et al., 2004), suggérant que des perturbations dans le métabolisme lipidique pourraient

étre au moins en partie a 1’origine du syndrome. Nous proposons ainsi de séquencer les génes Ixra et

Ixrf chez des femmes atteintes d’OHSS a partir de prélévements sanguins, afin de mettre en

évidence un éventuel déséquilibre de liaison avec des polymorphismes particuliers des génes Ixra et

Ixrp. 11 sera également important d’établir des mesures des taux de transcription des génes cibles

des LXRs connus pour étre impliqués dans I’OHSS par des techniques de qPCR sur des biopsies

d’ovaires issus de patientes développant le syndrome. Par la suite, les promoteurs des génes

identifiés comme étant dérégulés pourraient étre séquencés. En effet, si actuellement aucune

pathologie humaine n’a jusqu’alors été associée a des mutations dans les génes codant les LXRs, les
séquences de promoteurs de leurs génes cibles n’ont a notre connaissance jamais été¢ analysées mais

I’existence de mutations des LXREs n’est toutefois pas a exclure.

I1. Au niveau utérin

A.  LXRp est essentiel pour les contractions musculaires utérines

Au moment de 1’accouchement, d’importants changements lipidiques s’opérent chez la mere.

En particulier, chez les femmes, on observe une augmentation des concentrations de cholestérol
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circulant et au niveau myométrial (Potter et Nestel, 1978). Le role principal de cette augmentation
semble Etre une stabilisation du récepteur de 1’ocytocine dans les myocytes (pour une revue, voir
Gimpl et Fahrenholz, 2001). A l’inverse, une étude a montré qu’une augmentation anormale de
cholestérol dans les myocytes utérins réduit I’amplitude des contractions provoquées par 1’ocytocine
chez la rate et un épuisement en cholestérol conduit & une augmentation des contractions musculaires
(Smith, et al., 2005). Au total, ces données montrent que le cholestérol est un élément essentiel au
processus de parturition, mais ses concentrations doivent étre impérativement régulées. Nos travaux
mettent en évidence que la perte des LXRs conduit a une diminution basale de 1’expression du géne
abcgl et une absence de régulation des geénes abcal et abcgl en réponse au T0901317. Cette
perturbation transcriptionnelle s’accompagne d’une séquestration du cholestérol intracellulaire, qui est
stocké dans les myocytes sous forme estérifiée. En paralléle, nous montrons que cette accumulation
lipidique est associée a un défaut de contraction des utérus des souris déficientes en LXR[ en réponse
a une simulation hormonale. Afin de poursuivre ce travail, il serait important d’étudier le mécanisme

moléculaire sous-jacent au défaut de contraction musculaire. La réalisation des mesures des

contractions d’utérus isolés de souris [xr8” aprés un épuisement en cholestérol par de la méthyl-

B-cyclodextrine, apporterait la preuve définitive que 1’accumulation d’esters de cholestérol est la

cause de la perte des propriétés contractiles utérines.

Smith et al (Smith, et al., 2005) ont montré par ailleurs que le cholestérol inhibe les
contractions utérines en déstabilisant les cavéoles. Ces derniéres sont des invaginations de la
membrane plasmique enrichies en cholestérol et en cavéolines, protéines de structure (pour une revue,
voir Taggart, 2001). La richesse en cholestérol contribue a la faible fluidité membranaire, c’est
pourquoi on associe les cavéoles a des «radeaux » lipidiques (lipidic rafts), « flottant » dans la
membrane. Les cavéolines structurent ces invaginations. Chez les mammiféres, il existe trois
isoformes de ces protéines (cavéoline-1, 2 et 3). Ces structures sont importantes dans la transduction
des signaux des cellules musculaires lisses. Les souris invalidées pour les Cavéolines 1 et 3 ne
possedent pas de cavéoles (I’absence de Cavéoline 1 déstabilise la cavéoline, les trois isoformes
n’étant pas alors fonctionnelles) et développent une cardiomyopathie (Park, et al., 2002). Les cavéoles
permettraient un contact entre le réticulum sarcoplasmique et les canaux ioniques de la membrane
plasmique (pour une revue, voir Bergdahl et Sward, 2004). A I’exception du muscle utérin, les
cavéoles semblent ainsi impliquées dans la promotion des contractions des muscles lisses. A I’inverse,
la déstabilisation des cavéoles est associée a une diminution des contractions utérines. Chez la femme,
les élévations de cholestérol myométrial sont également associées a une diminution de I’activité

contractile (pour une revue, voir Noble, et al., 2006). Nous proposons de tester si I’élévation de

cholestérol dans les myocytes des souris /x73” est associée 3 une modification du nombre et de la

structure des cavéoles par microscopie électronique. En paralléle, la mesure des transcrits des

genes codant les trois cavéolines sera réalisée par qPCR.
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B. Pourquoi LXRa ne peut-il pas compenser ’absence de LXR}f} ?

11 est aujourd’hui admis que 1’expression du géne [xrf est ubiquiste tandis que celle du géne
Ixra est fortement activée dans les organes possédant un fort métabolisme lipidique. Ces données sont
en accord avec le fait que beaucoup de signaux extracellulaires et de voies cellulaires peuvent moduler
I’expression du géne Ixra, peu de régulation du géne /xrf étant connues. Les souris déficientes en
LXRa présentent plusieurs phénotypes délétéres (pour une revue voir Volle et Lobaccaro, 2007).
Cependant, dans chacun des organes touchés, I’expression de Ixrf était détectable. Par exemple,
I’invalidation du géne Ixro, conduit a une stéatose hépatique chez les animaux nourris avec un régime
riche en cholestérol (Peet, et al.,, 1998). Ce phénotype est dii a une absence d’induction du géne
cyp7al en réponse a 1’élévation du cholestérol intracellulaire. Il est intéressant de noter que LXR},
pourtant exprimé au niveau hépatique, ne permet pas d’induire I’expression de ce géne. Ce phénotype
en particulier et tous les phénotypes associés a I’absence de LXRa alors que LXR[ est présent
montrent 1’existence de modes d’action distincts pour ces deux NRs. Treés peu de phénotypes liés a
I’absence de LXRP ont actuellement été décrits. Au niveau de la peau, les souris lxr présentent un
défaut de différenciation de 1’épiderme (Komuves, et al., 2002). Au niveau testiculaire, I’absence de
LXR}p résulte en un déséquilibre dans le métabolisme lipidique des cellules de Sertoli (Volle, ef al.,
2007, annexe 1). Cependant, LXRa est absent dans I’épiderme et nous n’en avons détecté que de
faibles quantités dans les cellules de Sertoli. Comme de trés faibles quantités de transcrits du récepteur
de la LH ont été mesurées dans ces cellules, on peut supposer que I’expression de Ixra observée
pouvait étre due a une légere contamination par des cellules de Leydig (exprimant fortement cette
isoforme) lors de I’enrichissement en cellules de Sertoli. Dans 1’utérus, notre étude est la seule
présentant un phénotype lié a 1’absence de LXRp dans un tissu qui exprime LXRa, mettant pour la
premiére fois en évidence un mécanisme d’action spécifique a 1’isoforme béta. Nous émettons trois

hypothéses a I’origine de ce phénomeéne.

1. Existe-il des LXRE spécifiques de LXRJ ?

A notre connaissance, aucun ¢élément de réponse capable de recruter spécifiquement
I’hétérodimere RXR/LXRP n’a actuellement été décrit. A I’inverse, plusieurs LXRE spécifiques de

LXRa existent. Parmi ces derniers, il convient de distinguer deux types d’éléments :
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- Lietal (Li et al., 2002) ont décrit trois LXRE dans le promoteur du géne Ixra: un
LXRE de type I et un LXRE de type II. Les deux isoformes des LXRs peuvent se fixer a
1I’é1ément de type I et activer la transcription d’un géne rapporteur sous son contréle tandis
que seul LXRa peut se fixer aux LXRE de type II.

- Les travaux de notre laboratoire ont montré 1’existence d’un autre type d’élément de
réponse. Le géne akrib7 posséde trois LXRE fonctionnels (Volle, et al., 2004). Les deux
isoformes des LXRs peuvent se fixer a chacun de ces trois éléments de réponse. A
I’inverse des deux autres, le LXRE le plus en position 5’ est le seul a répondre a
I’activation de LXRp par le 22(R)-hydroxy-cholstérol. Le LXRE identifi¢ dans le géne
Eng obéit a la méme regle : il peut étre fixé par les deux isoformes mais seul LXRa peut
induire I’expression d’un géne rapporteur sous son contréle (Henry-Berger et al., soumis,

annexe 2).

Les deux geénes codant ABCA1 et ABCGI1 possédent tous deux des LXRE fonctionnels
répondant aux deux isoformes des LXRs (Costet, et al., 2000 ; Sabol, et al., 2005). Ces deux geénes ne
sont donc pas des candidats idéaux pour tester cette hypothése. Cependant, 1’existence de

dérégulations d’autres geénes n’est pas a exclure. Nous proposons donc de mener une étude

transcriptomique comparant des utérus de souris sauvages et IxrB”. Les promoteurs des

éventuels génes dérégulés identifiés seront par la suite séquencés dans le but de la recherche

d'¢léments DR4, puis analysés d’un point de vue fonctionnel, par les techniques classiques de

retardement sur gel, de ChIP (Chromatin Immunoprecipitation ; immunoprécipitation de chomatine)

et/ou de transfections transitoires.

2. Certains ligands sont spécifiques des isoformes des LXRs

A notre connaissance, aucune information concernant les concentrations d’oxystérols dans
I’utérus n’est actuellement disponible. On sait maintenant que certains ligands peuvent avoir des
comportements différents vis-a-vis des deux isoformes des LXRs. Une N-Acylthiadiazoline
synthétique est connue pour étre un agoniste sélectif de LXRP (Molteni, et al., 2007). De plus,
rappelons que la riccardine C, composé d’origine végétale, est un agoniste partiel de LXRa et un
antagoniste de LXRp (Tamehiro, et al., 2005). L’existence d’un ligand endogeéne - oxystérol ou non -
ayant un pouvoir agoniste sélectif de I’isoforme béta n’est donc pas a exclure. Il sera donc important
d’identifier le ou les ligands physiologiques endogénes des deux isoformes. Nous proposons

d’analyser des extraits lipidiques de muscle utérin par une technique de SPA, couplée a une

chromatographie de type HPLC, pour identifier les molécules endogénes ligands de LXRa et/ou
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LXR. Nous étudierons leurs propriétés agonistes par ’analyse du recrutement des co-facteurs par
prop g p

FRET et ’utilisation de co-transfections transitoires de plasmides d’expression de Ixra et d’un

géne rapporteur sous le controle de LXREs. Selon la ou les molécules identifiées, la_création de

souris transgéniques invalidées pour la ou les enzymes impliquées dans la biosynthése du ligand

apportera la preuve que cette molécule est un agoniste endogeéne. Cette étude nous permettra

d’identifier de nouveaux agonistes endogénes des LXRs potentiellement sélectifs d’une isoforme.

3. A la recherche de nouveaux co-facteurs

Bien que les études cristallographiques montrent que LXRa et LXR[P adoptent la méme
conformation en présence de T0901317 et que leur identité au niveau du LBD est relativement forte
(77 % ; Svensson, et al., 2003 ; Farnegardh, et al., 2003), I’existence de ligands spécifiques d’une
isoforme suggére que les LBD des deux isoformes sont capables d’adopter des conformations
différentes pour un méme ligand, créant un environnement sélectif pour les co-facteurs. Il est
aujourd’hui connu qu’en I’absence de ligand, les LXRs sont associés a des co-répresseurs. Cependant,
I’affinité des deux isoformes pour un méme co-répresseur est différente (Hu, et al., 2003 ; Albers, et
al., 2006). Cette derniére étude a montré que 1’activité transcriptionnelle d’un NR ne se mesure pas
uniquement en fonction de sa capacité a recruter un co-activateur, mais aussi en fonction de sa
capacité a déplacer un co-répresseur en présence d’un ligand. Si les deux isoformes des LXRs ont des
différences d’affinité basale avec leurs co-répresseurs, ces différences d’affinité persistent également
apres fixation d’un ligand. Au total, il est clair que I’activité de transactivation d’un NR est fortement
dépendante du contexte cellulaire, notamment de I’expression des co-activateurs et des co-répresseurs.
Il sera donc important d’identifier des partenaires protéiques des LXRs qui conférent a LXR[} son rdle
de régulateur clé de ’homéostasie lipidique dans le muscle lisse utérin. Nous proposons ainsi de

mesurer par qPCR les taux d’expression des génes codant les co-facteurs connus des LXRs dans

le muscle utérin, et en parallele de mesurer leur affinité pour chacune des deux isoformes par

FRET. D’éventuels co-facteurs inconnus des LXRs seront recherchés par une technique de

crible en double hybride. Schématiquement, nous envisageons de transfecter a la fois: (1) un

plasmide d’expression codant une protéine de fusion LXRB-LBD/Gal4-DBD (« I’appat »), (2) un
plasmide rapporteur sous le controle d’éléments de réponse a Gal4 et (3) un plasmide codant une
protéine de fusion X-VP16 («la proie »), ou VP16 est une protéine virale activatrice de la
transcription de manicre forte et X un ADNc cloné au hasard. Si la protéine codée par ’ADNc¢ X est
capable d’interagir avec LXRp, VP-16 est rapproché du promoteur du géne rapporteur et contacte le
complexe de pré-initiation de la transcription. Cette technique engendre cependant des « faux

positifs ». Chaque « proie » potentiellement identifiée devra étre analysée par FRET.
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Au total, il est clair que le myocyte murin utérin est actuellement le seul type cellulaire connu

dans lequel il existe une spécificité d’action de LXRp. L’utilisation de cellules musculaires lisses

utérine _murines immortalisées sera donc a terme un modéle de choix dans I’étude des

mécanismes moléculaires propres a LXR.

C. La signalisation par LXR[ est-elle perturbée chez les femmes

enceintes en surpoids ?

L’obésité au cours de la grossesse est associée a de nombreux désordres, comme 1’apparition
d’un diabéte gestationnel, des troubles d’ordre thrombemboliques, une pré-éclampsie voire une
éclampsie (pour une revue, voir Andreasen, et al., 2004). Méme en absence de complications, les
femmes obéses ou en surpoids ont plus souvent besoin d’injections d’ocytocine lors du travail pour
induire des contractions. Par ailleurs, un fort indice de masse corporelle avant une grossesse ou
I’augmentation de cet index au cours de la grossesse sont des facteurs de risque de naissance par
césarienne (Doherty, et al., 2006 ; Barau, et al., 2006 ; Kabiru et Raynor, 2004). Les mécanismes
moléculaires responsables de ces troubles sont cependant inconnus & ce jour. Les souris lxra; 8 sont
un modele de choix dans 1’étude des mécanismes par lesquels un déséquilibre nutritionnel engendre

des difficultés d’accouchement. L’analyse des taux d’expression des génes Ixra et Ixrf ainsi que

leurs cibles abcal et abcgl sur des biopsies de muscle utérin réalisées lors de césariennes

renseignera sur leur implication dans les troubles observés. Au final, 1’utilisation d’agonistes des
LXRs permettant de controler le métabolisme lipidique utérin pour permettre des contractions

suffisantes lors du travail est envisagée.

Au total, nos travaux apportent de nouveaux éléments dans la compréhension des mécanismes
moléculaires a 1’origine de pathologies de la reproduction chez les femmes. A long terme, 1’utilisation
de molécules modulant D’activité transcriptionnelle des LXRs pourrait étre envisagée dans la

prévention et/ou le traitement de ces troubles.
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Article 1 : Multiple Roles of the Nuclear Receptors for Oxysterols Liver X Receptors to Maintain
Male Ferility.

Article publié dans Mol endocrinol. 2007 May;21(5):1014-27.
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Multiple Roles of the Nuclear Receptors for
Oxysterols Liver X Receptor to Maintain

Male Fertility

David H. Volle, Kévin Mouzat, Rajesha Duggavathi, Bénazir Siddeek, Pierre Déchelotte, Benoit Sion,
Georges Veyssiere, Mohamed Benahmed, and Jean-Marc A. Lobaccaro

Physiologie Comparée et Endocrinologie Moléculaire (D.H.V., KM., G.V., J.-M.A.L.) and Research
Center for Human Nutrition, Unité Mixte de Recherche, Centre National de la Recherche Scientifique
(CNRS) 6547, 63177 Aubiere Cedex, France; Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et
Cellulaire (D.H.V., R.D.), CNRS/Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM)/
Université Louis Pasteur, 67400 lllkirch, France; Centre Hospitalier Universitaire Clermont-Ferrand
(P.D.), Service d’Anatomie Pathologique, Hétel Dieu, 63058 Clermont-Ferrand, France; Laboratoire
de Biologie du Développement et de la Reproduction (B.Sio.), Equipe d’Accueil 975 Université
d’Auvergne, 63001 Clermont-Ferrand, France; and INSERM Unité 407 (B.Sid., M.B.), Faculté de

Meédecine Lyon-Sud, 69921 Oullins Cedex, France

Oxysterol nuclear receptors liver X receptor (LXR)«
and LXRp are known to regulate lipid homeostasis
in cells exposed to high amounts of cholesterol
and/or fatty acids. In order to elucidate the specific
and redundant roles of the LXRs in the testis, we
explored the reproductive phenotypes of mice de-
ficient of LXRa, LXRB, and both, of which only the
Ixra; =~ mice are infertile by 5 months of age. We
demonstrate that LXRa-deficient mice had lower
levels of testicular testosterone that correlated
with a higher apoptotic rate of the germ cells.
LXRpB-deficient mice showed increased lipid accu-
mulation in the Sertoli cells and a lower prolifera-
tion rate of the germ cells. In Ixro; =/~ mice, fatty
acid metabolism was affected through a decrease

of srebp1c and increase in scd1 mRNA expression.
The retinoid acid signaling pathway was also al-
tered in Ixro; 8=/~ mice, with a higher accumulation
of all-trans retinoid receptor «, all-trans retinoid
receptor B, and retinoic aldehyde dehydroge-
nase-2 mRNA. Combination of these alterations
might explain the deleterious phenotype of infertil-
ity observed only in Ixra; 8=/~ mice, even though
lipid homeostasis seemed to be first altered. Wild-
type mice treated with a specific LXR agonist
showed an increase of testosterone production in-
volving both LXR isoforms. Altogether, these data
identify new roles of each LXR, collaborating to
maintain both integrity and functions of the testis.
(Molecular Endocrinology 21: 1014-1027, 2007)

HE TWO MAJOR functions of the testis include
testosterone production and spermatogenesis.
Testosterone is essential for normal development of

First Published Online March 6, 2007

Abbreviations: abca1, ATP-binding cassette, sub-family A
member 1; AMH, anti-Mdllerian hormone; AR, androgen re-
ceptor; bad, BCL2-antagonist of cell death; bax, Bcl2-asso-
ciated X protein; CG, chorionic gonadotropin; cyp771ai, cy-
tochrome 11A1 cholesterol side-chain cleavage; cyp17,
cytochrome 17; dmc1, meiosis-specific recombinase-1;
DR4, direct repeat 4; fas, fatty acid synthase; 3Bhsdl, type 1
3B-hydroxysteroid dehydrogenase isomerase; IKK, inhibitor
of kB kinase; LXR, liver X receptor; Ixr/~, Ixr-deficient
mouse; qPCR, quantitative PCR; RALDH-2, retinoic aldehyde
dehydrogenase 2; RAR, all-trans retinoid receptor; RXR, 9-cis
retinoid receptor; scd, encoding the stearoyl coA-desaturase;
scp3, synaptonemal complex protein 3; srebpic, sterol re-
sponse element binding protein-1c; StAR, steroidogenic
acute regulatory protein; T1317, LXR agonist T0901317;
TUNEL, terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated de-
oxyuridine triphosphate nick end labeling.

Molecular Endocrinology is published monthly by The
Endocrine Society (http://www.endo-society.org), the
foremost professional society serving the endocrine
community.

the genital tract in males during fetal life and then for
the establishment of puberty and maintenance of male
sexual characteristics (1), as well as for spermatogen-
esis (2, 3). The spermatogenesis requires a continuous
supply of differentiating spermatogonia involving a
delicate balance between mitosis and meiosis (4).
Both androgen synthesis and reproductive capacity
are also tightly linked and regulated by various hor-
mones including LH and FSH. These gonadotropins
act, respectively, on the Leydig cells that secrete tes-
tosterone and the Sertoli cells that provide structural
and nutritional support for the developing germ cells
(4-6). Furthermore, the studies using antiandrogens
have shown that androgens from the Leydig cells are
involved in the regulation of germ cells apoptosis (7, 8).

The liver X receptors, LXRa (NR1H3) and LXRp
(NR1H2), belong to a subclass of nuclear receptors
that form obligate heterodimers with retinoid X recep-
tors (RXRs) and are activated upon binding, by their
ligands, a class of naturally occurring oxysterols (9). In
the absence of ligands, the RXR/LXR heterodimer
constitutively binds to specific sequences on the pro-
moters of the target genes and interacts with core-
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pressors (10, 11). During the last few years, LXRs have
been shown to act as major sensors of intracellular
concentrations of sterols (12). The development of
Ixr-knockout (xr—’~) mice has helped to elucidate the
roles of LXRs in various tissues (13) that are far beyond
the simple regulation of cholesterol and fatty acid ho-
meostasis (14). Identified target genes indicate that
LXRs, in addition to lipid homeostasis, are also in-
volved in glucose homeostasis, immunity, skin devel-
opment, and brain functions (15).

Even though lipid metabolism was severely affected
in Sertoli cells of the LXRB-deficient mice, they did not
present any infertility. However, we and others have
recently shown that mice deficient of both LXRs are
completely infertile by around 5 months of age (16, 17),
which suggests that both LXRs could have redundant
functions in the testis, such that only the absence of
both the isoforms causes infertility.

The aim of the present study was to further identify
the physiological roles of both LXRs in testis using
LXR-deficient mouse models. Here, we show specific
cell-type expression patterns of Ixra and Ixr3 and de-
fine complementary and/or redundant roles of both
isoforms in testicular physiology. We also demonstrate
that LXRa and LXRpB are involved, respectively, in
germ cell apoptosis and proliferation. Additionally,
they regulate testosterone synthesis, retinoid metab-
olism, and lipid metabolism in response to a specific
agonist in vivo. Combination of all these altered path-
ways in Ixr~’~ mice explains the infertility observed,
even though the alteration in lipid metabolism seems
to have a central role leading to the phenotype. Taken
together, our results show novel roles for RXR/LXRa
and RXR/LXRp to maintain testicular integrity and re-
productive functions in male.

RESULTS

Male Mice Deficient of Both LXRa and LXR
Develop Infertility Associated with a Complete
Loss of Germ Cells

To explore the mechanisms underpinning the infertility
in Ixra; 87/~ mice, male mice of various Ixr genotypes
(n = 4-5) were bred with three to four wild-type fertile
females, and the presence of vaginal plugs was mon-
itored daily. Consistent with previous reports (17, 18),
no infertility was observed in Ixra™’~ and Ixrf/~
males up to 14 months of age (Fig. 1, A-C). In contrast,
infertility was observed in Ixra; 3~/ mice (16, 17) by
the age of 5 months, clearly suggesting some com-
plementary and/or redundant functions between the
LXR isoforms. Up to 5 months of age, Ixre; 3™/~ males
showed no alteration in their reproductive capacities
compared with wild-type males (Fig. 1, A-C). When
lxra;B’/’ males older than 5 months were used, there
was a significant decrease in the number of vaginal
plugs and only 55% of the females became pregnant
(Fig. 1, A and B). The number of pups per litter dra-
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matically fell when 5- to 7-month-old Ixre; 37/~ males

were used. Finally, Ixre;3~/~ males older than 7
months were unable to impregnate the females, dem-
onstrating complete infertility (Fig. 1B). Altogether,
these data suggested alterations in the male fertility
starting around 5 months of age. In addition, a signif-
icant decline in the testis weight was observed at 9 to
10 months of age only in the Ixra; 7/~ (Fig. 1D), when
the testis showed, based upon histological examina-
tion, complete loss of germ cells.

A close observation of the testis histology showed
that no major alterations were observed in the testes of
Ixra~’~ mice up to 14 months of age, whereas Ixr "/~
mice only presented some vacuoles in the Sertoli cells
at up to 12 months of age (data not shown). Dramatic
changes in histological characteristics could be ob-
served with aging in Ixra; 8™/~ mice (Fig. 2A, f-j) when
compared with the wild-type controls (Fig. 2A, a—e). In
Ixra; 37/~ mice, histologically visible alterations ap-
peared around 3.5 months of age, characterized by
larger interstitial/Leydig cells and the presence of
vacuoles in Sertoli cells (Fig. 2Ag). At 5.5 months,
20-30% of the Ixra; 3™/~ testis presented abnormal
tubules (Fig. 2Ah) with cell aggregates in the center of
the tubules without any spermatozoa. These aggre-
gates seemed to be germ cells and not Sertoli cells,
based on the absence of the androgen receptor im-
munostaining (Fig. 2B). With aging, the percentage of
abnormal tubules increased and by 10 months most of
the tubules were totally empty without any spermato-
zoa (Fig. 2Ai), by which time the mice were already
completely infertile. It could be noticed that the nu-
merous vacuoles were still present in the Sertoli cells.
By 12 months, the testis morphology was completely
disorganized, as shown by the presence of signs in-
dicating that cholesterol crystals occurred (angular-
shaped vacuoles), calcifications, as well as necrosis of
both interstitial tissue and seminiferous tubules, and
macrophage invasion (Fig. 2Aj). Oil red O staining
showed that vacuoles in Sertoli cells of IxrB~/~ and
Ixra; 37/~ correspond to lipids (data not shown). Bio-
chemical analyses of the lipids showed that the accu-
mulation was mainly due to cholesteryl esters (Fig.
2C). Consistent with a previous report (17), accumu-
lation of cholesteryl esters was higher in Ixre; 3/~ than
in IxrB~~ mice (data not shown).

LXRa and LXR Are Differentially Expressed in
Various Cell Types of the Testis

Altogether the previous data suggested that both
LXRs isoforms are involved in the maintenance of tes-
ticular functions and morphological integrity. To iden-
tify the putative roles of LXRa and LXRp, we analyzed
their respective expression patterns in different testic-
ular cell types, which were selectively purified. The
mRNA expression pattern of /hcgr and fshr, encoding
the LH-chorionic gonadotropin (CG) and FSH recep-
tors, respectively, was used to ensure the purity of the
cell populations obtained. As shown in Fig. 2D, Ixra is

Downloaded from mend.endojournals.org at SCD Universite Louis Pasteur on May 9, 2007


http://mend.endojournals.org




1016 Mol Endocrinol, May 2007, 21(5):1014-1027

>

Number of matings/male

<12 >12 | <12 >12 | <5 57 7-12 >12
Age of males (months)

<12 >12

@)

D Ixro i+~
Ixret-
Ixrp
W xrep”

Number of pups/litter
n

<12 12 © <12 >12 ' <6 57 7-12 >12
Age of males (months)
Fig. 1. Fertily of Ixr~/~ Mice

=12 =12

Volle et al. ® LXRs and Testis Functions

B

51007

© ma

S 80T

@

w

S 60T .
‘©

w

o 407

@

=

g 20

© i

o = -

& <12 512 ' <12 512 ' <12 512 ' <5 57 7-12 »12

Age of males (months)

-

Testis weight (% of the whole body) O
w

Age of males (months)

A, Number of matings per male. Pairing between wild-type females and males from various genotypes was monitored daily for
the presence of a vaginal plug to determine whether mating occurred. B, Percentage of deliveries. After 19-20 d, efficacy of
mating was visually inspected by the female delivery. C, Number of pups per litter. D, Testis weight of the wild-type and LXR
knockout mice compared with the total body weight. Number of mice for each experiment, n = 4-5. All the histograms are

indicated as mean * sem. One-way ANOVA: *, P < 0.05.

highly expressed in Leydig and germ cells (spermato-
cytes and spermatids). Conversely, Ixrf is expressed
in Sertoli cells and at a lower level in germ cells but not
in interstitial cells. These results suggested that LXR
isoforms might have some specific functions in Sertoli
and Leydig cells and redundant functions in germ cells
as suggested by the coexpression in germ cells. This
hypothesis was consistent with the fact that germ cell
loss was only found in Ixre; 3/~ males.

LXRa and LXRf Are Involved in Apoptosis and
Proliferation, Respectively, in Mouse Testis

Many studies have demonstrated that testis integrity
and spermatogenesis are controlled by a balance
between proliferation and apoptosis (19). The mRNA
of cyclinA1, one of the most important cyclins in
postmitotic germ cells (20), was less accumulated in
Ixra; 37/~ than in wild-type testis at 2.5 months (P <
0.07), whereas no significant change was observed
for cyclinE, cmyc, and cmyb (Fig. 3A). The mRNA
expression of cyclinA1 was further decreased at 4.5
months (Fig. 3A). Quantification of proliferation us-
ing Ki67 immunochemistry (Fig. 3B) showed that the
number of proliferating cells was significantly lower

in IxrB~/~ and Ixre;f’~ mice compared with the
wild-type (decreased by 27% and 43%, respec-
tively; P < 0.05), whereas the Ixra™’~ mice showed
a tendency to have 21% more Ki67-positive cells
(P = 0.07). Consistent with this fact, mMRNA accu-
mulation of cyclinA1 was significantly lower in
IxrB~/~ and Ixra; 3~/ mice (Fig. 3C), suggesting that
LXRp is involved in germ cell proliferation.

With respect to the apoptotic pathway, significantly
higher mRNA expression of several genes including
TNFa, the essential regulatory subunit NF-«B essential
modulator/inhibitor of «B kinase (IKK)y of the IKK
complex (21), and Bad (Bcl2-antagonist of cell death)
and lower mRNA accumulation of androgen receptor
(AR) were observed in Ixra; 3/~ compared with the
wild-type mice (Fig. 3D). Interestingly, all these alter-
ations in mRNA expression were amplified by 4.5
months of age in Ixra; 37/~ mice. Moreover, the mRNA
expression of the proapoptotic gene Bax (Bcl2-asso-
ciated X protein) was higher and that of the antiapop-
totic gene Bcl2 (B-cell CLL/lymphoma 2) was de-
creased in Ixra;f/~ compared with the wild type.
These results were confirmed at the protein level by
Western blot analysis (Fig. 3F). Study of apoptosis
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A, Hematoxylin-Eosin-Safran staining from wild-type (a-€) and Ixra; 3™/~ (f-j) mice at 2.5, 3.5, 5.5, 10, and 12 months of age.
Original magnification, X100. Arrows indicate the vacuoles (v) within the Sertoli cells. Ih, Leydig hyperplasia; cc, crystal of
cholesterol; c, calcification; n, necrosis. Some tubules are surrounded by a black dashed line. B, Immunostaining of the AR in
testis of wild-type and Ixre; 3™/~ mice at 10 months of age. Counterstaining was done with hematoxylin. LC, Leydig cells; SC,
Sertoli cells; Vac, vacuole. C, Biochemical analyses of the cholesterol content (mean + sem, n = 5-6) of wild-type and Ixra; 3™/~
mice at 1, 2, and 6 months. One-way ANOVA: *, P < 0.05 compared with the wild-type mice. D, Relative levels of Ixra and Ixrp
in Leydig, Sertoli cells, spermatocytes (cytes), and spermatids (tides). Histograms are expressed as mean *+ sem (n = 5-6). 18S

was used as internal control.

using terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated
deoxyuridine triphosphate nick end labeling (TUNEL)
assay revealed that Ixra™/~ and Ixra; 8™/~ mice had
significantly higher number of apoptotic cells com-
pared with wild-type mice, whereas a slightly but not
significantly decreased number of apoptotic cells (P =
0.09) was observed in Ixrf~~ mice (Fig. 3B). Consis-
tent with these data, mRNA expression analyses
showed a higher accumulation of the proapoptotic
gene Bad as well as TNFa and a lower expression of
the AR in 3.5-month-old Ixra /"~ and Ixre; 3/~ mice
(Fig. 3, D and E). However, no alteration in the AR
protein level was observed in these mice (data not
shown). It appears thus that LXRa might be involved in
the regulation of the apoptosis in the testis.

It is interesting to note that in the IxrB~/~ mice the
lower proliferation rate is counterparted by a tendency
to a lower apoptosis (Fig. 3B). In contrast, in Ixra™/~
mice the higher apoptosis rate observed was associ-
ated with a tendency of a higher proliferation rate. The
respective proliferation vs. apoptosis ratio is not sta-
tistically different in Ixr83~/~ (11.6 = 1.3) and Ixra™/~

(6.3 = 0.7) compared with wild-type mice (9.2 + 1.4).
In contrast, this proliferation/apoptosis ratio is statis-
tically different in Ixre; 3™/~ mice (2.2 = 0.4, P < 0.05
compared with the wild-type mice).

The treatment of mice with a LXR synthetic agonist,
T0901317 (T1317), for 12 h did not alter the mRNA
expression of the genes involved in proliferation or
apoptosis, suggesting that these genes may not be
the direct LXR targets (data not shown). Supporting
this, the analysis of the 5’ flanking region of these
different genes with GEMSLauncher (Genomatix Soft-
ware, Minchen, Germany) did not identify any direct
repeat 4 (DR4) classical LXR-response element.

Testicular Testosterone Level Is Altered in Mice
Lacking LXRa

Because androgens have clearly been associated to
the regulation of germ-cell apoptosis in testis, we
checked whether the increased apoptosis observed in
mice lacking LXRa could be linked to an altered level
of androgens. Testosterone production was signifi-
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Fig. 3. Proliferation and Apoptosis Status in Testes of Wild-Type and Ixr/~ Mice

A, Relative levels of mRNA of genes encoding proteins involved in cellular proliferation (mean =+ sem). Number of mice per
experiment, n = 3-5. B, Quantification of proliferation and apoptosis in wild-type and knockout mice. Ki67 staining and TUNEL
were done as described in Materials and Methods. Mice were 3.5 months old. n = 4-6 per group. One-way ANOVA: *, P < 0.05.
C, Proliferation status in wild-type and the various Ixr knockout testes. Cyclins A1 and E, cmyc, cmyb, and AMH were studied
by gPCR as described. Mice (n = 3-6) were 3.5 months old. One-way ANOVA: *, P < 0.05. 18S was used as an internal control.
D, Apoptosis status in wild-type and knockout testes. Bcl-2, bel-XL, cflip, Bad, bax, TNFe, IKK, and AR were studied by gPCR
as described. Mice (n = 3-6) were 3.5 months old. One-way ANOVA: *, P < 0.05. 18S was used as an internal control. E, mRNA
analysis of TNFa, Bad, and AR in wild-type and the various Ixr knockout testes. Mice (n = 3-6) were 3.5 months old. One-way
ANOVA: *, P < 0.05. 18S was used as an internal control. F, Significant Western blot of Bcl-2 and BAX proteins from two wild-type

(4.5 months) and two Ixre; 37/~ (4.5 months) mice.

cantly lower in Ixra™’~ and Ixre; ™/~ compared with

their respective wild-type controls, whereas testoster-
one levels did not differ between the IxrB~/~ and the
wild-type mice (Fig. 4A). Gene expression analysis
showed that the level of type 1 3B-hydroxysteroid
dehydrogenase isomerase (3Bhsdl) was significantly
decreased in Ixra™’~ and Ixre;8/~ mice (Fig. 4B),
whereas the levels of steroidogenic acute regulatory
protein (StAR) and the cytochromes 11al (cyp17al)
and 17 (cyp17) transcripts remained unchanged. It is
interesting to note that androgen-target organs such
as seminal vesicles and vas deferens did not show any
significant change in weight (data not shown), sug-
gesting that the existing testosterone levels in Ixra ™/~

and Ixra; 3/~ mice were enough for the maintenance
of the secondary male sexual characteristics.

To study whether these low levels of testosterone
production in mice lacking LXRa could be due to a
central defect, plasma LH concentration was mea-
sured. A significantly lower concentration of LH was
found in both Ixra’~ and Ixre;f~/~ mice compared
with their controls (P < 0.05; Fig. 4C). These data were
confirmed by a lower mMRNA expression of the specific
B-chain of LH in pituitary of Ixra™’~ and Ixra; 8/~ mice
(Fig. 4D). Additionally, the Ixra™’~ and Ixre;8~/~ mice
were able to respond to human CG (hCG) challenge by
increased production of testosterone similar to their
wild-type controls. These data suggest that the lack of

Downloaded from mend.endojournals.org at SCD Universite Louis Pasteur on May 9, 2007


http://mend.endojournals.org




Volle et al. ® LXRs and Testis Functions Mol Endocrinol, May 2007, 21(5):1014-1027 1019

A : B C
. 257 . :
] 5 — 034
o 20t & =
8 3 » g 20t £
g 2 x51 & g
o =T S y5f T 027 [.H4-
8 E g 7 p
83 1.0+ s a7’ w97 £
B EV E AT 5577 ) - a2ty 3 011
§ < s 1R e | =
X A2 1
: LA A AA [
hCG e star cypiial  3fshdl cypl7 o
[=]
‘W
E 3 8
_51.5“ %
= <
= 5555
:
£ g
a=31.0~~ 5
ab])
: F “ #
5 3T 2
2
[72]
2 5 1
@ 0.5+ ‘o
3 g
o =
£ =24
2 @
& < |
E i
T1317 - + E T
2 =
o 7 ¥
s Tt 7 7
G Ixra; B Ixraf- & g
P N - / ]
a7 -+ -+ S e - o+ o+ -+
T1317
siar [ R ™ | cypiial cypt7

Fig. 4. Endocrine Parameters of the Ixr/~ Mice

A, Intratesticular levels of testosterone (mean = sem, nmol/mg tissue) in 2.5-month-old wild-type, Ixra ™/, IxrB~/~ and Ixra; 3/~
mice, stimulated or not with 5 IlU hCG. The fold inductions were obtained from the unstimulated animals of the same genotype.
Number of mice per experiment, n = 9-19. nd, Not determined. B, Basal relative expression of genes encoding steroidogenic
enzymes. Number of mice per group, n = 3-6. C, Plasma LH levels (ng/ml) obtained from 3-month-old mice of the four genotypes.
D, Relative expression of plh in the pituitary (n = 6). E, Effect of T1317 on testosterone production by testes in 2.5-month-old
wild-type, Ixra™'~, IxrB~/~, and Ixra; 87/~ mice. Number of mice per experiment, n = 10. F, Relative levels of steroidogenic genes
in testes from various genotypes gavaged vehicle or T1317 as measured by gPCR. Number of mice per experiment, n = 4-6. In
all experiments, one-way ANOVA: *, P < 0.05. For the expression analysis, 18S was used as an internal control. Histograms are
indicated as mean + sem. G, Significant Western blot of StAR and B-actin from two wild-type and two Ixra; 3™/~ (4.5 months old)
mice.

LXRa results in decreased testosterone concentra- scribed (22). On the fifth day, the mice were gavaged

tions due to central defects, whereas the sensitivity of
Leydig cells to LH remains unaffected (Fig. 4A). In
contrast, plasma concentrations and mRNA expres-
sion level for the FSH (data not shown) were not af-
fected by the loss of LXRa.

LXR Agonist Increases Testosterone Secretion

To avoid the basal differences in testosterone concen-
trations among the different genotypes used in the
experiment, mice from the four genotypes were
treated with dexamethasone for 5 d as previously de-

with the synthetic LXR agonist T1317 or vehicle and
killed 12 h later. T1317 induced a large increase in the
intratesticular testosterone concentration of the wild-
type mice (13.3-fold compared with the vehicle-ga-
vaged mice); however, this response to T1317 was
significantly lower in Ixra™’~ (5.5-fold) and Ixrf~/~
(8.3-fold) mice (Fig. 4E). The increase in testosterone
concentration was correlated with a higher mRNA ex-
pression of StAR and 3phsdl (Fig. 4F) in wild-type,
Ixra™~, and IxrB~’~ mice treated with T1317, whereas
no variations were observed in the /xra;B’/’ mice
treated with T1317. Nonetheless, cyp771at and cyp17
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were unchanged after the T1317 treatment. This effect
of T1317 on StAR accumulation was confirmed at the
protein level by Western blot analysis (Fig. 4G).

Lack of LXRs Altered Expression of the Genes
Involved in Fatty Acid Metabolism

Because fatty acid metabolism is important for repro-
ductive functions (23), we analyzed the expression
pattern of the genes involved in this pathway. mRNA
levels of srebpic (sterol response element binding
protein-1c) and fatty acid synthase (fas), encoding the
sterol response element binding protein-1c and the
fatty acid synthase, respectively, were decreased by
40% in the Ixra; 8/~ mice compared to the wild-type
mice (Fig. 5A; P < 0.05). In contrast, the level of scd1,
encoding the stearoyl coA-desaturase 1, was in-
creased by 2-fold in the Ixra; 8/~ mice compared with
the wild type (Fig. 5A; P < 0.05). No change in the
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mRNA expression was observed for scavenger recep-
tor, class B type |, encoding the scavenger receptor
B1, abca1 (ATP-binding cassette, sub-family A mem-
ber 1), and scd2. Treatment with T1317 induced the
expression of srebp1c and scd1 in the wild-type mice
(Fig. 5B), whereas no variation in the expression of fas
was observed (data not shown). Hence, whereas
srebpi1c and scdi appear to be regulated by both
LXRs, abcal appeared to be mainly under the control
of LXRB because no up-regulation with T1317 was
observed in mice lacking this isoform (Fig. 5B). This is
consistent with the specific expression of LXRp in the
Sertoli cells (Fig. 2C) paralleled with the lipid vacuoles
observed in IxrB~/~ and Ixre;3~/~ mice (data not

shown). As both isoforms are expressed in the germ
cells, it is possible that they also present similar lipid
accumulation. To check this possibility, semi-thin sec-
tions of the testes were stained with azure 2 blue, by
which lipids are stained yellow. Indeed, a lipid accu-
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Fig. 5. Analysis of the Lipid Metabolism in Testes of Wild-Type and LXR-Deficient Mice

A, Relative basal levels of mMRNA of abcal, srb-1, srebpic, fas, scd1, and scd2 in the testes from the various genotypes. Mice
were 3.5 months old. B, Relative levels of abca?, srebp1c, and scd1 in testes from wild-type and Ixra; 3/~ mice gavaged vehicle
or T1317 as measured by gPCR. Number of mice per experiment, n = 5-6. C, Azure blue 2 staining of testis semi-thin sections.
LXR-deficient mice present an abnormal accumulation of lipids (stained in yellow) in spermatids as indicated by arrows. Bar, 5

um. L, Lumen of the tubule.
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mulation was observed in the germ cells of Ixra;8/~
mice (Fig. 5C). All these results suggested that, as
already described in other tissues, LXRs might be
involved in the regulation of lipid homeostasis in testis.

The Genes Involved in Retinoic Pathways Are Up-
Regulated in LXR-Deficient Mice

The retinoid pathway has an important role in repro-
duction (24, 25). The mRNA expression of the all-trans
retinoid receptor (RAR)a and RARB was significantly
higher in Ixre; 37/~ mice (2.6- and 2.3-fold, respec-
tively; Fig. 6A), whereas no change was observed for
RARYy. These results suggested that the lack of LXRs
modified the RAR-signaling pathway. To confirm this
hypothesis, we next analyzed the expression of known
RAR-target genes. The expression of dmc1 (meiosis-
specific recombinase-1), scp3 (synaptonemal com-
plex protein 3), and raldh-2 (retinoic aldehyde dehy-
drogenase 2), encoding the meiosis-specific
recombinase, the synaptonemal complex protein 3,
and the retinoic aldehyde dehydrogenase 2, respec-

c
o
w
[72]
e
a
B
@
<
=z
o
E
@
e
k5|
(]
o«
=
c S
o T
@ o
[:+]
o
o
>
(4]
<
z
T
E
(4]
=
©
[:}]
o

scd1 srebpic cyclinA1  Bad Bax  rara

Mol Endocrinol, May 2007, 21(5):1014-1027 1021

tively, was higher in Ixra;837/~ mice compared with

wild-type mice. Because T1317 did not change the
expression of these genes 12 h after treatment and no
classical DR4 LXR response elements were found on
their promoters, we concluded that they were not
bona fide LXR target genes.

Modifications in Lipid Metabolism Could Be the
Primum Movens of the Infertility in Ixro;~/~
Males

We checked which alteration could be responsible for
the severe infertility observed in the Ixra; 37/~ males. In
1-month-old mice, the expression of the genes in-
volved in apoptosis (Bad, Bax), proliferation (CyclinA7),
the retinoic acid signaling pathway (rare, rar, dmcT,
scp3l), or steroidogenesis (StAR, cypli1al, 3Bhsd,
cyp17) (Fig. 6B) did not differ between the Ixra; 3~/

and wild-type mice. Conversely, the expression of
scd1 and srebp1c were basally modified in Ixre;f~/~
compared with the wild-type mice (Fig. 6B). This was
paralleled with a higher accumulation of cholesteryl

A

rarf  dmcil scp3 StAR cypilial 3bhsd cypl7

Fig. 6. Analysis of the Retinoic Acid Signaling Pathway in Testes of Wild-Type and Ixra; 8™/~ Mice

A, Relative basal levels of mMRNA of rara, rarB, rary, raldh-2, scp3, and dmc1 in the testes from the various genotypes. Mice
were 3.5 months old. In all experiments, histograms are expressed as mean + sem. One-way ANOVA: *, P < 0.05; **, P < 0.01.
For the expression analysis, 18S was used as an internal control. B, Relative basal levels of mRNA of scd1, srebpic, cyclinA1,
bad, bax, rara, rarp3, dmci, scp3, StAR, cyp11al, 3Bhsd, and cyp17 in the testes from the various genotypes. Mice were 1.0
months old (n = 3 for each group). In all experiments, histograms are expressed as mean + sem. One-way ANOVA: *, P < 0.05.

For the expression analysis, 18S was used as an internal control.
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esters in the testis of the same animals (P = 0.08) (Fig.
2C). It could thus be suggested that the alteration in
lipid homeostasis is the first event in this long process
of testis disorganization in the Ixra; B/~ mice.

DISCUSSION

In this work, we provide evidence for the critical roles
played by both LXRa and LXRg in the regulation of
male reproductive functions. Using quantitative PCR
(gPCR) on extracts enriched with different cell types of
the testis, we showed that these nuclear receptors
present a mirror-like profile of expression: the Leydig
cells express LXRa and Sertoli cells LXRB, whereas
the germ cells express both LXRs. Consistent with
these differential expression patterns, we demonstrate
a clear involvement of each LXR within the testis.
LXRa controls basal testosterone synthesis and is in-
volved in the control of the germ cells apoptosis. LXRB
controls lipid metabolism of Sertoli cells by regulating
cholesterol export and also germ-cell proliferation.
Moreover, both LXRs together regulate ligand-in-
duced steroidogenesis, fatty acid metabolism, and
more surprisingly the retinoic acid signaling pathway in
the testis. Our data show that the lack of LXRa and
LXRp results in severe infertility due to the combined
effect of the alterations in various pathways, of which
the alteration of lipid metabolism appears to have a
central effect in leading to this phenotype.

We recently demonstrated that LXRa regulates ad-
renal steroidogenesis (26). However, in contrast to
adrenals, the lack of LXRa resulted in a lower secretion
of testicular steroids. The lower testosterone levels
observed in the Ixra™’~ mice is probably due to the
lower LH secretion, as these mice have reduced serum
levels of LH and are still able to respond to hCG
stimulation. It is well known that glucocorticoids inhibit
the production of testosterone directly at the testicular
level (27, 28) as well as through the inhibition of the LH
secretion (29). Hence, the lower serum concentrations
of testosterone and LH in Ixre;3~/~ mice could be
secondary to the high level of corticosterone observed
in mice lacking LXRa (26). Treatment with the LXR
synthetic agonist induced an increase in the testicular
testosterone production. Because no modification of
the /h-B mRNA levels was observed in the pituitary of
the wild-type animals after the T1317 treatment (data
not shown), it could be hypothesized that LXRa was
the main isoform regulating the testicular steroidogen-
esis because of its expression in the Leydig cells.
However, the slight inductions observed in the single
knockout mice led us to postulate that LXRB might
also control steroidogenesis, probably through the ex-
pression of paracrine factors produced by Sertoli cells.
Identification of these cellular interactions is currently
under investigation.

Consistent with the expression of LXRB in Sertoli
cells, we demonstrate that abcal expression is spe-

Volle et al. ® LXRs and Testis Functions

cifically controlled by LXRp in response to a T1317
treatment, without any alteration of its basal expres-
sion. These results suggest that it might be the lack of
abcal up-regulation in response to endogenous LXR
ligand rather than a decrease of its expression that is
responsible for the lipid accumulations observed in the
Sertoli cells, as demonstrated in different LXR knock-
out models (17, 18, 30). The major impact of LXRg in
the Sertoli cells was also enlightened by the decrease
of the basal anti-Mdullerian hormone (AMH) mRNA in
both IxrB~/~ and Ixre; 37/~ mice (Fig. 3C).

Spermatogenesis is maintained by a delicate bal-
ance between cell proliferation, cell differentiation, and
cell death (19, 31). It has been hypothesized that al-
teration of these processes would result in spermato-
genic impairment, and thus infertility. Interestingly,
proliferation and apoptosis are altered in LXRB- and
LXRa-deficient mice, respectively, whereas these
mice did not show any fertility troubles. Indeed, in the
IxrB~’~ mice the lower proliferation rate was associ-
ated with a compensatory decline in apoptosis (Fig.
3B). In contrast, in Ixra’~ mice the higher apoptosis
was associated with a compensatory increase in pro-
liferation. These compensatory effects could thus be
hypothesized to explain the normal fertility in the single
LXR knockout mice. Interestingly, these adaptive pro-
cesses have been suggested to be important during
aging or infertility in humans (31). It is interesting to
note that, in Ixra; 37/~ mice, the combined effect of
lack of both LXRs led to a dramatic decline in prolif-
eration and increase in apoptosis. This could be one of
the explanations for the complete loss of germ cells,
thus leading to the infertility. Whether LXRa and LXR
could have some transcriptional effect, respectively,
on several pro- and antiapoptotic and proliferation
gene expressions is under investigation even though
no classical DR4 LXR response elements were identi-
fied in the regulating sequences of these genes using
a promoter analysis software.

Expression of both LXRs in the germ cells, even at
different levels, is of interest. Indeed, this result could
be consistent with the fact that only Ixra; 8/~ mice
show the loss of germ cells with aging. Besides, both
LXRs showed redundancy in the control of retinoid
pathway. Retinoic acids have been shown for many
years to be important actors of testicular functions.
Indeed, excess vitamin A leads to testicular lesions
and spermatogenic disorders, whereas a vitamin A
deficiency induces early cessation of spermatogene-
sis and adversely affects testosterone production (25).
Our data show that the lack of LXR leads to an in-
crease of RARa, RARB, and RALDH-2 expressions,
which should result in a more important retinoic acid
signaling, as shown by the expression pattern of the
known RAR-target genes, e.g. dmc1 and scp3, and
could lead to spermatogenic disorders. Interestingly,
lipid accumulation was already observed in Sertoli
cells of rat with a hypervitaminosis A (32), suggesting
some links between retinoids and lipids. How lack of
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LXRs could act on the retinoic acid signaling pathway
remains to be understood.

We also demonstrate that both LXR isoforms show
a redundancy in the control of lipid homeostasis. In-
deed, scd7 and srebp1c were found to be regulated by
both LXR isoforms in the testis in vivo. Noteworthy,
fatty acid metabolism is essential for male reproduc-
tion and notably in spermatozoa structure (23). Indeed,
testes have an active lipid metabolism that produces a
rearrangement of fatty acid during spermatogenesis,
and it has been suggested that troubles in fatty acid
metabolism could lead to a defect of germ-cell differ-
entiation and/or maturation (23) or a spermatozoa de-
fect as we previously reported (16).

In conclusion, we provide important evidence for
specific and common roles of LXRa and LXRB in the
testis (Fig. 7). Both the isoforms are together involved
in the regulation of testosterone production at both
testicular and pituitary levels, whereas the germ cell
apoptosis and proliferation are individually regulated
by LXRa and LXRp, respectively. In addition, LXRs
regulate lipid and retinoic acid metabolism through the
transcriptional activation of enzymes and membrane
transporters. More experiments will be necessary to
elucidate the exact sequence of events and the rela-
tive importance and combination of the various phys-
iological roles of LXRs in the testis, which will probably
require the use of cell-specific knockout strategy.

HYPOTHALAMUS

Testosterone
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Lxr-knockout mice (Ixra™~, Ixrf~/~, and Ixra;f~'7) (30, 33)
were maintained on a mixed strain background (C57BL/6:
129Sv) and housed in a temperature-controlled room with
12-h light, 12-h dark cycles. Mice were fed ad libitum with
water and Global-diet 2016S from Harlan (Gannat, France).
Mice gavaged with 50 mg/kg T1317 (Sigma-Aldrich, L’Isle
D’Abeau, France) or vehicle (methyl-cellulose) as described
(80) were previously treated with dexamethasone (Sigma-
Aldrich) for 5 d (75 ng twice a day, sc) to drop off the levels
of testosterone production (22). Indeed dexamethasone
treatment selectively inhibits serum olLH and BLH mRNA
responses to GnRH, but not the serum FSH or BFSH mRNA
responses (34). Some mice were injected with 5 IU hCG.
Twelve hours later mice were killed by decapitation less than
1.5 h after the beginning of the light cycle and exsanguinated
before organ harvest. To reduce the effect of the stress, the
time between the capture of a mouse and its death was less
than 1 min. All aspects of animal care were approved by the
Regional Ethics Committee (authorization CE2-04).

Pathology Analyses

Testes from 2- to 12-month-old mice (n = 3 animals per
group) were collected, fixed, and embedded in paraffin, and
4- to 6-um-thick sections were prepared and stained with
hematoxylin/eosin/safran. Lipid staining was performed on
cryosections from 2- and 6-month-old males with 1,2 pro-
panediol for 1 min and in Oil red O (Sigma-Aldrich) at 60 C for
7 min. Nuclei and cytoplasm were stained in Harris’ hema-

SREBP1c
SCD1

Fig. 7. Model for the Physiological Roles of the LXRs in the Testis

Testosterone production is regulated by LXRa at the testicular levels as well as at the pituitary by the control of LH secretion.
LXRB expressed in the Sertoli cells regulates the lipid homeostasis by the induction of ABCA1 and might also control
steroidogenesis through the induction of paracrine factors. In germ cells, LXRa and LXRp are involved in the processes of
apoptosis and proliferation together with the regulation of the lipid homeostasis.
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toxylin solution (Sigma-Aldrich) according to the manufactur-
er’s instructions. For semi-thin sections, chemicals were from
Sigma-Aldrich and Agar Scientific (Saclay, France). Testes
were fixed and post-fixed as previously described (35). After
dehydration, organs were embedded in propylene oxide and
epon epikote resin (vol/vol) overnight and in epon twice for
3 h. Resin polymerization was conducted at 60 C for 72 h.
Semi-thin sections (0.8 wm) were cut with a diamond knife
(Leica Ultracut S, Rueil-Malmaison, France), and stained with
Azure 2 dye, which identifies lipids in yellow.

Immunochemistry of the AR

Paraffin sections of Bouin-fixed testis were sectioned at 5
um. The sections were mounted on positively charged glass
slides (Superfrost plus; Menzel-Glaser, Frelburg, Germany),
deparaffinized, rehydrated, treated 20 min at 93-98 C in citric
buffer (0.01 M, pH 6), rinsed in osmosed water (2 X 5 min),
and washed (2 X 5 min) in Tris-buffered saline. Immunohis-
tochemistry was conducted according to the manufacturer’s
recommendations as described earlier (36). Slides were then
counterstained with hematoxylin.

Lipid Measurements

Lipids were extracted as described previously (37). High-
performance thin-layer chromatography plates (Silica gel 60;
Merck) were used after being prewashed with a mixture of
methanol/chloroform (1:1, vol/vol) followed by heating at 125
C for 5 min. Plates were developed with hexane, diethylether,
and glacial acetic acid (80:20:2, vol/vol) and analyzed by
densitometry (Sigma Scan Pro; Sigma-Aldrich) using stan-
dards as previously described (26).

Cell Purification

Sertoli and Leydig cells were isolated from 21-d-old mice as
described (38). Briefly, decapsulated testes were submitted
to collagenase-dispase dissociation (0.5 mg/ml, 20 min at 34
C) in DMEM/F12 medium containing desoxyribonuclease |
(0.05 mg/ml) and to gravity sedimentation (5 min). Superna-
tants containing Leydig cells were centrifuged (200 X g, 10
min) and washed in PBS. Pellets containing the sedimented
tubules were washed three times and the cells were disso-
ciated with a collagenase-dispase treatment, as described
above, until small clumps resulted. Sertoli cell pellets were
then submitted to centrifugation (200 X g, 10 min). Spermat-
ogenic cells were isolated from 12-wk-old mice testes by
trypsinization. The resulting crude germ cell population (con-
taining germ cells from all developmental steps) was submit-
ted to a centrifugal elutriation using a rotor Beckman (Fuller-
ton, CA) JE-6, as described previously (38, 39). Two fractions
enriched at 80-85% with pachytene spermatocytes and early
spermatids were harvested. After collection, the different cell
populations were processed for RNA and protein extraction.

Western Blot Analysis

Protein extracts (30 ng) from whole testis were subjected to
SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose membrane
(Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France). Membranes
were incubated overnight at 4 C with primary polyclonal
antibodies raised against Bax (1:1000; from Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA), Bcl2 (1:1000; from Santa Cruz
Biotechnology), or B-actin (1:2000; from Santa Cruz Biotech-
nology) followed by a 1-h incubation with a peroxidase-con-
jugated antirabbit or antimouse IgG (1:10000; from Sigma).
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Peroxidase activity was detected using the Western Light
System (PerkinElmer Life Sciences, Courtaboeuf, France).

TUNEL Analysis

Five-micrometer-thick paraffin-embedded sections were
deparaffined with toluol followed by rehydratation. The slides
of each group were incubated for 5 min in unmasking buffer
(citrate acetate 1.8 mm, sodium citrate 8.2 mm, pH 6.0) at 86
C. Then the slides were incubated with 0.3 U/ul terminal
deoxynucleotidyl transferase (Euromedex, Mundolsheim,
France), 6.7 mm biotin-11-dUTP (Euromedex), and 26.7 mm
dATP (Promega, Charbonniéres, France) in terminal deoxy-
nucleotidyl transferase buffer 1 h at 37 C. For the negative
control, the enzyme was omitted from the system. Extravidin
alkaline phosphatase conjugate (dilution 1:100; Sigma-Al-
drich) was added onto the slides for 25 min. Sigmafast Fas-
tRed TR/Naphthol AS-MX (Sigma-Aldrich) was used as the
substrate according to the manufacturer’s instructions.
Counterstain was performed with Mayer’s hematoxylin solu-
tion (Sigma-Aldrich) for 30 sec. In each testis, at least 100
random seminiferous tubules were counted. Results are ex-
pressed as the number of TUNEL-positive cells per 1000
seminiferous tubules.

Ki67 Staining

Ten-micrometer cryosections of testis were fixed 10 min in
4% paraformaldehyde and washed three times for 10 min in
1X PBS. Cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100
and 0.1% citrate solution in PBS for 2 min at 4 C. Slides were
incubated with anti Ki67 1/500 (Tebu-bio, Le Perray en Yve-
lines, France) overnight at 4 C and then washed three times
in 1X PBS. Slides were incubated for 1 h at room tempera-
ture with a goat antirabbit secondary antibody labeled with
Alexa 488 (1/250; from Invitrogen Detection Technologies,
Cergy-Pontoise, France). In each testis, at least 100 random
seminiferous tubules were counted. Results are expressed as
the number of Ki67-positive cells per 100 seminiferous
tubules.

Endocrine Investigations

Testosterone concentration was measured on 200 ul of he-
parin-treated plasma or from frozen testis extracted with 10
vol of ethylacetate-isooctane (30:70, vol:vol). A commercial
kit (ICN, Orsay, France) was used for the assays. LH values
were determined on 200 wl of EDTA-treated plasma by the
Core Services of the University of Virginia Center for Re-
search and Reproduction.

qPCR

Testis and pituitary RNA was isolated using the RNeasy kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France). cDNA was synthesized from
total RNA with the SuperScript Il First-Strand Synthesis Sys-
tem (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) and random
hexamer primers. The real-time PCR measurement of indi-
vidual cDNAs was performed using SYBR green dye to mea-
sure duplex DNA formation with the Roche Lightcycler
system. Primer sequences and typical cycle threshold val-
ues (observed in untreated wild-type mice) are reported in
Table 1.

Statistical Analysis

For statistical analysis, one-way ANOVA was performed to
determine whether there were differences between the vari-
ous groups. A P value of 0.05 was considered significant.
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Table 1. gPCR Primer Sequences and Typical Cycle Threshold (Ct) Values Observed in Untreated Wild-Type Mice

Accession Amplicon Size

Gene No. Sequence Temp. (bp) Ct

18S AY2487 fw GGGAGCCTGAGAAACGGC 55 68 16
rev GGGTCGGGAGTGGGTAATTTT

Blh Y10418 fw AGAGAATGAGTTCTGCCCAG 55 200 16
rev CTACAGGAAAGGAGACTATGG

Ixra AY195871 fw TGCCATCAGCATCTTCTCTG 55 160 28
rev GGCTCACCAGCTTCATTAGC

Ixrp NM_009473 fw CGCTACAACCACGAGACAGA 55 180 26
rev TGTTGATGGCGATAAGCAAG

StAR BC082283 fw TGTCAAGGAGATCAAGGTCCTG 55 336 20.8
rev CGATAGGACCTGGTTGATGAT

cyplia BC068264 fw CTGCCTCCAGACTTCTTTCG 53 194 20
rev TTCTTGAAGGGCAGCTTGTT

3Bhsdl BC052659 fw ATGGTCTGCCTGGGAATGAC 55 206 26
rev ACTGCAGGAGGTCAGAGCT

cyp17 BC064793 fw CCAGGACCCAAGTGTGTTCT 55 249 18
rev CCTGATACGAAGCACTTCTCG

abcat NM_013454 fw CGTTTCCGGGAAGTGTCCTA 53 83 28.3
rev GCTAGAGATGACAAGGAGGAGGA

fas BC046513 fw GCTGCGGAAACTTCAGGAAAT 53 68 215
rev AGAGACGTGTCACTCCTGGACTT

srebpic MM_011480 fw GGAGCCATGGATTGCACATT 55 198 245
rev GGCCCGGGAAGTCACTGT

Cyclin E NM_007633 fw CTGGCTGAATGTCTATGTCC 55 385 25
rev TCTTTGCTTGGGCTTTGTCC

cmyb NM_033597 fw AGCGGGAATCGGATGAATCT 55 121 30
rev GAGCAGAAGAAGTTTCCCGATTT

cmyc NM_010849 fw TGAGCCCCTAGTGCTGCAT 55 136 29
rev AGCCCGACTCCGACCTCTT

CyclinA1 NM_007628 fw GATGTGTATGAAGTCGACACC 55 89 18
rev GTGGGGTCAACCAGCATTGG

AMH NM_007445 fw AGTCACAGGGACTGGACTGC 52 82 25
rev GGAAGTCCACGGTTAGCACC

bcl2 NM_177410 fw CTTAGAAAATACAGCATTGCGGAG 55 193 31
rev GGATGTGCTTTGCATTCTTGG

bcl-xI X83574 fw CACTGTGCGTGGAAAGCGTA 55 127 19
rev AAAGTGTCCCAGCCGCC

Cflip BC029223 fw AATGTGGACTCTAAGCCCCTGCAACC 50 296 23
rev CGTAGGAGCCAGGATGAGTTTCTTCC

Bad NM_007522 fw GGCTTGAGGAAGTCCGATCC 55 253 24
rev TCCATGATGACTGTTGGTGGC

Bax NM_007527 fw TGGAGCTGCAGAGGATGATTG 55 215 24.8
rev CACGGAGGAAGTCCAGTGTC

TNFa NM_013693 fw CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 58 174 29.8
rev TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

IKKy BC021431 fw GGAGTTGGAGCAACTGAAGA 55 133 24.5
rev CGAATCCTTCCCTCTAAAGC

AR NM_013476 fw AATGAGTACCGCATGCACAA 55 237 15
rev GGAGCTTGGTGAGCTGGTAG

scd1 NM_009127 fw CCGGAGACCCCTTAGATCGA 53 88 26
rev TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC

srb1 NM_016741 fw TTGGCCTGTTTGTTGGGATG 53 196 18
rev GGATTCGGGTGTCATGAAGG

rara NM_009024 fw AGAACTGCATCATCAACAAGG 55 268 24
rev TCGTTGTTCTGAGCTGTTGTT

rarf BC076597 fw TGCTCAATCCATCGAGACAC 55 297 33
rev CTCTTTGGACATGCCCACTT

rary BC012923 fw TCATCTGTGGAGACCGAATG 55 212 24
rev GCCTGGAATCTCCATCTTCA

scp3 NM_011517 fw GGAGCTGACATCAACAAAGC 55 187 221
rev GTATATCCAGTTCCCACTGC

dmci MGI:105393 fw CCATATCACTACTGGGAGC 53 256 19.8
rev GTACTGCTTCATGGTCTAC

raldh-2 NM_009022 fw TTGCAGATGCTGACTTGGAC 55 200 21.6
rev TCTGAGGACCCTGCTCAGTT

fw, Forward primer; rev, reverse primer; Temp., temperature.
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ABSTRACT

Endoglin (Eng) is an auxiliary component of the
transforming growth factor (TGF)-p receptor
complex that binds several members of the TGF-§
family. TGF-f is a cytokine involved in
proliferation, differentiation, migration and
survival of many cell types. Eng is predominantly
expressed in endothelial cells, syncytiotrophoblasts
and extravillous trophoblasts differentiating along
the invasive pathway. In human placenta, Eng has
been shown to be involved in the inhibition of
trophoblast invasion. In the present study, we
show that the Eng gene is a direct target of the
liver X receptor a (LXRg), a nuclear receptor
activated by oxysterols. Treatment of human
choriocarcinoma JAR cells with T0901317, a
synthetic LXR-selective agonist, led to a significant
increase of Eng mRNA and protein levels. Six
motifs were identified in silico as putative LXR
response elements (LXRE) in the Eng promoter
and shown to be able to bind the LXR/RXR
heterodimer in vitro. When Eng promoter was
transfected into JAR cells, its activity was induced
by LXR agonist. Truncation of this promoter
allowed the identification of one of these binding
sites as a functional LXRE. Mutation of this
LXRE  abolished the T0901317-mediated
activation of the promoter confirming this
hypothesis. This study shows that Eng expression
is regulated by LXRa in placental cells and
suggests a novel mechanism by which LXR may
regulate trophoblast invasion in pathologic
pregnancy such as preeclampsia.

INTRODUCTION

The liver X receptors LXRa (NR1H3) and LXRf
(NR1H2) belong to a subclass of nuclear receptors
that bind to naturally occurring oxidized forms of
cholesterol, known as oxysterols, and activate target
gene expression [1]. LXRa expression is predominant
in tissues showing high lipid metabolism including
liver, intestine, adipose tissue, adrenals, kidney and
testis, whereas LXRp is ubiquitously expressed [1].
They both bind DNA as obligate heterodimers with
the retinoid X receptor (RXR) for the 9-cis retinoic
acid. LXR/RXR classically binds with high affinity to
DNA sequences called LXRE (Liver-X-Responsive
Element) composed of two direct repeats (DR) of an
hexanucleotide motif separated by four nucleotides
(DR4) [1]. Various studies, mainly done using the
LXR-deficient mice, pointed out that LXRs were
physiologically involved in the regulation of several
metabolisms such as cholesterol and fatty acid
metabolisms, inflammation, glucose homeostasis,
epidermal differentiation and fertility (For a review
see [2]). Besides, brain-penetrable LXR agonists or
modulators have also been suggested as useful
synthetic agents for the treatment and/or prevention
of Alzheimer’s disease [3]. It is thus of interest to
screen for new target genes in order to understand the
physiological roles of LXRs, as well as to prevent any
side effects when the synthetic LXR-modulators will
be available for the treatment of human diseases.
Placenta is an organ where oxysterols have been
shown to be within a high concentration range [4].
Moreover, we previously determined that both LXRs
were present in human placenta at various stages of
gestation as well as in human placental trophoblast
cell lines JAR, JEG and BeWo [5]. We hypothesized
that the LXRs could have some physiological roles






during early human placentation and in fetal nutrition,
especially concerning cholesterol feeding of the fetus
[5]. So far, only a potential role for LXR in the
regulation of lipogenesis in the placenta and a
possible involvement in differentiation of trophoblast
cells have been shown [6]. Other studies showed that
placental implantation process was modulated by
LXR [7]. Moreover, several LXR-target genes (FAS,
SREBP1, ABCA1, ABCGI) have been demonstrated
to be expressed in the placenta and could provide a
means to control delivery of maternal cholesterol to
the fetus [8]. Altogether these data led us to suspect
that LXR might have a crucial role in several
mechanisms occurring in placental development
and/or function. The identification of new target
genes of LXRs in placenta would enhance the
discovery of their physiological roles in that organ
and open a new field of investigation to understand
some obstetrical pathologies, such as preeclampsia.
We developed a rapid in silico screening method to
identify new putative LXR-target genes based on the
presence of LXRE motifs in their promoters. Among
the various genes identified by this method, we
focused our study on endoglin/CD105 based on its
involvement in placental implantation (14), a process
shown to be modulated by oxysterols and LXR [7]. In
this paper, we showed that the gene encoding the
membrane endoglin is a direct target of LXRa in
human syncytiotrophoblast cells.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

In silico screening for LXR-target genes To
identify putative LXR target genes in the placenta we
used the FASTM computer program to associate the
LXRE and SREBF1 PSSM matrices in a virtual
transcriptional model in order to screen the genomic
databases with Model Inspector program. The
distance between the two elements ranged from 5 to
500 bp in any orientation. Using Bibliosphere™
software, bibliographical and gene ontology filters
(biological process, tissues expression) were applied
to identify genes expressed in placenta and whose
products were involved in cholesterol, steroid or lipid
metabolisms. All the programs used for this in silico
approach were included in the Genomatix package
(Genomatix softwares, Miinchen, Germany).
Reagents and  plasmids. Ligands 22(R)
hydroxycholesterol (22(R)OH), 25
hydroxycholesterol (25 OH), and 9-cis retinoic acid
(9-cis RA) were purchased from Sigma-Aldrich
(L’Isle D’Abeau, France). LG268 was obtained from
Ligand Pharmaceutical (La Jolla, CA) and T0901317
was purchased from Cayman Chemical (Montigny le
Bretonneux, France). All ligands were diluted in
DMSO. Plasmids used in transfection assays (pCMX-
LXRa, pCMX-LXRB, pCMX-RXRo and pCMX)
have been described elsewhere [9]. The plasmids
pCMX-FXR and pSG5-PXR are generous gift of Dr.
Mangelsdorf [10] and Dr JM Pascussi [11]
respectively. The reporter construct pLuc-CD105 (—

2

1950/+350 or proximal promoter) was derived from
the human endoglin promoter as described elsewhere
[12]. Briefly, PCR was carried out in the presence of
sequence-specific primers flanked by HindIII/Xhol
sites for directional cloning and inserted in the
reporter luciferase vector pXP2. The luciferase
reporter containing endoglin distal sequence (—5333
to —3535) was obtained by cloning this sequence into
the reporter luciferase vector pGL3-basic vector
(Promega, Charbonnieres, France). To amplify this
sequence, PCR was carried out from genomic purified
DNA of human blood cells in the presence of specific
primers: (-5333F): 5-
GCGACCCCACACCTAATTT-3’ and (-3535R): 5°-
GCCACTGAAGGAATTTCAG-3’. The resulting
1799-bp fragment was cloned into pGEM-T easy
(Ncol/Sacl) and also in pGL3-basic (Promega)
vectors. The various truncated fragments of this distal
sequence were obtained by PCR amplification using
specific primers: (-4735Rv): 5-
TTCAAGGCTGCAGTAAGCTG-3’; (4107Fw): 5°-
GAATGTTCTGGAAGCCAAGG-3’; (-4971Fw): 5°-
TAGTTGAGACGGGGTTTTGC-3’; (—4143Rv): 5°-
ACTTCAGTGGCTGAGGCTGT-3’ and (-4581Fw):
5’-CAACAGATGAGCTTGTGACGA-3’.

Cell Culture, transfection and reporter gene
assays. Human placental JAR cells were cultured at
37°C in an atmosphere of 5% CO, in RPMI medium
containing 100 pg/ml gentamycin supplemented with
10% fetal calf serum (FCS). On day one of
transfection assay, JAR cells were seeded at 3 x 10°
cells per well in 6-well plates and allowed to adhere.
Eight to ten hours later, cells were washed and
transfected in serum-free medium with 1 pg/well of
DNA (800 ng of luciferase reporter plasmids together
with 100 ng of pPCMX-RXRa and 100 ng of pPCMX-
LXRo/ B or pCMX-FXR or pSG5-PXR) using
Metafecten (Biontex Martinsried, Planegg, Germany).
On day 2, cells were washed twice with 1x PBS, and
1 ml of serum-free medium without antibiotics
containing DMSO or T0901317 (1 pM) was applied.
Twenty-four hours later, cells were harvested for
luciferase activity (Yelen, Ensues-la-Redonne,
France).

RNA isolation and Northern Blot Analyses. JAR
cells were cultured in serum-free medium for 24 h
prior to the addition of ligands. Cells were then
incubated in the presence of T0901317 or DMSO
(vehicle) for 1 to 24 h, and total RNA was isolated
using TRIzol reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). Thirty pg of total RNA (per lane) were
separated on 1% agarose/formaldehyde gels,
transferred to nylon membranes (HybondN+,
Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France) and
fixed by heating at 80°C for 2 hours. Random primed
[-*’P] dCTP-radiolabeled probes were generated
using the DNA labeling kit (Amersham Pharmacia
Biotech, Orsay, France). Human Eng cDNA probe
(+629/+1069) was amplified by PCR using two
specific oligonucleotides (5°-






AGAGGTGCTTCTGGTCCTCA-3’ and 3’-
AGTTCCACCTTCACCGTCAC-5"). Results were
quantified in a phosphorimager (Biorad, Marnes la
Coquette, France) and graphed relative to the
ribosomal 18S.

Western Blot Analysis. JAR cells cells were cultured
in serum-free medium for 24 h prior to the addition of
ligands. Vehicle (DMSO) or various natural
(22(R)OH, 250H, 9-cis RA) or synthetic ligands
(T0901317 or LG268) were added at 1uM for 18
hours. Total protein extracts were prepared from
treated JAR cell cultures (4 to 5x10° cells). Briefly,
cells were rinsed once with PBS and scraped in 100 pl
lysis buffer (Hepes 20 mM, NaCl 0.42 M, MgCl, 1.5
mM, EDTA 0.2 mM, glycerol 25%, NP40 1% (v/v))
supplemented with protease inhibitors (PMSF,
Complete 1X (Roche Molecular Biochemicals,
Meylan, France)). After sonication, homogenates
were centrifuged at 4°C for 10 min at 15000 g. Thirty
png of total proteins were subjected to denaturing
SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membrane (Hybond-ECL, GE Healthcare, Uppsala,
Sweden). After lh-saturation with TBS-TWEEN 0.2
% (v/v) containing 5% (w/v) of skimmed and dried
milk, membranes were incubated overnight at 4°C
with primary polyclonal antibodies raised against
either endoglin (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France, 1:500) or human anti ABCAIl (Novus
Biologicals, 1:500) or actin (P.A.R.L.S, Compiégne,
France; 1:2000) and 1h incubation with a peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG (P.A.R.L.S, Compiegne,
France, 1:10,000). Peroxidase activity was detected
with the Western Lightning System (Perkin-Elmer
Life Sciences, Courtaboeuf, France).
Immunocytochemistry. JAR cells were cultured in
6-well plates (3x10° cell per well) on pre-coated
micro coverslips with RPMI containing 10% FCS,
glutamine and gentamycine. Eight hours later
medium was replaced by serum-free RPMI medium
without antibiotics for twelve hours. Induction of
cells was performed with 250H, 22ROH or T1317 at
1 uM for 18 hours. Cells were then rinsed once with
PBS, fixed for 10 min in 4% paraformaldehyde and
incubated in PBS with 2% BSA (w/v) for 1 hour.
Primary antibody toward endoglin (DAKO, Trappes,
France, 1:200) was added for 1 hour at room
temperature in wet atmosphere. After several washes
in PBS with 2% BSA, secondary FITC-conjugated
antibody (P.A.R.L.S, Compiégne, France, 1:100) was
added for 1h at room temperature. Nuclei were
counterstained with DAPI coloration.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Total
protein extracts were prepared from wild type, Ixra-/-
, IxtB-/-, or Ixraf-/- mice livers. Proteins extracted
from mice livers by crushing lg liver pieces with a
Dounce in 1.5 ml high salt buffer. The extracts were
kept for 20 min on ice, centrifuged twice at 15,000g
for 20 min. The supernatants were aliquoted and
stored in a saline buffer (Hepes 20 mM, glycerol
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20%, KCI 0.1M, EDTA 0.2 mM, PMSF 0.5 mM,
DTT 0.5 mM, Complete 1X) at -80°C until use.
Probes were labelled with T4 polynucleotide kinase
and [y-**P dATP] (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)
and purified (Qiaquick Nucleotide Removal Kit,
QIAGEN, Courtaboeuf, France). Binding reactions
were performed with 10 pg of protein extract and 0.05
pmol of Eng-LXRE4 oligonucleotide (Table 1) or
ApoCI1-LXRE oligonucleotide (5°-
GCTGCCAGGGTCACTGGCGGTCAAAGGCAG-
3%), in the presence or absence of 50-fold molar
excess of unlabeled competitor in a 1X binding buffer
(20 mM HEPES, 0.2 mM EDTA, 100 mM NaCl, 100
mM KCI, 10 mM MgCl,, 8 mM spermidine, 4 mM
DTT, 200 pg/ml BSA, 8% Ficoll) and 2 pg
poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) acid. The non-
specific competitor used in this assay was the mouse
Spl specific sequence 5'-
GGTAAGAGCCCGCCTCCTTTATCC-3".
Complexes were resolved by electrophoresis through
6% non-denaturing polyacrylamide gels in 0.5X Tris-
borate-EDTA (TBE) buffer. The gels were dried and
autoradiographed.
Site directed mutagenesis. Site-directed mutagenesis
of Eng-LXRE4 motif was performed using Quick
Change II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene,
Amsterdam, Netherlands) according to
manufacturer’s recommendations with the primer
LXRE4mut (Table 1). The mutation of the selected
and amplified plasmid was verified by sequencing
before its use in transfection assays.

RESULTS

A large 6kb-region upstream the initiation site of
Eng contains six putative LXRE

Because several LXR target genes have been shown
to be regulated by the sterol regulatory element
binding protein (SREBP) through binding sites (SRE)
located closely to the LXRE sites, a pattern
associating both LXRE and SRE matrices were
designed (FASTM, Genomatix). Genomic libraries
were screened in silico using 5’UTR and promoters
subdivision database (Genomatix) and a list of several
hundreds of genes was obtained. Special interest was
yielded to genes involved in cholesterol/oxysterol or
lipid metabolisms, atherosclerosis or steroidogenesis.
Among them, studies were focused on endoglin
(Eng), because of its expression in placenta including
syncytiotrophoblasts [13] and its involvement in
trophoblast invasion [14], a process partially inhibited
by oxysterols [7]. Computer analyses identified six
putative LXRE sites in the 6kb region located
upstream the initiation site (Table 1). LXRE1 and
LXRE2 were located in the proximal promoter (—
648/-632 and —-1072/-1056 respectively), while
LXRES3 to 6 were detected in a region ranging from —
5333 to —3535 (or distal promoter). LXRE1, LXRE3,
LXRES5 and LXRES6 are located within Alu sequences
specific of primate genomes. Interestingly, these Alu
sequences belong to the AluSx subfamily also present






in promoters of ABCA1 [15] and ApoE [16] human
genes, both genes being transcriptionaly regulated by
LXR. The presence of these very well-conserved
LXRE sites in the upstream region suggested that Eng
could be a bona fide LXR target gene in placenta.
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Figure 1: Natural and synthetic LXR agonists stimulate ENG
expression in choriocarcinoma JAR cells. Cells were treated for
18h with vehicle (DMSO) or with 1uM of 22R-hydroxycholesterol
(22R, panel A), 25-hydroxycholesterol (250H, panel B) or
T0901317 (T1317, panels C and D), alone or in combination with
natural 9-cis retinoic acid (9-cis, panels A and B) or synthetic
LG268 (panel C) RXR agonists, as indicated. The protein levels of
Eng and B-actin were measured by Western blotting (A, B, C). The
protein level of ABCAI, a very well-known target gene of LXR,
was analyzed as a positive control (D). Histograms are indicated as
mean +/- SEM (n = 3).

Eng protein and mRNA levels are increased by
LXR or RXR natural and synthetic ligands

Since Eng is highly expressed in human
syncytiotrophoblasts [13] and JAR choriocarcinoma
cells [17], the effects of natural (22(R)OH and 250H)
and synthetic (T0901317) LXR ligands as well as
natural (9-cis RA) and synthetic (LG268) RXR
ligands were tested in JAR cells for 18h. Western blot
analyses demonstrated that incubations with either
LXR or RXR ligands induced a strong accumulation
of Eng in treated cells compared with untreated cells
(Figure 1A-C). LXR-ligands induced a 1.8- to 6-fold
increase of Eng levels, whereas RXR-ligands showed
an increase of 4- to 5-fold. The simultaneous
treatment with both LXR and RXR ligands resulted in
a more effective stimulation of Eng expression (from
4 to 7-fold), as expected for these nuclear receptors
(17BIS). As a control, Eng protein levels appeared to
be up-regulated by LXR upon ligand stimulation in a
similar fashion as ABCA1 (Figure 1D), a well known
LXR target gene (17 TER). The fact that Eng was
highly accumulated upon treatment with T0901317 or
natural LXR ligands is in agreement with
immunohistochemistry experiments showing an
accumulation of Eng in the cell membranes of JAR
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cells treated with 250H, 22(R)OH or T0901317
(Figure 2).

Figure 2: Activation of LXR increases ENG expression at the
membrane of choriocarcinoma JAR cells. JAR cells were treated
for 18h with vehicle (DMSO) or with 1uM of 22R-
hydroxycholesterol (22R), 25-hydroxycholesterol (250H) or
T0901317 (T1317). Immunocytochemistry assay was performed as
described as follows: Eng was detected with an anti-ENG
monoclonal antibody and with a fluorescein-labeled secondary
antibody (green) and nuclei were counterstained with DAPI (blue).

Given the optimal response obtained with the
LXR agonist T0901317, this stimulus was selected
for further experiments. In order to determine the
level of regulation underlying the Eng protein
accumulation, Northern blot analyses of Eng mRNA
were performed in JAR cells treated with T0901317
for 1 to 24h.
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Figure 3: LXR agonist T0901317 increases Eng mRNA levels.
JAR cells were treated for 1, 3, 6, 9, 12 or 24h with vehicle
(DMSO) or 1 uM T0901317 (T1317) as described in Material and
Methods. Total RNAs were extracted and Eng mRNA level was
analyzed by northern blotting. Results were normalized by 18S
mRNA levels. A representative experiment out of three different
ones is shown.

As shown in Figure 3, treatment with the LXR
agonist consistently increased Eng mRNA levels from
-1.4 to 2-fold in a time-dependent manner. Taken






together, these results suggest that LXR agonists lead
to increased Eng mRNA and protein levels.

LXRE4 specifically mediates Eng regulation by
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The transcriptional regulation of Eng via LXR was
explored in transient transfection assays using various
truncated portions of the Eng promoter together with
expression vectors encoding LXRo and RXRa
(Figure 4).

Figure 4: LXR-activation stimulates Eng distal promoter
activity. JAR cells were transiently transfected with Eng proximal
promoter construct (pEng —1950/+350) or with Eng distal promoter
constructs (pEng —5333/-3535; pEng —5333/-4735; pEng —4107/—
3535; pEng —4971/-4143; pEng -4581/—4143) together with
pCMX-RXR and pCMX-LXRa as described in “Materials and
Methods” (Panel A). In panel B, cells were transfected with pEng —
5333/-3535 together with pCMX-PXR or pSG5-FXR. In panel C,
cells were transfected with pEng —1950/+350 or with pEng —5333/—
3535 together with pCMX-RXR and pCMX-LXRa or pCMX-
LXRp. After transfection, JAR cells were incubated with vehicle
(DMSO) or T1317 (1uM) for 18h in serum free-RPMI. Luciferase
assay was normalized by protein contents. Transfection assays
were performed by quadruplicate in three different experiments
(N=3). Numbers in grey squares indicate the number and position
of the different LXREs on Eng promoter. PXR, pregnane-X-
receptor response element ; FXR, farnesoid-X-receptor response
element.

Since LXR-dependent effects on gene expression are
mediated by LXRE motifs, Eng promoter constructs
were selected to contain the six LXRE sequences
identified upstream of its transcription start site
(Table 1). Thus, the Eng promoter constructs -
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1950/+350 (LXRE1 and LXRE2), -5333/-3535
(LXRE3, LXRE4, LXRES and LXRES), -5333/-4735
(LXRES and LXRES6), -4107/-3535 (LXRE3), -
4971/-4143 (LXRE4 and LXRES), and -4581/-4143
(LXRE4) containing different combinations of LXRE
motifs were used (Figure 4A). Transfection
experiments with the -1950/4350 promoter fragment
revealed that the LXRE1 and LXRE2 motifs were not
responsive to T0901317. By contrast, the -5333/-3535
fragment showed a 2.5-fold increase of the Eng
promoter activity in response to the LXR agonist,
suggesting that, at least, one of the LXRE motifs (#3-
6), included in this fragment was a functional
element. To dissect the functional element(s)
involved, deletions constructs -5333/-4735, -4107/-
3535, -4971/-4143, and -4581/-4143 were used. Only
LXRE4-containing fragments -5333/-3535, -4971/-
4143 and -4581/-4143 induced a 2.5- to 2.8-fold
induction of the luciferase activity in the presence of
T0901317 (Figure 4A), strongly suggesting that
LXRE4 is the only functional motif involved. This is
in spite of the fact that RXR/LXR were able to bind
all the Eng consensus sequences in EMSA (data not
shown). To confirm that LXRE4 was involved in the
transduction of the T0901317 signal, site directed
mutagenesis of this response element was performed.
Transfection with the corresponding mutant of the -
4581/-4143 reporter vector showed that the
T0901317-dependent induction was clearly abolished
(1.2-fold versus 2.6). Altogether, these data
demonstrate that LXRE4 mediates the activation of
the reporter gene expression by T0901317.
Because T0901317 is also a high-affinity ligand for
the xenobiotic receptor pregnane X receptor (PXR)
(18) and the farnesoid X receptor (FXR) (19), the
regulation of Eng promoter by LXRa could not be
definitely ascertained. To address this issue, transient
transfections were performed using the -5333/-3535
fragment, whose the luciferase activity is stimulated
by T0901317 (Figure 4A), and expression vectors for
PXR or FXR together with RXR expression vector.
Figure 4B shows that incubation with T0901317 (1
uM) does not activate the gene reporter via PXR or
FXR, while a 2-fold increase was observed in the
presence of recombinant LXRo, confirming the
specific involvement of LXRa in the activation of
Eng expression by T0901317.
Among the various LXR-target genes, some isoform-
specific genes have been described that respond to
either LXRa or LXRP (reference to support this
statement). For this reason, we aimed to study
whether Eng could be activated in the human cell line
JAR by LXRa and/or LXRB. As shown in Figure 4C,
T0901317 failed to induce the expression of the
reporter gene when LXRPB was co-transfected
together with RXRa, indicating that none of these
putative LXREs, including LXRE4, was able to
mediate LXRp activation of the reporter constructs.
By contrast, upon co-transfection of LXRo with
RXRa, T0901317 stimulated the promoter activity
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2.5-fold. Altogether, it can be concluded that Eng is a

target gene for LXRa in the human trophoblast cell
line JAR.

The heterodimer RXR/LXR binds to Eng-LXRE4
In order to test the ability of RXR/LXR heterodimer
to bind the functional LXRE, EMSA was performed
using as a probe Eng-LXRE4 radiolabelled
oligonucleotide as a probe together with protein
extracts from livers of either wild type mice, highly
expressing LXRs, or IxrafB-/- mice devoid of LXR
(Figure 5A).
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Figure 5: LXR/RXR heterodimer binds to Eng-LXRE4 with
high affinity. A) Electrophoretic mobility shift assay was
performed using **P-labeled oligonucleotide of Eng-LXRE4 as a
probe with total protein extracts from livers of wild type, Ixra-/-,
IxrB-/- or IxraB-/- knock out mice in absence or presence of
unlabeled competitors (x 50) : LXRE4 as a specific competitor (S)
and SP1 oligonucleotide as a non-specific competitor (NS). B)
EMSA was performed using *’P-labeled ApoCI-LXRE
oligonucleotide as a probe and total protein extracts from livers of
wild type or Ixrap-/-knock out mice in absence or presence of
unlabeled competitors (x 50): ApoCI oligonucleotide as a specific
competitor (S) and SPl oligonucleotide as a non-specific
competitor (NS).

As shown by the signal observed in lane 1
(wild type), Eng-LXRE4 bound RXR/LXR with a
similar affinity as did ApoCI-LXRE used as a
positive control (Figure 5B, lane 1). To confirm that
this signal was specific of RXR/LXR, proteins from
liver of Ixraf-/- mice were used (Figure 4A, lane 4).
The absence of LXR proteins in this extract led to the
disappearance of the previously observed complex
indicating that LXR was part of it. The use of a non-
labeled LXRE4 oligonucleotide (specific competitor,
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S in lane 6) competed the signal obtained with
proteins from wild type, while no competition was
seen when mouse SP1 oligonucleotide was used as a
non-specific (NS) non-labeled competitor (lane 5).
Taken together, these results suggest that LXRE4 is
able to specifically bind RXR/LXR. In order to
determine if both LXR isoforms were able to bind
LXRE4, proteins extracted from livers of Ixra-/- or
Ixr-/- mice were used. Both Ixra-/- and IxrB-/-
extracts (Figure 5, lanes 3 and 2) yielded weaker
signals than that of wild-type mice (lane 1), but,
interestingly, no obvious difference of intensity was
observed between [Ixro-/- and IxrB-/-, signals
indicating that, at least in vitro, both isoforms are able
to bind LXRE4. This in spite of the fact that only
LXRo, but not LXRp, proved to be functional in
promoter reporter assays (Figure 4C).

DISCUSSION

Nowadays, LXRs are considered as interesting
putative pharmacologic targets to prevent and/or treat
diseases linked to lipid homeostasis disorders.
Consequently, in order to identify and characterize all
metabolic pathways in which LXRs are involved and
to avoid any side effects of LXR agonists used as
therapeutic drugs, it is of great interest to develop a
method for the rapid screening of new target genes.
The in silico method used in this paper has proved to
be reliable since Eng, as well as many other genes
published by others, were identified as putative LXR
target genes. However further experiments are
necessary to test the functionality of the putative
LXREs and to confirm the identification of the gene
as an LXR target.

Our present study focused on Eng gene,
although apparently Eng is not directly involved in
cholesterol or lipid metabolisms. Eng is a membrane
protein which is part of the complex receptor for
tumor growth factor-beta (TGF-f) highly expressed,
among other organs, in placenta, notably in
syncytiotrophoblasts which compose the first
generation of a multinucleated trophoblastic layer
during implantation [13]. Eng is also transiently up-
regulated in extravillous trophoblasts differentiating
along the invasive pathway [14]. The main function
of Eng/TGF-B signalling pathway in placenta is to
control proliferation, migration and invasiveness of
normal human trophoblast cells [14]. On the other
hand, several lines of evidence support the
involvement of the LXR pathway in trophoblast
biology: 1) trophoblast invasion is accompanied by an
increased degradation of extracellular matrix proteins
by members of Matrix Metalloproteinases (MMPs)
family [14] and that the expression of MMP9 is
regulated in macrophages by a mechanism dependent
on LXR activation [20]; 2) T0901317 and oxidized
LDLs, rich in oxysterols, significantly reduce
trophoblast invasion via a mechanism involving
LXRB [7]; 3) LXRpP is able to modulate TGF-B
signalling [21]; 4) the vascular endothelial growth






factor (VEGF) gene is regulated in macrophages by
LXRs [22]. Based on the fact that VEGF and Eng,
two angiogenic factors, share a common activation of
their transcription by hypoxia via the HIF-1 complex
[12, 23], one can hypothesize that due to their similar
actions, LXR might also regulate Eng. Thus, some of
these studies indirectly linked LXR, oxysterols,
trophoblast invasion on the one hand and TGF-
B/endoglin signaling pathway on the other hand and
prompted us to hypothesize a direct link between
LXR and Eng.

In this paper, we showed that the expression
of Eng gene was up-regulated at both mRNA and
protein levels by administration of T0901317 in
human choriocarcinoma JAR cells. Among the six
DR4 elements identified in silico as putative LXRE,
we showed that, although they were all able to bind
the heterodimer RXR/LXR, only one of them
appeared to be a functional LXRE in transfection
assays. We demonstrated that both the LXRa and
LXRp isoforms were able to bind this functional
LXRE in vitro, but that surprisingly, LXRp was
unable to mediate T0901317 activation of luciferase
reporter gene. Although both receptors could bind the
same DNA sequence in vitro, LXRa and LXRp can
differentially regulate gene expression [24]. Thus, in
JAR placental cells where they are both expressed
[5], they clearly do not have overlapping roles, as
suggested for other organs such as the liver [25] and
uterus [26]. These data strongly support the existence
of specific molecular mechanisms leading to LXRa
transactivation, such as the involvement of specific
cofactors for each isoform. Such elements remain to
be discovered. It is unlikely that the LXR pathway is
a primary regulator of trophoblast invasion since
LXR null mice show no obvious defect in placental
implantation (unpublished observation). In this
context, the physiological relevance Eng regulation
by LXR remains to be established. Nonetheless, other
studies have shown that overexpression of Eng in
mouse fibroblasts [27] or endothelial cells [28] led to
decreased cell migration. Furthermore, it has been
hypothesized that a lower endoglin expression
decreased cell adhesion and would facilitate the
prostate cell migration and invasion [29]. These
studies thus establish that Eng inhibits migration and
invasion of various cell types such as fibroblasts,
endothelial cells and prostate epithelium or prostate
cancer cells. The present study demonstrates that Eng
is up-regulated by LXR in choriocarcinoma cells, and
as described above, most likely this up-regulation of
Eng might inhibit trophoblast invasion. A previous
study already linked trophoblast invasion and LXR
[7]. These authors showed that treatment of
extravillous cytotrophoblasts with T0901317 or
oxLDL inhibited trophoblast invasion. They assumed
that this effect was mediated by oxLDL
internalization via LOXI1 receptor whose expression
was increased by oxLDL. Another study
hypothesized that LXR inhibited the expression
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MMP9, an enzyme implicated in extracellular
matrix degradation, an essential process of normal
trophoblast invasion in placental implantation [20].
Normal physiological placental invasion needs to be
spatially and temporally regulated, reaching a peak at
12 weeks gestation to rapidly decline thereafter.
Indeed, when extravillous trophoblasts reach the first
third of endometrium, invasion needs to be stopped.
This normal process is under control of several
inhibitory systems involving the TGF-B receptor
complex and its anti-proliferative, anti-migratory and
anti-invasive signals [30]. One of them specifically
involves Eng and its ligands TGF- Bl and TGF-3
[14] and leads to the inhibition of trophoblast
outgrowth and migration by stimulating the
expression of MMP9 inhibitors. In that way, invasion
is stopped in syncytium and also in extravillous
trophoblasts that have invaded maternal tissue and
anchored the placenta. In our experiments, we
demonstrated that membrane Eng was up-regulated
by LXR. Knowing that normal pregnancy is always
accompanied by an enhanced oxidation of LDL
particles [31], and that, in preeclamptic pregancies,
there is evidence of abnormally enhanced production
of lipid peroxides in maternal blood [32], one can
hypothesize that an increased internalization of
oxLDL in trophoblasts might activate LXR and
increase membrane Eng level and consequently
would enhance the TGF-B1/3 inhibitory-signal. This
could slow down trophoblast invasion, resulting in
precocious placental adherence disruption and
enhancement of the preeclamptic symptoms. Indeed a
shallow placentation with abnormal invasion of
cytotrophoblasts and incomplete remodelling of
uterine spiral arteries is observed in preeclampsia
[33]. Interestingly, increased levels of soluble
endoglin, secreted by the placenta, have been detected
in the maternal circulation before the onset of
preeclampsia, and it has been postulated that this
soluble endoglin plays a pathogenic role contributing
to systemic endothelial dysfunction resulting in
hypertension and other systemic manifestations of
preeclampsia (for a review see 34). In summary, our
data suggest that inappropriate expression and/or
function of Eng, such as its up-regulation by LXR,
might contribute to major complications of
pregnancy, such as preeclampsia.
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FOOTNOTES
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REFERENCES

1 Repa JJ, Mangelsdorf DJ. The role of orphan nuclear receptors in
the regulation of cholesterol homeostasis. Annu Rev Cell Dev
Biol. 2000;16:459-81. Review.

2 Volle DH, Lobaccaro JM. Role of the nuclear receptors for
oxysterols LXRs in steroidogenic tissues: beyond the "foie
gras", the steroids and sex? Mol Cell Endocrinol. 2007
Feb;265-266:183-9 Review.

3 Cao G, Bales KR, DeMattos RB, Paul SM. Liver X receptor-
mediated gene regulation and cholesterol homeostasis in brain:
relevance to Alzheimer's disease therapeutics.
Curr Alzheimer Res. 2007 Apr;4 (2):179-84. Review.

4 Schroepfer, GJ (2000) Oxysterols: modulators of cholesterol
metabolism and other processes. Physiol Rev. 2000
Jan;80(1):361-554. Review.

5 Marceau G, Volle DH, Gallot D, Mangelsdorf DJ, Sapin V,
Lobaccaro JM. Placental expression of the nuclear receptors
for oxysterols LXRalpha and LXRbeta during mouse and
human development. Anat Rec A. 2005 Mar;283(1):175-81.

6 Weedon-Fekjaer MS, Duttaroy AK, Nebb HI Placenta. 2005
Nov;26(10):721-8. Liver X receptors mediate inhibition of
hCG secretion in a human placental trophoblast cell line.

7 Pavan L, Hermouet A, Tsatsaris V, Thérond P, Sawamura T,
Evain-Brion D, Fournier T. Endocrinology. 2004 Oct;145
(10):4583-91. Lipids from oxidized low-density lipoprotein
modulate human trophoblast invasion: involvement of nuclear
liver X receptor

8 Plosch T, van Straten EM, Kuipers F. Cholesterol transport by the
placenta: placental liver x r eceptor activity as a modulator of
fetal cholesterol metabolism? Placenta. 2007 Jul;28 (7):604-10.

9 Volle DH, Mouzat K, Duggavathi R, Siddeek B, Dechelotte P,
Sion B, Veyssiere G, Benahmed M, Lobaccaro JM. Multiple
roles of the nuclear receptors for oxysterols liver X receptor to
maintain ~ male  fertility. Mol  Endocrinol. 2007
May;21(5):1014-27.

10 Makishima M, Okamoto AY, Repa JJ, Tu H, Learned RM, Luk
A, Hull MV, Lustig KD, Mangelsdorf DJ, Shan B. Identification
of a nuclear receptor for bile acids.
Science. 1999 May 21;284 (5418):1362;5.

11 Jirgen M. Lehmann”, David D. MCK?e', Michael A. Watson”,
Timothy M. Willson®, John T. Moore", and Steven A. Kliewer"
The Human Orphan Nuclear Receptor PXR Is Activated by
Compounds That Regulate CYP3A4 Gene Expression and
Cause Drug Interactions . J Clin. Invest. Volume 102, Number
5, September 1998, 1016-1023

12 Sanchez-Elsner T, Botella LM, Velasco B, Langa C, Bernabeu
C. Endoglin expression is regulated by transcriptional
cooperation between the hypoxia and transforming growth
factor-beta  pathways. J Biol Chem. 2002 Nov
15;277(46):43799-808.

13 Gougos A, St Jacques S, Greaves A, O'Connell PJ, d'Apice AJ,
Buhring HJ, Bernabeu C, van Mourik JA, Letarte M.
Identification of distinct epitopes of endoglin, an RGD-
containing glycoprotein of endothelial cells, leukemic cells,
and syncytiotrophoblasts. Int Immunol. 1992 Jan;4(1):83-92.

14 Caniggia I, Taylor CV, Ritchie JW, Lye SJ, Letarte
M.Endocrinology. 1997 Nov;138 (11):4977-88. Endoglin
regulates trophoblast differentiation along the invasive
pathway in human placental villous explants.

15 Santamarina-Fojo S, Peterson K, Knapper C, Qiu Y, Freeman L,
Cheng JF, Osorio J, Remaley A, Yang XP, Haudenschild C,
Prades C, Chimini G, Blackmon E, Francois T, Duverger N,
Rubin EM, Rosier M, Denéfle P, Fredrickson DS, Brewer HB
Jr. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 Jul 5;97(14):7987-92.

8
Erratum in: Proc Natl Acad Sci U S A 2002 Jan
22;99(2):1098. Complete genomic sequence of the human
ABCALI gene: analysis of the human and mouse ATP-binding
cassette A promoter.

16 Paik YK, Chang DJ, Reardon CA, Davies GE, Mahley RW,
Taylor JM. Proc Natl Acad Sci U S A. 1985 May;82
(10):3445-9. Nucleotide sequence and structure of the human
apolipoprotein E gene.

17 Letamendia A, Lastres P, Almendro N, Raab U, Buhring H, J,
Kumar S and Bernabeu C (1998) Int J Cancer 541-546
Endoglin, a component of the TGF-beta receptor system, is a
differentiation marker of human choriocarcinoma cells.

17bis Volle DH, Repa JJ, Mazur A, Cummins CL, Val P, Henry-

Berger J, Caira F, Veyssiere G, Mangelsdorf DJ, Lobaccaro
JM. Mol Endocrinol. 2004 Apr;18(4):888-98. Regulation of
the aldo-keto reductase gene akrlb7 by the nuclear oxysterol
receptor LXRalpha (liver X receptor-alpha) in the mouse
intestine: putative role of LXRs in lipid detoxification
processes.

17ter Repa, J. J., Turley, S. D., Lobaccaro, J.-M. A., Medina, J., Li,
L., Lustig, K., Shan, B., Heyman, R. A., Dietschy, J. M., and
Mangelsdorf, D. J. (2000) Science 289, 1524-1529 Regulation
of Absorption and ABC1-Mediated Efflux of Cholesterol by
RXR Heterodimers

18 Mitro N, Vargas L, Romeo R, Koder A, Saez E. T0901317 is a
potent PXR ligand: implications for the biology ascribed to
LXR. FEBS Lett. 2007 May 1;581(9):1721-6.

19 Houck KA, Borchert KM, Hepler CD, Thomas JS, Bramlett KS,
Michael LF, Burris TP. T0901317 is a dual LXR/FXR agonist.
Mol Genet Metab. 2004 Sep-Oct;83 (1-2):184-7.

20 Castrillo A, Joseph SB, Marathe C, Mangelsdorf DJ, Tontonoz
P. Liver X receptor-dependent repression of matrix
metalloproteinase-9 expression in macrophages. J Biol Chem.
2003 Mar 21;278(12):10443-9.

21 Mo J, Fang SJ, Chen W, Blobe GC. Regulation of ALK-1
signaling by the nuclear receptor LXRbeta. J Biol Chem. 2002
Dec 27;277(52):50788-94.

22 Walczak R, Joseph SB, Laffitte BA, Castrillo A, Pei L,
Tontonoz P. J Biol Chem. 2004 Mar 12; 279 (11): 9905-11.
Transcription of the vascular endothelial growth factor gene in
macrophages is regulated by liver X receptors.

23 Forsythe JA, Jiang BH, Iyer NV, Agani F, Leung SW, Koos
RD, Semenza GL. Activation of vascular endothelial growth
factor gene transcription by hypoxia-inducible factor 1. Mol
Cell Biol. 1996 Sep;16(9):4604-13.

24 Beaven SW, Tontonoz P. Nuclear receptors in lipid metabolism:
targeting the heart of dyslipidemia. Annu Rev Med.
2006;57:313-29. Review.

25 Peet DJ, Turley SD, Ma W, Janowski BA, Lobaccaro JM,
Hammer RE, Mangelsdorf DJ. Cholesterol and bile acid
metabolism are impaired in mice lacking the nuclear oxysterol
receptor LXR alpha. Cell. 1998 May 29;93 (5):693-704.

26 Mouzat K, Prod'homme M, Volle DH, Sion B, Dechelotte P,
Gauthier K, Vanacker JM, Lobaccaro JM. Oxysterol nuclear
receptor LXRbeta regulates cholesterol homeostasis and
contractile function in mouse uterus. J Biol Chem. 2007 Feb
165282 (7):4693-701.

27 Guerrero-Esteo M, Lastres P, Letamendia A, Pérez-Alvarez MJ,
Langa C, Lopez LA, Fabra A, Garcia-Pardo A, Vera S, Letarte
M, Bernabéu C. Eur J Cell Biol. 1999 Sep;78(9):614-23.
Endoglin overexpression modulates cellular morphology,
migration, and adhesion of mouse fibroblasts.

28 Conley BA, Koleva R, Smith JD, Kacer D, Zhang D, Bernabeu
C, Vary CP. 2004. Endoglin controls cell migration and
composition of focal adhesions: function of the cytosolic
domain. J Biol Chem. 279: 27440-9.

29 Liu Y, Jovanovic B, Pins M, Lee C, Bergan RC. Oncogene.
2002 Nov 28;21(54):8272-81. Over expression of endoglin in
human prostate cancer suppresses cell detachment, migration
and invasion.

30 C.H. Graham, J.J. Lysiak, K.R. McCrae and P.K. Lala ,
Localization of transforming growth factor-f at the human
fetal-maternal interface: role in trophoblast growth and
differentiation. Biol. Reprod. 46 (1992), pp. 561-572.

31 Anber V, Griffin BA, McConnell M, Packard CJ, Shepherd J.
1996 Influence of plasma lipid and LDL-subfraction profile on






10

15

the interaction between low density lipoprotein with human
arterial wall proteoglycans. Atherosclerosis. 124:261-271.

32 Perkins AV. 2006 Endogenous anti-oxidants in pregnancy and
preeclampsia. Aust N Z J Obstet Gynaecol. Apr;46 (2):77-83.
33 Redman CW, Sargent IL. Latest advances in understanding

preeclampsia.
Review.

Table 1. Sequences of putative LXREs (DR4) identified in Eng promoter

Science. 2005 Jun 10;308(5728):1592-4.

9

34. Maynard S, Epstein FH, Karumanchi SA. Preeclampsia and
Angiogenic Imbalance. Annu Rev Med. 2007 Oct 15

Oligonucleotide
LXRE1

LXRE2

LXRE3

LXRE4
LXRE4mut
LXRES

LXRE6

Sequence 5°->3°
CTCGAACTCCTGACCTcaagTGATCCGTCTGCCTCG
TGTAGTGTCCTGACCCtcagAAATCTCATAATGGCT
TAAGGCGGGTGGATCACt tgAGGTCAGGAGTTCAAG
AACAGGTTGGGGGTTActggAGGGCATCACAGCCGC
AACAGGTTGGGGATGACtggAGGGCATCACAGCCGC
CTCAAACTCCTGACCTcatgTGATCCACCCACCTTG
CTCGAACTCCTGACCTcaggTGATCCACCTGCCTCG

Position
-648/-632
-1072/-1056
-3931/-3915
-4527/-4543
-4527/-4543
-4923/-4907
-5258/-5242

Bold letters indicate the core of the putative RXR and LXR binding sites. Lower inner cases represent the four
nucleotides separating the two binding sites in each DR4. The sequence of LXRE4 surrounded by 10 nucleotides on
each side was used as a radiolabeled probe in EMSA. Underlined letters represent the mutations introduced in the
LXRE4 motif. Positions of each LXRE along the Eng promoter was indicated on the right.
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Role des récepteurs nucléaires des oxystérols LXR
dans la régulation de I’lhoméostasie du cholestérol
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RESUME

Les récepteurs nucléaires des oxystérols LXR (Liver X
receptor) o. et LXRR sont des facteurs de transcription
appartenant a la superfamille des récepteurs nucléaires.
lls sont activés par une série particuliere d’oxystérols.
Des antagonistes naturels ont été également identifiés
comme les acides gras poly-insaturés ou certains sulfa-
tes de cholestérol plasmatiques. L’étude des souris défi-
cientes en LXRs a permis de les associer a la régulation
de nombreux métabolismes (cholestérol, acides gras,
glucose, stéroides).

Les LXRs et leur partenaire RXR (récepteur de I'acide réti-
noique 9-cis) sont exprimés dans le tractus génital male
et les testicules, et leurs ligands y sont a des concentra-
tions physiologiquement actives. Dans ces organes, I'ho-
méostasie du cholestérol doit étre strictement régulée car
1) le cholestérol est un précurseur indispensable pour la
synthése des stéroides testiculaires ; 2) pendant la matu-
ration épididymaire, la membrane plasmique des sperma-
tozoides subit des changements de composition notam-
ment la diminution de cholestérol et de lécithines.

L’analyse des souris déficientes en récepteurs LXR o et
LXRR a mis en évidence une déstructuration de la couche
épithéliale du segment 2 de la téte de I'épididyme, ainsi
gu’une fragilité des spermatozoides recueillis. Au total,
les analyses de physiologie intégrative et moléculaire
mettent en évidence le réle des récepteurs nucléaires
LXRs dans la physiologie de la reproduction chez le male.

Mots-clés : récepteurs nucléaires, LXR, homéostasie du cho-
lestérol, cholestérol, épididyme, reproduction

|. LES RECEPTEURS NUCLEAIRES DES OXYS-
TEROLS LXRs
(Liver X Receptor)

1. Structure des LXRs

Les LXRs sont des facteurs de transcription appartenant a
la superfamille des récepteurs nucléaires. D’un point de
vue structural (Figure 1), cette famille d'activateurs trans-
criptionnels est caractérisée par trois domaines fonction-
nellement indépendants [19]. (1) Du c6té amino-terminal,
le domaine modulateur posséde une fonction d’activation
nommée AF1, indépendante du ligand, potentiellement
modulable par des phosphorylations méme si ce dernier
point n'a pas encore été démontré pour les récepteurs
LXRs. (2) Le domaine central de liaison de I'ADN est cons-
titué d'une structure en doigts de zinc comportant : la boite
P (trois résidus acides aminés définissant la spécificité de
fixation a I'élément de réponse hormonale), la boite D (res-
ponsable de I'hétérodimérisation avec RXR, le récepteur
de I'acide rétinoique 9-cis), la région CTE (carboxy-termi-
nal extension). La présence de ce domaine central signe
véritablement I'appartenance a la super-famille. (3) Le
domaine carboxy-terminal se décompose en plusieurs
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Figure 1. Représentation schématique du récepteur LXR et principales fonctions des différents domaines.

Le ligand utilisé dans ce schéma est le 22(R)-hydroxycholestérol, présent 3 forte concentration dans les tissus stéroi-
dogénes. AF1, domaine d’activation indépendant du ligand ; AF2, domaine d’activation dépendant du ligand ; P, séquen-
ce peptidique de reconnaissance de I'élément de réponse hormonal ; D, séquence peptidique impliquée dans la diméri-
sation avec RXR ; CTE, extension peptidique carboxy-terminale ; NLS, signal de localisation nucléaire ; P, phosphoryla-
tions. D’apreés [32].
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sous-régions : un domaine charniere qui permet la fixation
des co-répresseurs et contient une partie de la séquence de
localisation nucléaire (NLS) ; la poche hydrophobe de liai-
son du ligand ; une région transactivatrice (AF2) qui est
démasquée apres fixation du ligand et qui peut recruter les
co-activateurs. Enfin, certains déterminants peptidiques
sont également impliqués dans la dimérisation du récepteur
avec RXR.

2. Mode d’action des LXRs

Il existe deux isoformes (LXRa et LXRR) ayant jusqu’a 80%
d'identité dans les domaines de liaison de I’'ADN et de I'hor-
mone [21]. L'analyse des profils d'expression montre que
LXRR est ubiquiste, alors que LXRao. a une expression res-
treinte a des tissus présentant un fort metabolisme lipidique
tels que le foie, les tissus adipeux brun et blanc, les tissus
stéroidogenes [24]. Dans leur configuration canonique, les
LXRs forment des hétérodimeéres avec le récepteur nucléai-
re RXR (retinoid X receptor). En I'absence de ligand, I'hété-
rodimére est fixé constitutivement sur les éléments de
réponse a 'ADN, séquences de type DR4 (Direct Repeat
4), situées dans la région promotrice des genes cibles,
constituées de la répétition d’hexameres (AGGTCA) espa-
cés de quatre nucléotides. En absence de ligand, RXR/LXR
est associé avec des co-répresseurs qui recrutent des his-
tones dé-acétylases et gardent la chromatine dans un état
condensé, entrainant la répression des génes cibles. La
présence d’'un des deux ligands induit le départ des co-
répresseurs et le recrutement de co-activateurs spécifiques

+ acide rétinoique 9-cis

@
®
RXR LXR
[P =P | géne cible |

DR

+ oxystérol

“ <2l L 78

o

permettant I'acétylation de la chromatine par des histones
acétyl-transférases, créant ainsi un environnement permis-
sif pour [linitiation de transcription (Figure 2).
L'hétérodimére RXR/LXR est dit permissif : les ligands de
chaque récepteur peuvent activer la transcription des genes
cibles, et la liaison des deux ligands a un effet additif voire
synergique sur la transcription des génes cibles [36].

3. Les ligands des LXRs

Les LXRs sont activés par une série d’oxystérols spéci-
fiques du lieu de synthése [12] : le 24(S),25-époxycholesté-
rol dans le foie, le 24(S)-hydroxycholestérol dans le cer-
veau; le 27-hydroxycholestérol dans les macrophages et le
22(R)-hydroxycholestérol, intermédiaire de la biosynthése
des stéroides, dans les tissus stéroidogénes (Figure 3 et
[32]). Le FF-MAS (follicular fluid meiosis activating sterol ;
Figure 3), intermédiaire de la synthése du cholestérol a par-
tir du lanostérol retrouvé en quantité importante dans les
follicules pré-ovulatoires, est un activateur efficace de
LXRo[11]. Cependant, I'aptitude a la reprise de la méiose
sur les ovocytes ne semble pas passer par les LXRs [8].
L'effet hypocholestérolémiant des LXRs a conduit de nom-
breux groupes pharmaceutiques a développer des agonis-
tes non stéroidiens spécifiques, tels que le T0901317 ([25]
; Figure 3).

Des antagonistes naturels des LXRs ont également été
décrits : les hydroxy-cholestérol sulfatés (dont I'accumula-
tion a des conséquences dramatiques au niveau de la
plaque d’athérome), et certains acides gras poly-insaturés

Figure 2. Mécanisme d’action de I’hétérodimére RXR/LXR sur la transcription d’un géne cible.

L’hétérodimére RXR/LXR peut étre activé a la fois par I'acide rétinoique 9-cis et I'oxystérol. La double induction induit
une activité additive voire synergique sans doute par un recrutement plus efficace des co-activateurs. DR4, élément de
réponse/de fixation des récepteurs LXR/RXR ; ARN-pol I, ARN polymérase Il ; PIC, complexe de pré-initiation de la trans-

cription. D’apreés [22].
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Figure 3. Agonistes naturels et synthétiques des LXRs.

Les ligands, spécifiques de certains tissus, ont des affinités et des capacités d’activation différentes pour les LXRs. Les
ligands synthétiques ont une affinité de I'ordre de 10-7M (vs 10-5 M pour les ligands naturels). Le T0901317 utilisé dans
nos travaux est indiqué. Les FF-MAS et T-MAS se trouvent en amont de la synthése du cholestérol. Le cholestérol (non
ligand) et I’acide rétinoique 9-cis (ligand naturel de RXR) sont indiqués. D’aprés [32].

(pour une revue lire, [32]). La transformation de macropha-
ges en cellules spumeuses « surchargées » en cholestérol,
est considérée comme une part essentielle de l'initiation du
développement de la plaque d’athérome. Cette accumula-
tion de cholestérol dans les macrophages associe une
entrée accrue de cholestérol, une diminution de sa sortie et
de son transport inverse hépatique, et une syntheése de
novo augmentée. Le 7-céto-cholestérol ainsi que le 50,60~
époxy-cholestérol, composants des LDLs oxydes, sont
retrouvés a de fortes concentrations dans les Iésions d'a-
thérosclérose. Sous leur forme 3-sulfatée, ces oxystérols
sont des inhibiteurs des LXRs [31]. Cet effet inhibiteur est
dépendant de linteraction avec le domaine de liaison du

ligand des LXRs, et se traduit par un non-recrutement des
co-activateurs. Ainsi, une concentration élevée de ces
molécules semble avoir un effet inhibiteur de la capacité
hypocholestérolémiante des récepteurs LXRs en diminuant
la sortie du cholestérol et favorisant ainsi la transformation
des macrophages en cellules spumeuses (cf. paragraphe
4).

4. Fonctions physiologiques régulées par les LXRs

L'étude phénotypique de souris, dont les génes codant
LXRo. [22] etfou LXRRB [34] ont été invalidés par recombi-
naison homologue (Ixra;B'/') et l'analyse des protéines
cibles identifiées (Figure 4) ont permis d’établir le role des
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Figure 4. Quelques protéines cibles directes des récep-
teurs RXR/LXR dans les différents types cellulaires.

ABCA1, ABCG1, ABCG4, ABCG5 et ABCGS, transpor-
teurs membranaires de la famille des ATP-binding cas-
settes ; AKR1B7, aldo-céto réductase 1-B7 ; CYP7A1,
CYP8B1, 7c et 128-hydroxylases ; LPL, lipoprotein lipa-
se; PLTP, protéine de transfert des phospholipides ;
ANGPT13, angiopoietin-like protein 3 ; CETP, protéine de
transfert des esters de cholestérol ; FAS, synthase des
acides gras ; GLUT4, transporteur 4 du glucose ; SREBP-
1c, protéine 1c de liaison des éléments de réponse aux
stérols ; APOE et C, apoliprotéines E et C ; SCD1 et 2,
stearoyl co-A decarboxylase ; VEGF, vascular endothelial
growth factor ; iINOS, NO synthase inductible ; IL-6, inter-
leukine 6 ; COX-2, cyclo-oxygénase 2 ; G6P, glucose-6-
phosphatase ; F1,6B, fructose-1,6-biphosphatase ;
PEPCK, phospho-énol-pyruvate carboxy kinase. Les pro-
téines dont I'accumulation est diminuée sont soulignées.
Les noyaux sont indiqués en noirs, les lipides en gris.
Adapté d’apreés [32].

LXRs in vivo [27]. Schématiquement, ils contrdlent I'ho-
meéostasie de trois métabolismes cholestérol, acides gras et
glycémie, et ils interviennent dans les processus inflamma-
toires.

Au niveau de 'homéostasie lipidique (cholestérol et acides
gras), les LXRs sont considérés comme des facteurs hypo-
cholestérolémiants. Lorsque les souris Ixro/- sont nour-
ries avec un régime riche en cholestérol, elles développent
une hépatomégalie de type « foie gras », caractérisée par
une accumulation d’esters de cholestérol dans les hépato-
cytes, non compensée par la présence de LXRR [22]. Chez
les souris sauvages, le méme régime induit CYP7AT via
LXRo. Cette enzyme catalyse I'étape initiale et limitante de
la biosynthése des acides biliaires a partir du cholestérol, et
permet la transformation de I'excés de cholestérol en aci-
des biliaires. La stéatose hépatique observée chez les sou-

ris Ixra”~ est due a I'absence de régulation de CYP7A1. De
plus, les LXRs stimulent I'expression de certains transpor-
teurs de la famille ABC (ATP-Binding Cassette) comme
ABCAT1 [5, 25], ABCG1/ABCS8 [34], ABCG5 et ABCGS8 [26].
Ces transporteurs membranaires sont responsables de la
sortie de cholestérol des macrophages et des entérocytes.
Les LXRs stimulent également le retour hépatique des lipi-
des via la régulation des apolipoprotéines ApoE/Cl/CI/CIV
[17]. On comprend donc que le blocage des ABC puisse
induire I'accumulation cellulaire d'esters de cholestérol. En
parallele, I'activation de srebp-7c (sterol regulatory element
binding protein 1c¢) [23], de fas (fatty acid synthase) [13] et
d’acc (acetyl-CoA carboxylase) [29] confére aux LXRs un
effet hypertriglycéridémiant, rendant a ce jour difficile I'u-
tilisation en thérapie humaine de molécules agonistes [14]
pour traiter I'athérosclérose. Des nouveaux ligands non
hypertriglycéridémiants sont actuellement développés (pour
une revue lire [32]).

Les LXRs exercent un effet négatif sur I'expression des
génes codant la glucose-6-phosphatase, la fructose-1-6-
biposphatase et la phospho-énol-pyruvate carboxy-kinase
(PEPCK) [4], inhibant ainsi la synthése de glucose. A l'in-
verse, ils régulent positivement I'expression du géne codant
le transporteur de glucose glut4 [18], stimulant ainsi I'entrée
de glucose dans I'adipocyte. Au total, les LXRs sont hypo-
glycémiants.

Par ailleurs, les LXRs régulent négativement le processus
inflammatoire en inhibant I'expression de médiateurs de
l'inflammation dans le macrophage, comme iNOS (induci-
ble nitric oxide synthase), Cox-2 (cyclooxygenase 2) et IL-6
(interleukine-6) [15]. De plus, LXRa. permet la différencia-
tion de I'épiderme chez la souris [16]. Cet effet impliquerait
la synthése de protéines de structure telles que la loricrine,
linvolucrine et la profilaggrine. En outre, des travaux
récents [35] ont identifié le géne vegf (vascular endothelial
growth factor) comme cible des LXRs, suggérant leur role
dans la régulation de Fangiogenése.

Il. CONTROLE DE L'HOMEOSTASIE DU CHOLES-
TEROL DANS LE TRACTUS GENITAL MALE

Le cholestérol est un acteur important dans la maturation
des spermatozoides tant au niveau testiculaire que post-
testiculaire. Au niveau gonadique, c’est le précurseur
indispensable a la synthése des androgénes, facteurs clés
de la différenciation ‘-male et de la spermiogenése. De
méme, au niveau de la maturation des spermatozoides
dans I'épididyme, les taux de cholestérol doivent étre main-
tenus dans un intervalle étroit de concentration (Figure 5).
En effet, il est clair maintenant que I'efflux de cholestérol
entrainant des changements de fluidité membranaire cons-
titue une partie du signal conduisant a la capacitation des
spermatozoides (voir pour revue [1]). Une forte concentra-
tion en cholestérol membranaire peut inhiber indirectement
la capacitation en rigidifiant la membrane, en diminuant les
possibilités de liberté de conformation, et ainsi I'activité bio-
logique des protéines qui se trouvent a la surface des sper-
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Figure 5. Représentation schématique du role des lipides
dans I'appareil reproducteur masculin.

Le cholestérol est le précurseur de la voie de synthése
des androgénes. Au niveau épididymaire, on note une
modification du ratio cholestérol/phospholipides de la
membrane des spermatozoides pendant leur trajet.

matozoides. Un autre effet du cholestérol résulterait dans la
modification de l'activité¢ de transporteurs membranaires
d’ions ou d’enzymes. Au niveau de la membrane envelop-
pant I'acrosome, il apparait que le cholestérol membranaire
n'est pas disposé au hasard mais organisé en « radeaux »,
c'est a dire, regroupé en sous-domaines [6]. Par analogie
avec les cellules somatiques, il semble que cette organisa-
tion membranaire particuliére soit impliquée dans la modu-
lation des signaux de transduction membranaire ou le méta-
bolisme cellulaire (pour une revue lire [33]).

Chez les mammiféres, tout au long du trajet dans I'épididy-
me, la membrane des spermatozoides subit une modifica-
tion du ratio stérols/phospholipides. Il est trés difficile de
généraliser car selon les espéces les mouvements de sté-
rols au cours de la maturation épididymaire sont trés varia-
bles. Plusieurs auteurs ont rapportés que la quantité de ste-
rols dans la membrane des spermatozoides de mammife-
res a tendance a diminuer au cours de la maturation épidi-
dymaire [1, 9, 20]. Pour d’autres especes, on assiste a des
remplacements du cholestérol par une forme dérivée du
cholestérol (cholestérol sulfates ou esters de cholestérol)
ou par un autre stérol (desmostérol) permettant de garder
invariante la quantité de stérols au cours de la maturation
épididymaire [1]. De fagon intéressante, les stérols sulfatés
sont des inhibiteurs de I'acrosine, permettant ainsi de pre-
venir d’'une libération prématurée des enzymes protéoly-
tiques responsables de la réaction acrosomique. Cette inhi-
bition est levée dans le tractus génital femelle sous I'action
de sulfatases [2, 28). Parallélement, les cholestérols sulfa-

tes sont aussi des inhibiteurs des LXRs [31]. Ces mouve-
ments de stérols lors de la maturation épididymaire impli-
quent qu'il doit exister dans le compartiment luminal et au
niveau de I'épithélium épididymaire des phénomenes de
transports actifs des stérols. En effet, la simple diffusion du
cholestérol est impossible dans le milieu aqueux environ-
nant les spermatozoides, il n'est donc pas surprenant de
trouver des accepteurs de cholestérol dans le fluide luminal.
De méme, des apolipoprotéines et des transporteurs mem-
branaires de type ABC ont été trouvés exprimés dans I'épi-
didyme [10]. Les récepteurs nucléaires LXRs participent
probablement & cette homéostasie locale du cholestérol et
de ses dérivés dans I'épididyme. Il n'est pas illusoire de
supposer que les différents stérols perdus par les sperma-
tozoides lors de leur maturation épididymaire soient impor-
tés dans les cellules épithéliales dans lesquelles, en partie
via les LXRs, ils coordonnent un ensemble de génes du
métabolisme lipidique.

IIl. ROLE DES RECEPTEURS NUCLEAIRES LXRS
DANS L’EPIDIDYME

L'importance du contrdle de 'homeéostasie lipidique dans la
maturation des spermatozoides nous a amené a analyser le
role des LXRs dans I'épididyme. De plus, nous avions mon-
tré que les souris males dont les deux génes LXRao et LXRR
avaient été invalidés par recombinaison homologue pre-
sentaient une stérilité secondaire a I'age de 6-7 mois, alors
qu'une souris sauvage male est fertile jusqu'a 24 mois (DH
Volle, manuscrit soumis). Puisque la fertilité n'était pas alté-
rée chez les souris transgéniques jeunes et ainsi leur sper-
matogenése semblait suffisante & cet age, nous avons
recherché I'impact de I'absence des LXR au niveau de I'é-
pididyme [7].

’étude des transcrits de LXRo et LXRRB par RT-PCR (ou de
la protéine dans le cas de LXRc) montre une expression de
ces génes dans la téte et la queue de I'épididyme, avec un
niveau plus intense pour l'isoforme béta que alpha, et un
gradient téte-corps-queue pour LXRa. L'analyse histolo-
gique des épididymes fait apparaitre une forte désorgani-
sation de I'épithélium de la région proximale de la téte (seg-
ments 1 et 2) associant une disparition totale des micro-
villosités caractéristiques et un élargissement de la lumiere,
lié a la présence de matiére amorphe non lipidique (Figure
6). L'apparition de ce phénotype commence vers 6 mois et
la désorganisation est totale vers 10 mois. Il est intéressant
de noter que l'absence d’une seule des deux isoformes
(alpha ou béta) n’est pas suffisante pour altérer la structure
de I'épithélium au méme &ge. La présence de nombreuses
vésicules réfringentes est également visible au niveau de
I'épithélium des segments 1 et 2, ainsi que dans le tissu
conjonctif environnant, et ce uniquement dans les coupes
d'épididymes provenant de souris déficientes en LXRs. Le
nombre et la taille de ces vacuoles augmentent avec I'age
des souris. La coloration & I'huile rouge de coupes d’épidi-
dyme a clairement montré une accumulation de lipides neu-
tres. La composition exacte de ces lipides est en cours d'a-
nalyse. De fagon intéressante, les souris transgéniques
présentent une diminution des concentrations plasmatiques
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Figure 6. Analyse histologique du segment 2 de la téte de I'épididyme de souris Ixrc;B-/- ou sauvage (inserts).

On peut observer I'élargissement de la lumiére au niveau du segment 2 de la téte de I'épididyme et I'amincissement de
Pépithélium. Cette déstructuration localisée de I'épithélium épididymaire apparait dans une fourchette de temps étroite

entre 5 mois et 6 mois d’age.

et testiculaires en androgénes (DH Volle, manuscrit soumis)
pouvant, a priori, expliquer le développement du phénotype
épididymaire au cours du temps. Le traitement pendant 15
jours de souris Ixro;R-/- de 7,5 & 10 mois par les androgeé-
nes n'a pas permis de restaurer une structure normale sug-
gérant ainsi que la diminution des androgénes testiculaires
ne peut a elle seule expliquer la survenue du phénotype
épididymaire.

Les LXRs étant des facteurs de transcription, il était inté-
ressant de tester la présence d’une dérégulation transcrip-
tionnelle de génes cibles potentiels chez les animaux trans-
geéniques. Nous avons focalisé notre étude sur les génes
gpx$5 et pea3, spécifiques de la téte de I'épididyme, et gpx3,
marqueur de la queue de l'organe. Les analyses par nor-
thern blot montrent une diminution significative de I'accu-
mulation des transcrits gpx5 et pea3 au niveau de la téte.
Ces génes étant exprimés préférentiellement dans les cel-
lules épithéliales, la diminution de leur expression semble &
priori secondaire a la destructuration du tissu.

L'accumulation des lipides neutres observée en histologie
est & mettre en rapport avec I'absence d’'expression du
géne abcg1/abe8, codant un transporteur membranaire du
cholestérol : les souris sauvages nourries avec I'agoniste
synthétique T0901317 présentent une augmentation de
l'accumulation du transcrit par rapport aux témoins. La
régulation d'abcg1/abce8 par les LXRs a également été obs-
ervée dans les cellules TCC de la téte de I'épididyme,
démontrant ainsi I'utilité de cette nouvelle lignée [3] pour le
criblage de nouveaux génes cibles des LXRs dans I'épidi-
dyme. Ce travail de recherche est en cours de réalisation.

Certains segments de I'épididyme étant fortement affectés
par la perte des LXRs, nous avons analysé la morphologie
des spermatozoides recueillis dans la queue de I'épididyme
de souris sauvages et Ixro;R-/- de 12 mois. Les souris trans-

géniques présentaient une oligo-tératospermie, associant
une fragilité¢ de la structure puisque la téte était systémati-
quement séparée du corps et un flagelle anormal avec des
degrés d'angularité variables pouvant aller jusqu’a une
structure en épingle a cheveux, identique a celle observée
chez la souris sur-exprimant gpx5 [30]. Les causes de la
fragilité et de I'anomalie structurale n'ont pas encore été
identifiées.

IV. CONCLUSIONS

Les données présentées démontrent le réle des récep-
teurs nucléaires des oxystérols LXRs dans la physiolo-
gie de la reproduction chez le méle, en particulier dans
le maintien des structures cellulaires épididymaires.
L’efflux du cholestérol membranaire des spermatozoi-
des contribue au contréle de la capacitation ; les méca-
nismes moléculaires de cet effet ne sont qu’imparfaite-
ment compris. La connaissance des processus permet-
tant les échanges du cholestérol au niveau des sper-
matozoides contribuera sans doute a appréhender les
signaux qui régulent leur maturation.

L’utilisation conjointe de souris dont les génes codant
les LXRs ont été invalidés et d’agonistes spécifiques
des deux isoformes ouvrent de plus des perspectives
de recherche pour la caractérisation de nouveaux
génes cibles des oxystérols et de I'acide rétinoique 9-
cis au niveau des territoires sexuellement différenciés
chez le male.

Ces résultats posent aussi la question d’une utilisation
a long terme d’agonistes spécifiques utilisés en théra-
peutique en vue de faire baisser le cholestérol sanguin
et soulignent I'intérét fondamental de connaitre le réle
physiologique des LXRs dans ces organes.
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ABSTRACT

Role of LXR nuclear oxysterol receptors in male
reproduction

David H. VOLLE , Jean-Marie FRENOUX, Kevin MOUZAT,
Patrick VERNET, Magali PROD’HOMME, Aurore BRITAN,
Fabrice SAEZ, Joélle HENRY-BERGER, Ayhan KOCER,
Frangoise CAIRA, Georges VEYSSIERE, Joél R. DREVET
and Jean-Marc A. LOBACCARO

Nuclear oxysterol receptors, LXRo and LXRR, are trans-
cription factors that belong to the nuclear receptor super-
family. They bind and are activated by a specific class of
oxysterols. Natural antagonists have also been described,
such as polyunsaturated fatty acids or plasma sulfated
oxysterols.

Phenotypic analysis of mice lacking LXRa and/or LXRB
demonstrated their roles in various physiologic processes
and metabolisms (lipid or glucose homeostasis). LXR, as
well as their heterodimeric partner RXR, the nuclear recep-
tor for 9-cis retinoic acid, were shown to be expressed in
male genital tracts and testes, and their respective ligands
were found at physiologically active concentrations. In
these organs, cholesterol homeostasis must be strictly
regulated, as: 1) cholesterol is involved in androgen syn-
thesis, and 2) during epididymal maturation of spermato-
zoa, the plasma membrane undergoes various modifica-
tions, mainly exchanges between cholesterol and
phospholipids.

We recently described that knock-out mice for both LXR
encoding genes presented structural abnormalities of the
epithelium of the head of the epididymis. These mice also
presented fragile spermatozoa. Integrative and molecular
physiology studies demonstrate a new role of these
nuclear receptors in male reproductive physiology.

Key-words : nuclear receptors, LXR, cholesterol homeostasis,
male reproduction
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Criblage de nouveaux genes cibles des récepteurs
nucléairesdes oxystérols LXRs impliqués dans le
maintien de I'épithélium épididymaire et la
maturation des spermatozoides dans I'épididyme

Ayhan KOCER, Fabrice SAEZ1, Kevin MOUZAT?2, Patrick VERNET,
Jean-Marc A. LOBACCARO?2, Joél R. DREVET"
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1Epididyme et Maturation des Gamétes Males ; UMR CNRS 6547-GEEM - Université Blaise Pascal, Aubiére,
2 Physiologie Comparée et Endocrinologie Moléculaire ; UMR CNRS 6547-GEEM - Université Blaise Pascal,

Aubiére.

RESUME . INTRODUCTION

Les récepteurs nucléaires des oxystérols LXRs sont A. Epididyme
impliqués dans I’homéostasie du cholestérol et le méta-
bolisme lipidique. Les souris déficientes pour les 2 iso-
formes LXRa et LXRP présentent une perturbation séve-
re de la structure de I’épithélium des segments 1 et 2 de Du preéfixe grec épi (sur) et de la racine didyme (jumeau
la téte de I’épididyme ainsi qu’une fragilité des spermato-  testicule), I'épididyme est un long canal, situé sur la face

1. Anatomo-histologie

zoides. Ces altérations ont pour conséquence d’engend- postérieure du testicule, qui relie les canaux efférents au
rer une stérilité totale chez les souris méles adgées de 10  canal déférent. Ce canal est trés contourné et forme des
mois. lobules séparés par des travées conjonctives. Le canal

A ce jour, aucun travail n’a été effectué sur le réle des épidid;{maire est de Iongueqr varia‘ble selon les espéces
LXRs au niveau de I'épididyme. Une lignée cellulaire  (un métre chez la souris, cing metres chez 'homme et
issue de la téte de I'épididyme murin (cellules B2) a été¢  quatre vingt métres chez I'étalon) [6]. Cet organe peut étre

utilisée pour rechercher in vitro des génes cibles épidi-  divisé chez les mammiferes en trois régions anatomique-
dymaires des LXRs. La présence d’une isoforme des ment distinctes : la téte (région proximale ou antérieure)
LXRs (LXRa) a été mise en évidence par immunocytochi-  qui intégre I'extrémité des canaux efférents et le segment
mie et la capacité de réponse des cellules B2 a un ago- initial, le corps (partie médiane) et la queue (région distale

niste synthétique des LXRs (T0901317) a été vérifiée. Ces  ou postérieure) d’apparence plus bulbeuse, connectée au
résultats valident les cellules B2 comme modéle d’étude. canal déférent [23, 27]. Chez la souris, la téte de I'épididy-
Des analyses protéomiques en électrophorése bidimen-  me peut étre subdivisée, selon les auteurs, en 3 ou 5
sionnelle ont été menées sur les cellules B2 traitées au régions, sur la base d’une séparation physique de sous
T0901317. Cela a permis d'isoler 8 protéines régulées  (opritoires par l'intermédiaire de cloisons conjonctives ou

!:;ositffi_\{e@rnt rarb.les_t_LXR;s. tUI’r_\e ‘:’_e”tl_e adpu ﬁ[t]re septa [1] et/ou de caractéristiques structurales des cellu-
identitiee : la polyubiquitine, don implication dans O- les principales [2]

méostasie cellulaire du cholestérol a déja été rapportée.
I
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D’un point de vue histologique, la lumiére de I'épididyme
est bordée d’'un épithélium pseudostratifié chez la souris,
constitué de plusieurs types cellulaires : une couche de
cellules principales ou s’intercalent des cellules apicales,
claires et en halo [57, 54]. Ces différents types de cellules
présentent des caractéristiques structurales et fonctionnel-
les trés variées. Le diameétre du canal épididymaire aug-
mente de la téte vers la queue en raison de la diminution
de la hauteur des cellules principales. La paroi du tubule
est entourée de fibres musculaires lisses qui présentent
des contractions péristaltiques réguliéres, controlées par
des fibres nerveuses sympathiques contenues dans du
tissu conjonctif [53].

2. Fonctions de I’'épididyme

a)Transport, maturation, protection et stockage des
spermatozoides

Aprés avoir traversé les canaux efférents, les spermatozoi-
des sont pris en charge par I'épididyme qui assure leur
transit par les contractions des fibres musculaires lisses
qui I'entourent afin de les acheminer vers la queue de I'épi-
didyme. C’est au cours de ce transit que se fait la matura-
tion des spermatozoides. En effet, d’'un point de vue fonc-
tionnel, les spermatozoides qui sortent des testicules sont
immobiles et incapables de reconnaitre et de féconder I'o-
vocyte. La maturation post-testiculaire, permettant aux
spermatozoides d’acquérir le pouvoir fécondant et la mobi-
lité, se déroule progressivement durant la traversée de I'or-
gane et plus ou moins précocement selon les espéces.
Cela se fait grace a une interaction perpétuelle, tout le long
de I'épididyme, entre les spermatozoides immatures et le
microenvironnement intraluminal créé par I'épithélium épi-
didymaire. En effet, la composition du liquide intraluminal
varie graduellement le long de I'épididyme de fagon propre
a chaque région de l'organe. Cela va ainsi créer un envi-
ronnement unique dd, en partie, a la spécificité tissulaire,
territoriale et cellulaire d’expression de génes codant pour
des protéines ubiquitaires ou spécifiques sécrétées ou
relarguées par des processus apocrines [11, 34].

La composition du fluide résulte également de I'absorption
de la majorité du liquide provenant des testicules via les
canaux efférents dans un premier temps, puis au sein de
I'épididyme du transport sélectif de composants provenant
du sérum et de la sécrétion de macromolécules synthéti-
sées par I'épithélium épididymaire, plus particulierement
par les cellules principales (de la téte). L'ensemble de ces
phénomeénes va entrainer des modifications morpholo-
giques et biochimiques des spermatozoides telles que le
remaniement de leur membrane plasmique. Ces remanie-
ments sont surtout des modifications de la composition lipi-
dique et protéique de la membrane plasmique des sperma-
tozoides qui seront abordés plus loin dans ce méme chapi-
tre. Le fluide épididymaire va également participer a la sur-
vie des spermatozoides, par la présence de petites molé-
cules organiques telles que le glucose, I'inositol ou la carni-
tine. Cette derniére est captée par les spermatozoides
pour étre transformée en acétyl carnitine qui sera utilisée
comme un substrat énergétique pour la mobilité [9].
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Le fluide épididymaire va aussi maintenir l'intégrité des
spermatozoides. En effet, les spermatozoides sont des
cellules haploides avec un ADN fortement condensé, inca-
pables de synthétiser des protéines et possédant un cyto-
plasme réduit. C’est pourquoi leurs propres protections
face aux différents types d’agression telles que les
attaques immunitaires, oxydatives et protéolytiques sont
limitées. Cette protection est alors assurée d’'une part par
la présence de la barriere hémato-épididymaire qui protege
les spermatozoides contre le systéeme immunitaire [49] et
d’autre part par la sécrétion de protéines et de petites
molécules protectrices par I'épithélium épididymaire.

Les spermatozoides, plus que toute autre cellule, sont tres
exposés aux radicaux libres présents dans I'environnement
a cause de la présence d’acides gras poly insaturés
(AGPI) au niveau de leur membrane plasmique. Cette
exposition est accrue par leur temps de passage et de
stockage dans I'épididyme. Les espéces réactives de I'oxy-
géne sont capables d’affecter l'intégrité des spermatozoi-
des soit en entrainant des dommages de I’ADN, soit en
peroxydant les AGPIs de la membrane plasmique, d’ou la
nécessité d'une protection accrue au niveau de I'épididy-
me. Cette protection est assurée par la sécrétion de protéi-
nes telles que des glutathion peroxydases (GPXs) [64],
des superoxyde dismutases (SOD) [48], la catalase [60] et
la « clusterin » [15]. D’autres protéines comme la « Cysta-
tin-related epididymal spermatogenic » (CRES) ont un rdle
d’inhibiteur de protéase, protégeant les spermatozoides
contre les dommages protéolytiques possibles en cas de
libération prématurée des enzymes acrosomiales durant le
transit épididymaire [10]. Cette protection est maintenue
méme au niveau de la queue de I'épididyme qui sert de
lieu de stockage pour les spermatozoides matures et assu-
re le maintien de leur intégrité avant I'éjaculation.

b) Réorganisation de la membrane spermatique

Le fluide épididymaire, riche en lipides et protéines, va
assurer des modifications morphologiques et biochimiques
des spermatozoides, telles que le remaniement structural
de leur membrane plasmique qui est a la base de la recon-
naissance et de la fusion spermatozoide-ovocyte.

* Remodelage de la composition protéique

Les modifications des protéines membranaires du sperma-
tozoide ont surtout lieu dans la partie proximale de I'épidi-
dyme. Elles consistent en des variations du degré de gly-
cosylation [62, 61], de phosphorylation [46], d’oxydation
des protéines [55], ou encore d’hydrolyses par le biais
d’enzymes sécrétées dans le fluide (glycosidases, glyco-
syltransférases, hydrolases, protéases) [26]. De plus, la
fixation aux spermatozoides de nouvelles protéines sécré-
tées par I'épididyme est le deuxieme volet de la maturation
membranaire des spermatozoides. Cette sécrétion de pro-
téines se fait majoritairement au niveau de la téte de I'épi-
didyme. En effet, 60% des protéines synthétisées dans la
région proximale de I'épididyme chez les rongeurs sont
sécrétées dans la lumiére [63]. Chez d’autres mammiféres
comme le cheval, le bélier et le verrat, 80% des protéines
sont sécrétées dans la téte de I'organe et environ 15 pro-






téines différentes représentent la majorité des sécrétions
[14]. Certaines, comme la protéine DE synthétisée et
sécrétée par le segment proximal, viennent s’associer for-
tement a la région dorsale de I'acrosome du spermatozoi-
de par des liaisons ioniques [8]. La protéine DE semble
jouer un réle dans la reconnaissance entre les spermato-
zoides et 'ovocyte. Cette action a été mise en évidence
suite a I'observation que I'immunisation de rats males et
femelles par la protéine DE provoque une inhibition de la
fertilite. D’autres protéines telles que la protéine P26h chez
le hamster (orthologue de P34H chez '’homme), synthéti-
sée au niveau du corps de I'épididyme, viennent se fixer
dans la membrane plasmique au niveau de la région acro-
somique du spermatozoide via une ancre lipidique [22, 39,
40]. Cette protéine interviendrait dans la liaison des sper-
matozoides avec la zone pellucide des ovocytes. La plu-
part de ces protéines ont donc un réle important dans I'ac-
quisition du pouvoir fécondant.

A ce remodelage protéique s’ajoute un remodelage lipi-
dique de la membrane plasmique du spermatozoide.

* Remodelage lipidique de la membrane plasmique

La membrane cellulaire forme une barriére structurale plus
ou moins perméable entre le cytoplasme et le comparti-
ment extracellulaire. Elle forme également une matrice per-
mettant I'incorporation de protéines. Elle est constituée
d’'un mélange hétérogéne de phospholipides, de glycolipi-
des, de stérols et de glycoprotéines [56]. La proportion
relative de ces différents éléments varie au cours de leur
maturation épididymaire, aboutissant a une membrane
possédant des propriétés particulieres [25]. En effet, de
maniére générale, chez de nombreuses espéces, on obs-
erve au cours de la maturation épididymaire une augmen-
tation des AGPIs (acide docosapentaénoique, acide doco-
sahéxaénoique) par rapport aux acides gras saturés (AGS)
[24]. Dans le méme temps, le rapport cholestérol/phospho-
lipides (chol/PL) diminue entrainant une augmentation de
la fluidité de la membrane plasmique du spermatozoide. Le
rapport chol/PL est a la fois un indicateur de la fluidité et un
déterminant dans les phénomenes de capacitation et de
réaction acrosomique. En effet, de nombreux auteurs ont
montré que I'efflux du cholestérol joue un rdle important
dans les phénomeénes de capacitation des spermatozoides
et dans la signalisation conduisant a la réaction acroso-
mique. Lefflux du cholestérol semble augmenter la fluidité
et la perméabilité de la membrane plasmique du spermato-
zoide permettant, entre autre, l'influx d’ions calciques qui
vont déclencher I'activation de signaux de transduction
conduisant a la capacitation [65]. La diminution du choles-
térol membranaire engendre des changements de la struc-
ture de la membrane, lui donnant des capacités fusogé-
nigues essentielles a la réaction acrosomique et a la fusion
spermatozoide-ovocyte. D’autre part, des récepteurs
comme le récepteur au mannose sont démasqués suite a
cet efflux. Ce récepteur est impliqué dans l'interaction
entre le spermatozoide et la zone pellucide de I'ovocyte qui
contient des résidus mannose et des protéines mannosy-
lées. L'efflux du cholestérol induit également une augmen-
tation du pH intracellulaire qui est requise pour la réaction
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acrosomique [13]. Tous ces événements indiquent un rdle
central du cholestérol dans la physiologie et dans la matu-
ration post testiculaire des spermatozoides.

3. Controle de I'expression des génes épididymaires

L’expression région-spécifique des génes épididymaires,
accompagnant la segmentation fonctionnelle dans le sens
antéropostérieur, sous-entend une régulation complexe et
rigoureuse, reposant sur plusieurs niveaux.

Le premier niveau de régulation se fait via des facteurs
provenant du fluide testiculaire. Cette régulation dite
« lumicrine » a été mise en évidence aprés ligation des
canaux efférents [31]. Son action porte principalement sur
les cellules des segments initiaux et proximaux de la téte
de I'épididyme. Les facteurs lumicrines, provenant majori-
tairement des testicules, peuvent étre des composants
solubles tels que des ions, des solutés organiques, des
protéines et les androgénes associés aux « Sex Binding
Proteins » (SBP) [43]. Parmi ces facteurs, on a identifié le
« beta fibroblast growth factor » (bFGF) qui régule I'activité
catalytique et le niveau d’expression de la y glutamyl
transpeptidase dans le segment initial de la téte de I'épidi-
dyme [36].

Le deuxieme niveau de contréle est réalisé par des fac-
teurs dits paracrines. En effet, les activités de sécrétion
d’'une région de I'épididyme peuvent influencer ou réguler
d’autres régions épididymaires. Cela a été mis en évidence
dans le modéle de souris invalidées pour le récepteur tyro-
sine kinase « c-ros » dont le phénotype est une absence
de différenciation du segment initial de I'épididyme. Dans
ce contexte, on enregistre des changements dans les pro-
fils d’expression génique et protéique des régions sous-
jacentes [12]. Parmi ces facteurs paracrines, on trouve
aussi la proenképhaline sécrétée par le segment initial de
la téte de I'épididyme [21], ou les lipocalines comme
I'« epididymal retinoic acid binding protein » (E-RABP) [38]
sécrétée au niveau de la téte et du corps de I'épididyme.
Cette derniére protéine semble étre impliquée dans la
régulation paracrine de I'expression de génes en controlant
la voie de signalisation de I'acide rétinoique.

Enfin, a toutes ces régulations s’ajoute une régulation
endocrine. Le mécanisme par lequel les systémes endocri-
niens participent a I'expression des génes épididymaires
de maniére région spécifique peut étre di a une distribu-
tion restreinte des récepteurs et/ou des ligands [12]. Il est
bien établi que la différenciation et les fonctions épididy-
maires sont principalement sous le contrOle des androge-
nes tels que la testostérone dont la forme la plus active est
la dihydrotestostérone (DHT) issue de la conversion de la
testostérone via 'enzyme 5a réductase présente au niveau
des cellules épididymaires [53]. Ces composés agissent
via un récepteur nucléaire spécifique « Androgen
Receptor » (AR). Une fois le complexe récepteur/ligand
formé, celui-ci se fixe sur des séquences nucléiques spéci-
fiques « Androgen Response Element » (ARE) situées sur
les promoteurs des génes cibles. Des expériences d’orchi-
dectomie ont montré que les androgénes régulent I'expres-
sion de nombreux génes codant pour des protéines consi-






dérées comme des produits finaux de la différenciation cel-
lulaire épithéliale tels que GPX5 et PEA3 [16, 37, 44, 17].
D’autres systémes endocriniens peuvent contrbler I'expres-
sion régionalisée des genes de I'épididyme. Ceci a pu étre
observé aprés l'invalidation de genes tels que le gene
codant pour le récepteur aux cestrogénes « Estrogen
Receptor a » (ERa). Ce récepteur est principalement expri-
mé au niveau des canaux efférents et du segment 1 de la
téte de I'épididyme et semble réguler la réabsorption du
fluide luminal, le transport ionique et le maintien de la
structure épithéliale [18, 29, 30]. Les souris males ERa /.
sont stériles, en partie suite a un défaut de réabsorption du
fluide testiculaire par les canaux efférents.

De la méme fagon, il a été montré que I'acide rétinoique
peut participer a la modulation de I'expression régionalisée
des génes épididymaires notamment a cause de la diffé-
rence de distribution spatiale des récepteurs a I'acide réti-
noique « Retinoid Acid Receptor » (RAR) et « Retinoid X
Receptor » (RXR) [68, 3]. Plus récemment, I'invalidation
des génes codant pour les récepteurs nucléaires « Liver X
Receptor o et B » (LXRo et LXRRB) impliqués dans I'ho-
méostasie du cholestérol et le métabolisme lipidique, sug-
gere aussi que les LXRs seraient impliqués dans le main-
tien de la structure de I'épithélium de I'épididyme au niveau
des segments 1 et 2 de la téte [19].

B. Les Récepteurs Nucléaires LXRs

L'acces privilégié aux modéles de souris invalidées pour
les LXRs (collaboration : Pr J.M Lobacarro, UMR 6547
GEEM) associé a I'observation d’un phénotype épididymai-
re dans les doubles mutants LXR o’ /-, nous a conduit a
nous intéresser aux réles joués par ces récepteurs nucléai-
res aux oxystérols dans la physiologie de I'épididyme.

Les récepteurs LXRs codent pour des facteurs de trans-
cription qui appartiennent a la superfamille des récepteurs
nucléaires. Il existe deux isoformes LXRo. ou NH1R3 [5] et
LXRB ou NH1R2 [58]. L'analyse des séquences ADN a
montré que ces deux récepteurs présentent une identité de
77% dans les domaines de liaison du ligand (LBD) et de
liaison a 'ADN (DBD). Les profils d’expression des deux
récepteurs sont différents : LXRa est préférentiellement
exprimé dans les tissus ou le métabolisme lipidique joue
un réle important (foie, rein, tissu adipeux...) alors que
LXRR semble s’exprimer de fagon plus ubiquiste [41, 42].
Ces récepteurs agissent en formant des hétérodiméres
obligatoires avec le RXR qui est le récepteur de I'acide 9-
cis-rétinoique. L’hétérodimeére est permissif car il peut étre
activé a la fois par les ligands de LXR et/ou de RXR. L’hé-
térodimere LXR/RXR se lie a des éléments de réponse
« Liver X Response Element » (LXRE) de type « Direct
Repeat » (DR4), c’est a dire une séquence hexanucléoti-
dique imparfaite répétée et séparée de quatre nucléotides
(la séquence canonique du DR4 est la suivante :
TGGTCAnnnnAGTTCA). Les ligands naturels activant les
LXRs sont des oxystérols qui sont des dérivés métabo-
liques du cholestérol [20, 33]. Les agonistes synthétiques
ont été développés pour les LXRs et les RXRs tels que le
T0901317 [52] et le LG 268, respectivement [66].
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1. Roles des LXRs

Les LXRs jouent un réle décisif dans 'homéostasie du cho-
lestérol et le métabolisme lipidique. Ceci a été mis en évi-
dence par la création par recombinaison homologue d’un
modéle murin invalidé pour le géne LXRa (LXRa 7/-) [48].
Ces souris ne sont plus capables de maintenir leur résis-
tance naturelle a un régime riche en cholestérol ce qui se
traduit par une accumulation trés importante d’esters de
cholestérol au niveau du foie [47]. De la méme fagon, des
souris invalidées pour le géne LXRB (LXRR 7/.) ont été
obtenues mais ne présentent pas le méme phénotype que
les souris LXRao 7/-. Les souris LXRR ~/. présentent une
résistance au cholestérol associée a une augmentation
légére du poids corporel. Le croisement des deux lignées a
permis de générer des souris présentant la double invali-
dation, ayant le méme phénotype que les animaux LX
Ro /.. Ces expériences d’invalidation attestent de I'impli-
cation importante du récepteur LXRo dans la régulation du
métabolisme lipidique. Plusieurs génes impliqués dans le
transport, le stockage, la synthése et le catabolisme du
cholestérol dans les cellules hépatiques ont été identifiés
comme étant des génes cibles directs des LXRs.

2. LXRs et le tractus génital male

De nombreuses études ont pu mettre en évidence I'impor-
tance des lipides dans la physiologie du testicule, notam-
ment dans sa fonction stéroidogéne. Par exemple, l'invali-
dation du gene de la lipase hormono-sensible (HSL) induit
une stérilité. Cette enzyme hydrolyse les esters de choles-
térol et libére le précurseur de la synthése des stéroides :
le cholestérol. Le réle majeur du cholestérol au niveau des
testicules et de I’épididyme a aussi été montré par des
modeles « Knock out » des LXRs. Chez les souris
LXRoB /-, les analyses histologiques montrent une dés-
tructuration massive du testicule survenant a 10 mois, qui
se traduit par une hyperplasie des cellules de Leydig et
une vacuolisation des cellules de Sertoli et une perturba-
tion de la spermatogenése [66, 35]. Au niveau des seg-
ments 1 et 2 de la téte de I'épididyme, le phénotype se
caractérise par une diminution de I'épaisseur des canaux
et une absence des stéréocils de I'épithélium, générale-
ment observés au niveau des cellules principales du seg-
ment 2. Ce phénotype épididymaire apparait seulement
autour de 6 mois. Les spermatozoides de ces souris pré-
sentent des anomalies qui se traduisent par une fragilité de
la piece intermédiaire et une variation de I'angulation entre
la téte et le flagelle. Les souris deviennent totalement stéri-
les au bout de 10 mois [19, 67].

Ce phénotype observé au niveau de I'épididyme, chez les
souris invalidées pour les LXRs, laisse supposer un role
possible des LXRs dans la régulation de I'expression de
génes exprimés au niveau du segment 1 et 2 de la téte de
I'épididyme, ainsi que dans le maintien de la structure de
I'épithélium épididymaire et de I'intégrité des spermatozoi-
des.

A ce jour, aucun travail n’a été effectué sur le réle joué par

les LXRs au niveau de I'épididyme. C’est pourquoi nous
nous sommes intéressés a rechercher au niveau de I'épidi-






dyme les génes cibles des LXRs par une approche in vitro
a partir d'une lignée cellulaire immortalisée, issue de la téte
de I'épididyme murin (cellules B2). Ces cellules B2 ont été
obtenues a partir de cultures primaires de cellules de la
téte de I'épididyme dans lesquelles des mutations aléatoi-
res ont conduit a leur immortalisation [7]. Ces cellules
expriment plusieurs génes considérés comme des mar-
queurs de l'activité de la téte de I'épididyme in vivo confir-
mant ainsi un état différencié proche de celui retrouvé dans
'organe.

Notre travail a tout d’abord consisté a valider notre modéle
d’études en vérifiant qu’elles exprimaient les récepteurs
LXRs et qu’elles répondaient bien aux agonistes. Puis, une
études protéomique a été utilisée afin de rechercher des
genes cibles des LXRs.

Il. MATERIELS ET METHODES
1. Cultures cellulaires

Deux lignées de cellules ont été utilisées pour notre étude.
La lignée cellulaire NIH 3T3, issue de cellules fibroblas-
tiques et la lignée cellulaire B2 issue de culture primaire de
la téte de I'épididyme de souris (obtenue au laboratoire par
le Pr Lefrangois Martinez [7]).

Les cellules NIH 3T3 sont cultivées dans des boites de
10cm de diameétre (Falcon, BD Biosciences, France) conte-
nant 10ml de milieu de culture NIH 3T3 (Tableau 1), a
37°C, en présence de 5% de CO2. Les cellules B2 sont co-
cultivées avec les cellules NIH 3T3, qui servent de couche
nourriciére, a 35°C en présence de 5% de CO2 dans du
milieu de prolifération B2 (Tableau 2). Cette co-culture se
fait soit dans des boites de 10cm de diamétre (Falcon)
pour I'extraction des protéines, soit sur des lamelles de
verre 18x18mm, dans des boites 6 puits pour les analyses
en immunocytochimie et de coloration a I'huile rouge.

Tableau 1 : composition du milieu de prolifération des
cellules NIH 3T3.

Lignée Composition du
milieu de culture Concentration
L-glutamine 2mM
Pénicilline 100 U/ml
i Streptomycine 100 ug/ml
[y}

Sérum de veau feetal
déstéroidé
Milieu DMEM/HAM F12

10 % (v/v)
gsp 500ml

Repiquage des cellules

a) NIH 3T3 : les cellules sont passées a confluence toutes
les semaines, elles sont rincées 3 fois au PBS 1X sans cal-
cium ni magnésium (Invitrogen, Gibco, France), supplé-
menté par 100 U/ml de pénicilline et 50 pug/ml de strepto-
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Tableau 2 : composition du milieu de prolifération des
cellules B2.

Lignée Composition du
milieu de culture Concentration
Transferrine 10 pg/mi
Sélénium 17,3 ng/ml
Insuline 10 pg/mi
8 bromo AMPc 25 ug/mi
L-glutamine 2mM
EGF 10 ng/ml
S Ethanolamine 0,6 pg/mi
Tampon HEPES 20 mM
Pénicilline 100 U/ml
Streptomycine 100 pg/mi
Toxine cholérique 10 ng/ml
Hydrocortisone 10-6 M
Milieu DMEM/HAM F12 gsp 500ml

mycine. Puis, elles sont décollées par 1ml de solution de
trypsine 0,4% (m/v)-EDTA 1mM (Gibco) durant 20min a
35°C. Aprés neutralisation de la solution de trypsine par
une dilution dans du milieu NIH 3T3, les cellules sont cen-
trifugées pendant 5min a 200g a 4°C. Ensuite, le culot est
repris dans 5ml de milieu NIH 3T3 et les cellules 3T3 sont
comptées sur une cellule de Mallasez avant d’étre ense-
menceées a raison de 150 000 cellules par boite contenant
du 10ml milieu NIH 3T3 (la viabilité des cellules est esti-
mée par exclusion du bleu Trypan).

b) B2 : on procede de la méme fagon sauf que les cellules
sont décollées avec 2ml de solution de trypsine durant
20min et qu’elles sont ensemencées sur des cellules 3T3
traitées a la mitomycine et incubées dans du milieu de pro-
lifération.

2. Immunocytochimie de LXRa dans les cellules B2
Immunodétection par fluorescence

Aprés une semaine, les cellules cultivées sur lamelle de
verre sont fixées dans les puits de culture avec de la para-
formaldéhyde 4% (m/v dans du PBS 1X) durant 10min a
température ambiante et perméabilisées par un solution
PBS 1X, Triton 1% durant 6min. Les cellules sont alors
incubées dans une solution de saturation (PBS 1X, sérum
de chevre 1% et BSA 8%) durant une heure a température
ambiante. Puis les cellules sont incubées avec l'anticorps
anti-LXRo dilué au 150€Me dans une solution PBS 1X
contenant 1% de sérum de chévre et 1% de BSA pendant
toute la nuit a 4°C. Aprés 3 ringages de 5min dans du PBS
1X, les cellules sont incubées pendant une heure a tempé-
rature ambiante en présence d’anticorps secondaire anti-
IgG de lapin couplé & la fluorescéine dilué au 200€me






(PARIS, France) dans une solution de PBS 1X contenant
1% de sérum de chévre et 1% de BSA. Enfin les cellules
sont rincées avec du PBS 1X et les lamelles sont montées
sur des lames avec un milieu de montage colorant les
noyaux au DAPI (Vectashield Hard set with DAPI, Vector).

3. Huile Rouge

Les cellules B2, cultivées sur des lamelles de verre, sont
incubées pendant 48 heures avec 1uM d’un agoniste des
LXRs (T0901317, Sigma, France) et/ou avec 1uyM d’un
agoniste des RXRs (LG 268, Ligand Pharmaceuticals, San
Diego, CA). Les cellules sont alors fixées dans les puits de
culture avec de la paraformaldéhyde 10% dans du PBS 1X
(Sigma) durant 5min a température ambiante et traitées
avec le 1,2 propanediol (Sigma) pendant 1min afin de
chasser I'eau. Puis les lames sont plongées dans un bain
d’huile rouge (Sigma) durant 30min a 60°C. Les cellules
sont contre colorées avec I'hématoxyline Harris (Sigma)
diluée au demi dans de I'eau distillé, durant 1min. Apres
ringage a I'eau du robinet, les lamelles sont montées sur
des lames avec du glycérol 50% et observées au micro-
scope. Les inclusions lipidiques apparaissent en rouge.

4. Electrophorése bidimensionnelle
a) Extraction de protéines

Les cellules B2, cultivées dans les boites 10cm, sont repri-
ses puis centrifugées durant 10min a 200g a 4°C. Les
culots cellulaires sont repris avec un tampon de solubilisa-
tion des protéines (Tris 50mM-EDTA 1mM) ne contenant
pas de sels pouvant géner lisofocalisation des protéines.
L'extraction des protéines est alors réalisée par sonication
(3x30 secondes) dans de la glace. Lhomogénat est centri-
fugé a 10 000g durant 15mn a 4°C, puis le surnageant est
récupéré et les protéines totales sont dosées par la métho-
de colorimétrique de Bradford grace au kit de dosage de
protéine (BIO-RAD, France) en spectrophotométrie a
595nm. Le surnageant est stocké a —20°C.

b) Isofocalisation (premiére dimension)
Réhydratation des bandelettes de gel

La bandelette de gel d’isofocalisation (7cm, pH 3-10, Bio-
Rad) est réhydratée de maniére passive avec du tampon
de réhydratation (Urée 8M, CHAPS 4%, DTT 20mM, Bioly-
tes 0,2%, bleu de bromophénol 0,001%) contenant 100ug
de protéines. La réhydratation dure huit heures a 20°C, la
bandelette étant recouverte d’huile minérale pour éviter le
desséchement du gel. Au cours de cette réhydratation, les
protéines vont pénétrer dans le gel.

Isofocalisation

La focalisation est réalisée a l'aide de I'appareil « PRO-
TEAN IEF cell » (Bio-Rad). Les cbtés acides et basiques
du gel sont connectés respectivement a I'anode et a la
cathode du plateau de focalisation et le gel est recouvert
d’huile minérale pour éviter qu'’il ne desseche. Les parame-
tres de focalisation des protéines pour les bandelettes sont
les suivants (1€r€ étape : 50 volts/9 heures, 26éMe étape :
200 volts/1 heure, 36Me gtape : 4000 volts/3 heures (rapi-
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de), 4émMe gtape : 4000 volts/heure (lent)). C’est durant I'i-
sofocalisation que les protéines vont migrer selon leur
point isoélectrique.

c) SDS PAGE (deuxiéme dimension)
Equilibration

Les protéines sont ionisées avec du SDS et réduites dans
la solution d’équilibration | (Urée 6M, SDS 2%, Tris-HCI
0,375 M pH 8,8, glycérol 20%, DTT 130mM) pendant
15min. Une seconde incubation est faite dans la solution
d’équilibration Il contenant du iodoacétamide, durant 20mn
(Urée 6M, SDS 2%, Tris-HCI 0,375 M pH 8,8, glycérol
20%, iodoacétamide 135mM). Ceci prévient la réoxydation
des protéines au cours de I'électrophorese et alkyle le DTT
résiduel, minimisant ainsi les trainées verticales. Ces tam-
pons doivent étre préparés au dernier moment.

SDS PAGE

Les bandelettes sont déposées sur un gel SDS PAGE 12%
et recouvertes par un gel de concentration d’Agarose 1%
(Sea Plaque agarose, low geling temperature, TEBU, Fran-
ce). La migration est effectuée sous tension constante de
200V et elle est stoppée lorsque le bleu de bromophénol
sort du gel de séparation.

Coloration au nitrate d’argent

La coloration des polypeptides au nitrate d’argent (« EMBL
silver staining protocol ») est celle décrite par Mortz et al
[45]. Cette coloration est compatible avec le traitement des
spots protéiques par spectrométrie de masse.

Analyse des spots

Les gels colorés sont scannés puis analysés par l'intermé-
diaire du logiciel PD QUEST version 7.1 (Bio-Rad). Les
spots sélectionnés sont prélevés et envoyés pour étre
séquencés par spectrométrie de masse (« Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation- Time Of Flight » MALDI-TOF ;
voyager DE super STR Applied Biosystems, USA) a 'INRA
de Theix (Christophe Chambon, plateforme protéomique
Bloc 4). Les peptides sont analysés par le logiciel
« Mascot » (http://www.matrixscience.com).

lll. RESULTATS

1. Localisation de la protéine LXRa dans les cellules
B2

Il a été montré par western blot que la protéine LXRa s’ex-
prime au niveau de la téte de I'épididyme in vivo [19]. Il a
été également montré par RT-PCR que les ARNm de
LXRa et LXRR s’expriment dans les cellules B2 [7]. Aussi,
nous nous sommes intéressés a visualiser par immunocy-
tochimie la présence et la localisation de la protéine LXRa
dans les cellules B2 a I'aide d’un anticorps anti-LXRa
développé dans I'équipe du Pr. JM. Lobacarro.

L’analyse d'immunodétection en utilisant un anticorps
secondaire marqué a la fluorescéine permet de montrer
que LXRa est présente au niveau péri nucléaire et nucléai-
re. Ceci est visible par la superposition de la fluorescence






spécifique et du marquage du noyau au DAPI (Figure 1 g-
i). En revanche, les incubations avec I'anticorps secondaire
marqué seul (Figure 1 d-f) ou avec le sérum pré immun
(Figure 1 a-c) ne montrent aucun signal fluorescent. Ces
résultats attestent que le marquage est spécifique de la
protéine LXRao. La protéine LXRa est donc présente dans
les cellules B2 et localisée au niveau nucléaire et péri
nucléaire. Dans cette étude seule la protéine LXRo a été
étudiée car nous ne possédions pas I'anticorps anti LXRI.

2. Réponse des cellules B2 aux agonistes des LXRs
et/ou des RXRs

Dans le but d’utiliser les cellules B2 comme modéle dans
la recherche de cibles épididymaires des LXRs nous avons
testé si les cellules B2 étaient capables de répondre aux
ligands synthétiques des LXRs (T0901317) et des RXRs
(LG268). Pour visualiser la réponse physiologique des cel-
lules B2 aux différents traitements, nous avons procédé a
une coloration a I'huile rouge mettant spécifiquement en
évidence les lipides neutres tels que les triglycérides et les
esters de cholestérol.

Les résultats montrent qu’il y a une accumulation de gout-
telettes lipidiques (marquées en rouge) au niveau cytoplas-
mique apres traitement des cellules B2 au T0901317 seul
(Figure 2b) par rapport aux cellules contrbles traitées avec
le DMSO (Figure 2a). Cette accumulation cytoplasmique
de gouttelettes lipidiques est observable sur la majorité des
cellules B2. Les mémes observations sont faites apres trai-
tement des cellules B2 au LG268 seul (Figure 2c). Le trai-
tement avec les deux agonistes provoque une accumula-
tion beaucoup plus importante des gouttelettes lipidiques
(Figure 2d) par rapport a chacun des agonistes seul. L'as-
sociation des deux ligands permet donc un effet syner-
gique. L'ensemble de ces résultats confirme que les cellu-
les B2 répondent de maniére trés nette aux agonistes des
LXRs.

Ces résultats suggérent que ces cellules peuvent étre utili-
sées comme modéle d’étude afin de rechercher des cibles
épididymaires des LXRs in vitro.

3. Etude du profil d’expression protéique des cellules
B2

Les cibles épididymaires des LXRs ont été recherchées in
vitro sur les cellules B2 murines par une approche protéo-
mique.

Les cellules ont été incubées durant 24, 48, 72 heures (h)
avec 1uM d’agoniste des LXRs (T0901317). Aprés chaque
temps d’incubation, les cellules ont été reprises afin d’ex-
traire les protéines. Pour chacune des conditions, nous
avons étudié le profil protéique des cellules B2 traitées ou
non traitées avec le T0901317 par électrophorese bidimen-
sionnelle. Puis, 'ensemble des spots apparaissant pour
chacune des conditions a pu étre apprécié apres coloration
des gels SDS-PAGE au nitrate d’argent (Figure 3). L'obser-
vation de ces gels montre un profil de migration des protéi-
nes semblable pour chacune des conditions. On peut
constater que peu de protéines sont détectées dans les
régions de faible pl (entre 3 et 5). A l'inverse, beaucoup
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plus de protéines sont visibles a des pl élevés (entre 7 et
9). Afin d’analyser les gels de maniéere plus précise, nous
avons procédé a une analyse informatique en utilisant le
logiciel PD-QUEST (version 7.1 ; Bio-Rad). Aprés avoir
défini un gel comme référence, le logiciel permet de com-
parer plusieurs gels d'une méme condition entre eux (en
'occurrence quatre gels différents dans notre étude). Au
moment de la comparaison, il est important de choisir un
maximum de spots communs qui vont servir de repéres.
Ces reperes vont permettre au logiciel d’établir une cor-
respondance entre les gels moyens et de les normaliser en
une géométrie cohérente et unique. Ainsi pour chacune
des conditions, le logiciel va créer un gel de référence ou
gel moyen représentatif des quatre gels différents en rete-
nant seulement les spots communs. Les analyses compa-
ratives sont ensuite réalisées a partir des gels moyens.

Dans un premier temps, nous avons comparée les gels
moyens des conditions 24h, 48h, 72h avec le gel moyen
correspondant au contréle DMSO. Dans un deuxiéme
temps nous avons comparé les gels moyens 48h et 72h
avec le gel moyen 24h. Ces deux étapes d’analyse suc-
cessives nous ont permis d’identifier un certain nombre de
spots identiques et non identiques a chaque condition. Les
résultats obtenus sont indiqués dans le Tableau 3. Pour la
suite de I'analyse, nous avons choisi de travailler sur des
spots protéiques apparaissant de manieére commune dans
les trois conditions étudiées, et préférentiellement ceux
dont l'intensité de coloration est nette. Les spots sélection-
nés sont indiqués sur la Figure 3 : ils sont concentrés dans
la zone de faible poids moléculaire (entre 13 et 25 kDa),
avec des pl compris entre 5 et 8 environ (Figure 3 b, c, d).
Huit spots intéressants ont été identifiés sur les gels et pré-
levés pour étre analysés en spectrométrie de masse
MALDI-TOF. Avant d’étre analysés par spectrométrie de
masse, les spots subissent une digestion enzymatique a la
trypsine afin de donner différents peptides. Les protéines
correspondant aux peptides sont identifiées avec le pro-
gramme « Mascot ». Une premiére série d’analyse en
spectrométrie de masse n’a donné qu’un résultat significa-
tif (p<0,05) pour le spot 1 identifi€ comme étant la polyubi-
quitine 4 de souris « Mus musculus » (numéro d’accession
AK088453, Genbank). En ce qui concerne les autres pro-
téines, elles sont en cours d’analyse.

IV. DISCUSSION

Les phénotypes observés chez les souris mutantes pour
les deux géenes LXRa et LXRRB suggérent un réle fonction-
nel des LXRs au niveau de I'épididyme notamment dans le
maintien de la structure de I'épithélium et I'intégrité des
spermatozoides. Dans le but d’aborder le réle des LXRs et
des oxystérols dans la physiologie de I'épididyme, nous
avons recherché in vitro les génes qui sont des cibles
directes ou indirectes des LXRs en utilisant des cellules
épididymaires murines en culture [7].

Dans un premier temps, il était important de valider le
modéle de cellules utilisées vis a vis de la réponse aux
LXRs par différentes approches simples. Les expériences
d'immunolocalisation montrent clairement que la protéine






FITC DAPI Superposition

Figure 1 : Inmunodétection par fluorescence de la protéine LXRo dans les cellules B2. Les cellules sont incubées soit
en présence de sérum pré-immun (a-c), soit en présence de I'anticorps anti-LXRo (1/150e) (g-i), puis en présence d’anti-
corps secondaire couplé a la fluorescéine (1/200e) donnant un marquage vert. Un témoin en présence d’anticorps
secondaire seul été réalisé (d-f). Les noyaux sont colorés en bleu par le DAPI (b, e, h). Les images (c, f, i) correspondent
a la superposition des deux images FITC et DAPI. Les barres de calibration représentent 50um.
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Figure 2 : Coloration a I’huile rouge des cellules B2 stimulées par les agonistes des LXRs et des RXRs. Les cellules
sont incubées avec un agoniste synthétique des LXRs a 1uM (T0901317) (b), avec un agoniste synthétique des RXRs a
1uM (LG268) (c), ou avec les deux a la fois (d). Les cellules incubées avec le DMSO (a) correspondent au contréle. Les
cellules sont colorées a I’huile rouge apreés 48 heures d’incubation dans les différentes conditions, puis contre-colorées
avec I’hématoxyline (coloration bleue).
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Figure 3 : Identification des spots suite a I’analyse des gels moyens. Les spots sélectionnés par I’analyse informatique
des gels moyens sont repérés sur les gels d’électrophorése bidimensionnelle (encerclés et numérotés). lls sont préle-
vés et analysés en spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le poids moléculaire exprimé en kilo dalton (kDa) apparait a

gauche et le point isoélectrique (pl) en haut des gels.

Tableau 3 : Comparaison des spots des différents gels.

DMSO/24H DMSO/48H DMSO/72H 24/48H 24/72H
Spots Identiques 225 226 223 247 249
Spots non identiques 119 152 128 97 94

Les gels moyens 24, 48 et 72 heures sont comparés avec le gel correspondant au DMSO. Puis les gels moyens 48 et 72 heures
sont comparés avec le gel moyen correspondant a 24 heures. Les valeurs indiquent le nombre de spots identiques ou non iden-

tiques entre les deux conditions mentionnées.

LXRao est présente dans les cellules B2 et que sa distribu-
tion est nucléaire et péri nucléaire. Cette localisation n’est
pas cohérente avec le dogme selon lequel les récepteurs
nucléaires orphelins sont plutdt nucléaires et non cytoplas-
miques. Cependant, certains auteurs ont pu observer de
telles localisations cytoplasmiques pour d’autres récep-
teurs nucléaires tels que PPARg2 [59], RXRs et RARs
(Nezzar H, communication personnelle). Sachant que la
synthése des protéines a lieu dans le cytoplasme, cela
pourrait donc expliquer cette localisation péri nucléaire ou
laisser supposer une action possible dans le cytoplasme. Il
serait intéressant d’étudier d’'une part si cette localisation
est retrouvée in vivo au niveau de I'épididyme par une
approche d’immunohistochimie et d’autre part si cette loca-
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lisation péri nucléaire change pour une localisation nucléai-
re apres traitement avec les agonistes des LXRs in vitro.
Les mémes expériences seront a réaliser lorsque l'anti-
corps anti-LXRM sera disponible.

Aprés avoir montré la localisation de LXRo dans nos cellu-
les, il était important de déterminer la fonction de ces
récepteurs dans ces cellules B2. C’est pourquoi nous
avons entrepris de mettre en évidence cette fonction via
une coloration a I'huile rouge. Les résultats de cette colora-
tion montrent que les cellules B2 accumulent des gouttelet-
tes lipidiques aprés incubation avec I'agoniste synthétique
des LXRs (T0901317). De plus, comme attendu pour un
hétérodimere LXR/RXR permissif, cette accumulation est
augmentée de maniére synergique en incubant les cellules






avec les deux agonistes des LXRs et des RXRs
(TO901317 et LG268). Ces résultats ne permettent pas de
discriminer 'action de LXRa par rapport a LXRR mais sug-
gerent I'existence d’'un métabolisme lipidique actif dans les
cellules B2. |l serait intéressant de doser les lipides d’'une
part dans les cellules traitées ou non traitées avec I'agonis-
te des LXRs afin de connaitre la nature des lipides accu-
mulés (triglycérides, esters de cholestérol...), et d’autre
part dans le milieu de culture sachant que les cellules B2
sont cultivées en absence de sérum.

Nous avons vu en introduction les remaniements impor-
tants du cholestérol de la membrane des spermatozoides
au cours du transit épididymaire. Ces remaniements sont
fondamentaux pour les capacités fonctionnelles des sper-
matozoides (capacitation, réaction acrosomique). La com-
préhension des mécanismes impliqués dans le mouvement
du cholestérol dans les cellules B2, en relation avec le réle
des LXRs, pourrait nous amener a mieux comprendre les
phénomeénes physiologiques in vivo. Ceci est supporté par
les phénotypes observés sur les spermatozoides des sou-
ris déficientes pour les genes de I'apolipoprotéine B (Apo
B) [32] et du récepteur a I'apolipoprotéine E (ApoRE) [4]
qui sont impliqués dans l'efflux cellulaire de cholestérol et
exprimés dans I'épididyme. Ces souris sont stériles et preé-
sentent un défaut de maturation des spermatozoides pour
lesquels on observe des aspects morphologiques anor-
maux, affectant notamment I'angulation flagellaire, phéno-
type retrouvé dans les animaux LXRo37/_.

L'ensemble de ces résultats permet de considérer les cel-
lules B2 comme un modele in vitro opportun pour appré-
hender des génes épididymaires cibles des LXRs. La
recherche de génes cibles a été menée par une approche
protéomique. Cette méthode nous a permis d’identifier des
protéines dont I'expression est régulée positivement par
traitement avec I'agoniste des LXRs (T0901317) dans les
trois conditions (24h, 48h,72h). Parmi huit spots sélection-
nés, un seul (spot 1) a donné un résultat significatif apres
avoir été analysé par MALDI-TOF. Les autres spots n’ont
pas pu étre identifiés probablement car les protéines
contenues étaient en trop faible quantité. Ces résultats
s’expliquent en grande partie par les limites de la tech-
nique bidimensionnelle :

e La premiére limite repose sur le type de bandelettes uti-
lisées. En effet, la quantité maximale de protéines sépa-
rées en premiére dimension est limitée a 100ug méme
si les recommandations du fournisseur indiquent jusqu’a
500pg. Lorsqu’on dépose de grandes quantités de pro-
téines, les migrations (premiere et deuxieme dimen-
sions) ne se font pas correctement, probablement du a
un trop fort encombrement. Pour s’affranchir de ces
contraintes, il faudra utiliser des bandelettes de grande
taille afin de pouvoir focaliser isoélectriquement de plus
fortes quantités de protéines, et des bandelettes ayant
des gammes de pH restreintes comprenant les pl des
spots identifiés afin de mieux les séparer (pl de 5 a 10).

¢ La deuxieme limite s’explique par le type de coloration
utilisée. La coloration au nitrate d’argent est beaucoup
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plus sensible que celle utilisant le bleu de Coomassie
colloidal, permettant ainsi de visualiser des spots de fai-
ble intensité et donc de faible quantité alors que seules
les protéines majeures sont révélées par le bleu de
Coomassie colloidal. De plus, avec le nitrate d’argent, la
digestion a la trypsine ne s’effectue pas de fagon opti-
male ce qui occasionne des erreurs dans l'analyse du
séquencage. Dans nos conditions expérimentales,
aucun spot n’a pu étre visualisé en utilisant la méthode
de coloration au bleu colloidal, méme pour des quanti-
tés de protéines élevées (150 et 200ug de protéines).
Pour un séquencage efficace, il faudra grouper les spots
d’au moins 4 a 6 gels différents afin d’avoir une quantité
suffisante de protéines.

En ce qui concerne le spot identifié (spot 1), celui-ci cor-
respond a une polyubiquitine. Ce résultat est intéressant
car il a été décrit reccemment que l'ubiquitine pouvait étre
impliqué dans plusieurs fonctions telles que la réparation
de I'ADN, la transcription, la transduction de signaux et
dans les phénoménes endocytose-exocytose [51]. De plus
il a été montré qu’une régulation des stérols intracellulaires
passe par une étape de protéolyse ubiquitine-dépendante
de la « 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase »
ou « HMG-CoA reductase » (HMGR) [50]. HMGR est une
enzyme limitante de la synthése endogéne du cholestérol.
Elle permet la transformation de I'acétate en mévalonate
qui constitue la premiere étape limitante de la voie du
mévalonate. C’est a partir du mévalonate que va se faire la
synthése endogéne du cholestérol (Figure 4). Cette syn-
thése est régulée de maniére trés fine : selon la quantité
de stérols présents dans la cellule, il va y avoir une régula-
tion positive ou négative de la synthése du cholestérol. La
régulation fait intervenir un certain nombre d’acteurs,
notamment les « Sterol Regulatory Element Binding Pro-
teins » (SREBPs) qui régulent positivement HMGR. Ainsi
'excés de cholestérol ou de ses dérivés (oxystérols) va
agir comme un inhibiteur de HMGR pré existant en indui-
sant sa dégradation. Cette dégradation, qui se fait par le
protéasome, est la résultante d’'une polyubiquitination de
HMGR induite par le cholestérol ou ses dérivés qui vont
diminuer le taux de HMGR et donc la synthése endogéne
du cholestérol [28]. Pour confirmer notre hypothése, il fau-
dra rechercher si I'expression de la protéine HMGR est
diminuée apres traitement des cellules B2 par le
T0901317.

Pour la suite des travaux, de nouvelles analyses bidimen-
sionnelles devraient permettre d’identifier tous les spots
sélectionnés. Une fois les protéines identifiées, une analy-
se bibliographique sera menée pour vérifier si ces protéi-
nes sont des cibles connues des LXRs. Dans ce cas, il fau-
dra étudier I'expression épididymaire de ces protéines, leur
régionalisation éventuelle au niveau de la téte de I'épididy-
me plus précisément a I'endroit ou apparait le phénotype
chez les souris LXRa37/- par des analyses différentielles
de I'expression in vivo (PCR quantitative en temps réel,
northern blot). Si des anticorps sont disponibles, I'expres-
sion protéique et la localisation pourront étre déterminées
par des analyses immunohistochimiques. Si les protéines
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Figure 4 : Voie de synthése du mévalonate qui aboutit a
la synthése du cholestérol. HMG-CoA : 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme-A ; HMGR : 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme-A réductase ; CoA : coenzyme-
A ; LXRs : « Liver X Receptor » ; SREBPs : « Sterol
Regulatory Element Binding Proteins » ; [oxystérols] :
concentration en oxystérol ; + et - : régulation positive ou
négative.

identifiées ne sont pas des cibles connues des LXRs, il
faudra rechercher in silico la présence d’'un LXRE dans le
promoteur des génes correspondant.

A plus long terme apres avoir identifi€ un certain nombre
de génes régulés soit directement soit indirectement par
LXRs au niveau de I'épididyme, il sera intéressant de mett-
re en relation cette régulation avec la maturation des sper-
matozoides et le maintien de la structure épithéliale de la
téte de I'épididyme.

21

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

REFERENCES

ABE K., TAKANO H., ITO T. : Ultrastructure of the mouse epi-
didymal duct with special reference to the regional differences
of the principal cells. Arch. Histol. Jpn, 1983, 46 : 51-68.

ABOU-HAILA A., FAIN-MAUREL M.A. : Regional differences
of the proximal part of mouse epididymis : morphological and
histochemical characterization. Anat. Rec., 1984, 209 : 197-
208.

AKMAL K.M., DUFOUR J.M., KIM K.H. : Region-specific loca-
lization of retinoic acid receptor-alpha expression in the rat
epididymis. Biol. Reprod., 1996, 54 : 1111-1119.

ANDERSEN O.M., YEUNG C.H., VORUM H. et al. : Essential
role of the apolipoprotein E receptor-2 in sperm development.
J. Biol. Chem., 2003, 278 : 23989-23995.

APFEL R., BENBROOK D., LERNHARDT E. et al. : A novel
orphan receptor specific for a subset of thyroid hormone-
responsive elements and its interaction with the retinoid/thy-
roid hormone receptor subfamily. Mol. Cell Biol., 1994, 14 :
7025-7035.

BARONE R. : Anatomie Comparée des mammiféres domes-
tiques. Tome 4 Splanchnologie Il. Paris, Vigot, 1990.

BRITAN A., LAREYRE J.J., LEFRANCOIS-MARTINEZ A.M.
et al. : Spontaneously immortalized epithelial cells from
mouse caput epididymidis. Mol. Cell Endocrinol., 2004, 224 :
41-53.

COHEN D.J., ROCHWEGER L., ELLERMAN D.A. et al. :
Relationship between the association of rat epididymal protein
“DE” with spermatozoa and the behavior and function of the
protein. Mol. Reprod. Dev., 2000, 56 : 180-188.

COOPER T.G. : Role of the epididymis in mediating changes
in the male gamete during maturation. Adv. Exp. Med. Biol.,
1995, 377 : 87-101.

CORNWALL G.A., CAMERON A., LINDBERG |I. et al. : The
cystatin-related epididymal spermatogenic protein inhibits the
serine protease prohormone convertase 2. Endocrinology,
2003, 144 : 901-908.

CORNWALL G.A., HANN S.R. : Specialized gene expression
in the epididymis. J. Androl., 1995, 16 : 379-383.

CORNWALL G.A., LAREYRE J.J., MATUSIK R.J. et al. :
Gene expression and epididymal function. In : Robaire B.,
Hinton B.T. eds. The epididymis : From molecules to clinical
practice. New York, Kluwer Academic/Plenum Publishers,
2002 : 169-199.

CROSS N.L. : Role of cholesterol in sperm capacitation. Biol.
Reprod., 1998, 59 : 7-11.

DACHEUX J.L., GATTI J.L., CASTELLA S. et al. : The epidi-
dymal protein. In : Hinton B.T., Turner T.T. eds. The third inter-
national conference on the epididymis. New York, The Van
Doren Company, 2003, 115-122.

DACHEUX J.L., DACHEUX F. : Protein secretion in the epidi-
dymis. In : Robaire B., Hinton B.T. eds. The epididymis : From
molecules to clinical practice. New York, Kluwer Academic /
Plenum Publishers, 2002 : 151-168.

DREVET J.R., LAREYRE J.J., SCHWAAB V. et al. : The
PEAS3 protein of the Ets oncogene family is a putative trans-
criptional modulator of the mouse epididymis-specific gluta-
thione peroxidase gene gpx5. Mol. Reprod. Dev.,1998, 49 :
131-140.

DUFAURE J.P., DREVET J.R. : La régulation de I'expression
des genes dans I'épididyme. Médecine/Science, 1998, 14 :
1392-1398.






18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

EDDY E.M., WASHBURN T.F., BUNCH D.O. et al. : Targeted
disruption of the estrogen receptor gene in male mice causes
alteration of spermatogenesis and infertility. Endocrinology,
1996, 137 : 4796-4805.

FRENOUX J.M., VERNET P., VOLLE D.H. et al. : Nuclear
oxysterol receptors, LXR, are involved in the maintenance of
mouse caput epididymidis structure and sperm post-testicular
maturational events. J. Mol. Endocrinol., 2004, 33 : 361-375.

FU X., MENKE J.G., CHENY. et al. : 27-hydroxycholesterol is
an endogenous ligand for liver X receptor in cholesterol-loa-
ded cells. J. Biol. Chem., 2001, 276 : 38378-38387.

GARRETT J.E., GARRETT S.H., DOUGLASS J.A. : Sperma-
tozoa-associated factor regulates proenkephalin gene expres-
sion in the rat epididymis. Mol. Endocrinol., 1990, 4 : 108-118.

GAUDREAULT C., LE GARE C., BERUBE B., SULLIVAN R. :
Hamster sperm protein, p26h: a member of the short-chain
dehydrogenase/reductase superfamily. Biol. Reprod., 1999,
61 :264-273.

GLOVER T.D, NICANDER L. : Some aspects of structure and
function in the mammalian epididymis. J. Reprod. Fertil.,
Suppl, 1971, 13 : 39-50.

HAIDL G., OPPER C. : Changes in lipids and membrane ani-
sotropy in human spermatozoa during epididymal maturation.
Hum. Reprod., 1997, 12 : 2720-2723.

HALL J.C., HADLEY J., DOMAN T. : Correlation between
changes in rat sperm membrane lipids, protein, and the mem-
brane physical state during epididymal maturation. J. Androl.,
1991, 12 : 76-87.

HALL J.C., KILLIAN G.J.: Changes in rat sperm membrane
glycosidase activities and carbohydrate and protein contents
associated with epididymal transit. Biol. Reprod., 1987, 36 :
709-718.

HAMILTON D. : Anatomy of mamalian male accessory repro-
ductive organs. In : Laming G. ed. Marshall's Physiology of
Reproduction, reproduction in the Male. Edinburg, Churchill
Livingston, 1990, Vol 2 : 691-746.

HAMPTON R.Y. : Proteolysis and sterol regulation. Ann. Rev.
Cell Dev. Biol., 2002, 18 : 345-378.

HESS R.A., BUNICK D., LEE K.H. et al. : A role for oestro-
gens in the male reproductive system. Nature, 1997, 390 :
509-512.

HESS R.A., BUNICK D., LUBAHN D.B., ZHOU Q., BOUMA J.
: Morphologic changes in efferent ductules and epididymis in
estrogen receptor-alpha knockout mice. J. Androl., 2000, 21 :
107-121.

HINTON B.T., LAN Z.J., RUDOLPH D.B., LABUS J.C., LYE
R.J. : Testicular regulation of epididymal gene expression. J.
Reprod. Fertil., Suppl, 1998, 53 : 47-57.

HUANG L.S., VOYIAZIAKIS E., CHEN H.L., RUBIN E.M.,
GORDON J.W. : A novel functional role for apolipoprotein B in
male infertility in heterozygous apolipoprotein B knockout
mice. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1996, 93 : 10903-10907.
JANOWSKI B.A., GROGAN M.J., JONES S.A. et al. : Structu-
ral requirements of ligands for the oxysterol liver X receptors
LXRalpha and LXRbeta. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1999, 96:
266-271.

KIRCHHOFF C. : Gene expression in the epididymis. Int. Rev.
Cytol., 1999, 188 : 133-202.

KIRSTEN M.R., GERTRUD U.S., KNUT R.S. et al. : The liver
X receptor is essential for maintaining cholesterol homeosta-
sis in the testis. Endocrinology, 2005, 146 : 2519-2530.

22

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

LAN Z.J., LABUS J.C., HINTON B.T. : Regulation of gamma-
glutamyl transpeptidase catalytic activity and protein level in
the initial segment of the rat epididymis by testicular factors :
role of basic fibroblast growth factor. Biol. Reprod., 1998, 58 :
197-206.

LAREYRE J.J., CLAESSENS F., ROMBAUTS W., DUFAURE
J.P., DREVET J.R. : Characterization of an androgen respon-
se element within the promoter of the epididymis-specific
murine glutathione peroxidase 5 gene. Mol. Cell Endocrinol.,
1997, 129 : 33-46.

LAREYRE J.J., MATTEI M.G., KASPER S. et al. : Structure
and putative function of a murine epididymal retinoic acid-bin-
ding protein (ME-RABP). J. Reprod. Fertil. Suppl, 1998, 53 :
59-65.

LEGARE C., BERUBE B., BOUE F. et al. : Hamster sperm
antigen P26h is a phosphatidylinositol-anchored protein. Mol.
Reprod. Dev., 1999, 52 : 225-233.

LEGARE C., GAUDREAULT C., ST-JACQUES S., SULLIVAN
R. : P34H sperm protein is preferentially expressed by the
human corpus epididymidis. Endocrinology, 1999, 140 : 3318-
3327.

LOBACCARO J.M., REPA J.J.,, LU T.T. et al. : Regulation of
lipid metabolism by the orphan nuclear receptors. Ann. Endo-
crinol. (Paris), 2001, 62 : 239-247.

LU T.T.,, REPA J.J., MANGELSDORF D.J. : Orphan nuclear
receptors as eLiXiRs and FiXeRs of sterol metabolism. J. Biol.
Chem., 2001, 276 : 37735-37738.

MERCIER-BODARD C., ALFSEN A., BAULIEU E.E. : Sex
steroid binding plasma protein (SBP). Acta Endocrinol
(Copenh), Suppl. 1970, 147 : 204-224.

MOORE H.D., BEDFORD J.M. : The differential absorptive
activity of epithelial cells of the rat epididymus before and
after castration. Anat. Rec., 1979, 193 : 313-327.

MORTZ E., KROGH T.N., VORUM H., GORG A. : Improved
silver staining protocols for high sensivity protein identification
using matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight
analysis. Proteomics, 2001, 1 : 1359-1363.

NATH D., MAJUMDER G.C. : Maturation-dependent modifica-
tion of the protein phosphorylation profile of isolated goat
sperm plasma membrane. J. Reprod. Fertil., 1999, 115 : 29-
37.

PEET D.J., TURLEY S.D., MA W. et al. : Cholesterol and bile
acid metabolism are impaired in mice lacking the nuclear
oxysterol receptor LXR alpha. Cell, 1998, 93 : 693-704.

PERRY A.C., JONES R., HALL L. : Isolation and characteriza-
tion of a rat cDNA clone encoding a secreted superoxide dis-
mutase reveals the epididymis to be a major site of its expres-
sion. Biochem. J., 1993, 293 : 21-25.

POLLANEN P., COOPER T.G. : Immunology of the testicular
excurrent ducts. J. Reprod. Immunol., 1994, 26 :167-216.

RAVID T., DOOLMAN R., AYNER R., HARATS D., ROITEL-
MAN J. : The ubiquitin-proteasome pathway mediates the
regulated degradation of mammalian 3-hydroxy-3-methylglu-
taryl-coenzyme A reductase. J. Biol. Chem., 2000, 275 :
35840-35847.

REBECCA L.W., GORDON C., MAYER R.J. : Ubiquitin and
ubiquitin-like proteins as multifunctional signals. Nature
Reviews, 2005, 6 : 599-609.

REPA J.J., MANGELSDOREF D.J. : The role of orphan nuclear
receptors in the regulation of cholesterol homeostasis. Ann.
Rev. Cell Biol., 2000, 16 : 59-81

. ROBAIRE B., HERMO L. : Efferents ducts, epididymis, vas






54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

deferens : structure, functions, and their regulation. In : Knobil
E. ed. The physiology of reproduction. New York, Raven
Press, 1988 : 999-1080

ROBAIRE B., JERVIS K.M., EZER N. : Cell Dynamics and
Death in the Epididymal Epithelium. In : Hinton B.T., Turner
T.T. eds. The third international conference on the epididymis.
New York, The Van Doren Company, 2003 : 35-49.

SHALGI R., SELIGMAN J., KOSOWER NS. : Dynamics of the
thiol status of rat spermatozoa during maturation : analysis
with the fluorescent labeling agent monobromobimane. Biol.
Reprod., 1989, 40 : 1037-1045.

SINOWATZ F., VOLGMAYR J.K., GABIUS H.J., FRIESS A.E.:
Cytochemical analysis of mammalian sperm membranes.
Prog. Histochem. Cytochem., 1989, 19 : 1-74.

SORANZO L., DADOUNE J.P., FAIN-MAUREL M.A. : Seg-
mentation of the epididymal duct in mouse : an ultrastructural
study. Reprod. Nutr. Dev., 1982, 22 : 999-1012.

TEBOUL M., ENMARK E., LI Q., WIKSTROM A.C., PELTO-
HUIKKO M., GUSTAFSSON J.A. : OR-1, a member of the
nuclear receptor superfamily that interacts with the 9-cis-reti-
noic acid receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, 92 :
2096-2100.

THUILLIER P., BAILLIE R., SHA X., CLARKE S.D. : Cytosolic
and nuclear distribution of PPARgammaz2 in differentiating
3T3-L1 preadipocytes. J. Lipid. Res., 1998, 39 : 2329-2338.

TRAMER F., ROCCO F., MICALI F., SANDRI G., PANFILI E. :
Antioxidant systems in rat epididymal spermatozoa. Biol.
Reprod., 1998, 59 : 753-758.

TULSIANI D.R., ORGEBIN-CRIST M.C., SKUDLAREK M.D. :
Role of luminal fluid glycosyltransferases and glycosidases in
the modification of rat sperm plasma membrane glycoproteins
during epididymal maturation. J. Reprod. Fertil., Suppl., 1998,
53 :85-97.

TULSIANI D.R., SKUDLAREK M.D., HOLLAND M.K. : Orge-
bin-Crist M.C. : Glycosylation of rat sperm plasma membrane
during epididymal maturation. Biol. Reprod., 1993, 48 : 417-
428.

TURNER T.T., AVERY E.A., SAWCHUK T.J. : Assessment of
protein synthesis and secretion by rat seminiferous and epidi-
dymal tubules in vivo. Int. J. Androl., 1994, 17 : 205-213.

VERNET P., RIGAUDIERE N., GHYSELINCK N., DUFAURE
J.P., DREVET J.R. : In vitro expression of a mouse tissue
specific glutathione-peroxidase-like protein lacking the sele-
nocysteine can protect stably transfected mammalian cells
against oxidative damage. Biochem. Cell Biol., 1996, 74 :
125-131.

VISCONTI P.E., NING X., FORNES M.W. et al. : Cholesterol
efflux-mediated signal transduction in mammalian sperm :
cholesterol release signals an increase in protein tyrosine
phosphorylation during mouse sperm capacitation. Dev. Biol.,
1999, 214 : 429-443.

VOLLE D.H., DECHELOTTE P., CUMMINS C.C. et al. : Defi-
cient mice for oxysterol nuclear receptors LXRs show a rapid
decrease of fertility associated with testicular destructuration.
2004 (en cours de préparation).

VOLLE D.H., FRENOUX J.M., MOUZAT K. et al. : Role des
récepteurs nucléaires des oxystérols LXR dans la régulation
de 'homéostasie du cholestérol au niveau de I'appareil repro-
ducteur male. Andrologie, 2005, 15 : 151-159.

WAN Y.J., WANG L., WU T.C. : Detection of retinoic acid
receptor mRNA in rat tissues by reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction. J. Mol. Endocrinol.,1992, 9 : 291-294.

23

Prix du meilleur DEA - SALF 2004

Manuscrit regu : novembre 2005 ; accepté décembre 2005.

ABSTRACT

Screening for LXR target genes involved in the mainte-
nance of mouse caput epididymis structure and function

Ayhan KOCER, Fabrice SAEZ, Kevin MOUZAT, Patrick
VERNET, Jean-Marc A. LOBACCARO, Joél R. DREVET.

Liver X receptors (LXRs) are involved in cholesterol
homeostasis and lipid metabolism. Ixr knock-out mice for
the two isoforms Ixra and Ixrb exhibit severe disruption of
the structure of caput epididymidis segment 1 and 2 epi-
thelium and increased sperm fragility. These defects
generate infertility in 10-month-old male mice.

The role of LXRs in the epididymis have not yet been
investigated. A cell line obtained from mouse caput epidi-
dymidis (B2 cells) was used to screen for LXR epididymal
target genes in vitro. The presence of one isoform of LXR
(LXRa) was detected by immunocytochemistry and the
capacity of B2 cells to respond to a synthetic agonist of
LXRs (T0901317) was verified. These results validated the
use of B2 cells as a model. Bidimensional electrophoresis
was performed on B2 cells treated with T0901317. Eight
proteins up-regulated by LXRs were isolated. Only one
protein has been identified: polyubiquitin, which has
already been reported to be involved in cellular choleste-
rol homeostasis.

Key-words: epididymis, Nuclear receptors, LXR, cholesterol,
male reproduction
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Résumé. Les cytochromes P450 (CYP) constituent une superfamille de 57
genes codant pour des enzymes qui métabolisent un grand nombre de médica-
ments mais également des substances endogenes (stéroides, eicosanoides, vita-
mines...). Ces enzymes jouent un role majeur dans le métabolisme des xéno-
biotiques, dont les médicaments, et ont un role primordial dans la protection de
I’organisme contre les agressions extérieures (polluants, pesticides...). La régu-
lation des CYP est essentiellement transcriptionnelle : les récepteurs nucléaires
sont reconnus comme des médiateurs clés de la modulation des enzymes du
métabolisme des médicaments. Ils ont pour ligands des substances exogenes
mais également endogeénes, qui peuvent avoir une action agoniste ou antago-
niste sur ces facteurs de transcription. La co-administration de médicaments,
ligands agonistes ou antagonistes des récepteurs nucléaires, peut conduire a
des toxicités séveres, une perte de I’efficacité thérapeutique ou un déséquilibre
du métabolisme d’endobiotiques. Le polymorphisme génétique de ces enzy-
mes joue également un rdle non négligeable dans leur activité métabolique et
doit étre pris en compte lors de I’administration de médicaments. Ainsi, I’acti-
vité des CYP étant dépendante du génotype et de I’environnement, elle est
depuis peu utilisée en tant que biomarqueur permettant d’évaluer les consé-
quences d’une exposition a des molécules environmentales ou la susceptibilité
a certaines pathologies.

Mots clés: cytochrome P450, xénobiotiques,
détoxication, physiopathologie, régulation

récepteurs nucléaires,

Abstract. Cytochromes P450 (CYPs) are a superfamily of 57 genes coding for
drug metabolizing enzymes and endobiotic metabolizing enzymes (steroids,
eicosanoids, vitamins...). This is the main metabolizing enzyme system for
foreign compounds, including drugs, which has a primary role in organism
protection against potential harmful insults from the environment (pollutants,
pesticides...). The CYPs regulation is essentially transcriptional: nuclear recep-
tors are recognized as key mediators for the control of drug metabolizing
enzymes. Their ligands are exogenous and also endogenous molecules that can
up-regulate or down-regulate these transcription factors. Treatment with drugs
or xenobiotics, which are nuclear receptor agonists or antagonists, can lead to
severe toxicities, loss of therapeutic effect or endobiotic metabolism disorders.
Genetic polymorphisms of these enzymes have an important role in their
activity and must be taken into account during drug administration.

Ann Biol Clin, vol. 64, n° 6, novembre-décembre 2006 535






revue générale

Then, CYP activity depends on genotype and environment; this is recently
used as biomarker to determine human exposure to environmental molecules or
to predict the susceptibility to certain pathologies.

Key words: cytochrome P450, xenobiotics, nuclear receptor, detoxification,
physiopathology, regulation

La membrane cellulaire constitue une barriere efficace
protégeant la cellule contre les molécules toxiques et des
xénobiotiques hydrosolubles. A I'inverse, les molécules
hydrophobes ayant la faculté de franchir aisément la mem-
brane peuvent s’accumuler dans la cellule et atteindre
rapidement un seuil de toxicité. Au cours de leur évolu-
tion, les organismes ont développé des systemes limitant
I’accumulation de ces composés : il s’agit de transporteurs
membranaires permettant une sortie rapide des molécules
indésirables et des systemes de conversion chimique en
molécules plus hydrophiles dont I’élimination par les flui-
des corporels est ainsi facilitée. Les enzymes du métabo-
lisme des xénobiotiques, dont les cytochromes P450 (CYP
ou P450), jouent un rdle central dans les phénomenes de
biotransformation, du métabolisme et/ou de la détoxica-
tion de ces composés étrangers a 1’organisme (figure 1)
[1, 2]. Le métabolisme des xénobiotiques se décompose
en 3 phases qui aboutissent au final a I’élimination des
substances étrangeres dans la bile et I’urine. Les enzymes
de la phase I (essentiellement des cytochromes P450),
dites de fonctionnalisation, catalysent essentiellement les
réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse ; les enzymes
de la phase II (glutathion-S-transférases ou GST, UDP
glucuronosyltransférases ou UGT...), dites de conjugaison,
catalysent les réactions de transfert, généralement apres
fonctionnalisation ; les transporteurs de la phase III

Acides biliaires
Cholestérol
Eicosanoides
Cétones
Vitamine D

CEstrogénes
Progestérone
Neurostéroides
Stéroides surrénaliens

Métabolisme

Endocrinologie

Cytochromes

P450
oxicologie
environnementale

Pesticides
Polluants

Pharmacologie

Thérapeutique
Polymorphismes
Interactions médicamenteuses
Conception de médicaments

Carcinogenéese

Activation mutagéne
Produits naturels
Procarcinogénes

Figure 1. Implications physiologiques et physiopathologiques des
cytochromes P450.
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(P-glycoprotein ou Pgp, multidrug resistance proteins ou
MRP...) transportent au travers des membranes des xéno-
biotiques, et surtout des dérivés conjugués.

La superfamille des cytochromes P450 humains comprend
57 génes qui codent des enzymes jouant un rdle primor-
dial dans la détoxication des xénobiotiques. Il est mainte-
nant acquis qu’elles sont également impliquées dans le
métabolisme de nombreux composés endogenes, tels que
I’acide arachidonique et des éicosanoides, le cholestérol et
les acides biliaires, des stéroides et la vitamine D
(figure 1).

Une caractéristique d’une partie de cette famille d’enzy-
mes capable de métaboliser des xénobiotiques est leur
faible expression basale et leur expression élevée en pré-
sence d’inducteurs. La régulation de ces enzymes du
métabolisme des xénobiotiques a été largement étudiée
depuis plus de 40 ans, a commencer par I'induction par le
phénobarbital [3], mais la compréhension des mécanismes
moléculaires est récente. Les récepteurs nucléaires sont
reconnus comme des médiateurs clés de la régulation des
enzymes du métabolisme des médicaments. La régulation
des enzymes de la famille des cytochromes P450 étant
essentiellement transcriptionnelle, les autres modes de
régulation ne sont donc pas évoqués dans cette revue.
L’induction ou I’inhibition des CYP et d’autres enzymes
du métabolisme des médicaments peut altérer la clairance
et donc le taux sérique de ces médicaments ou des xéno-
biotiques. Ces régulations, en plus des polymorphismes
génétiques existants, contribuent aux variations inter- et
intra-individuelles de la réponse aux médicaments. De
nombreuses pathologies sont également associées au poly-
morphisme génétique des cytochromes P450. La derniere
partie de cette revue sera donc consacrée a 1I’'importance
en clinique de ces polymorphismes.

Généralités sur les cytochromes P450
Définition

Les CYP constituent une famille d’hémoprotéines initiale-
ment identifiées comme des pigments dans des microso-
mes de foie de rat [4]. En effet, le nom de cytochrome
P450 provient de la propriété de ces pigments d’émettre

un spectre d’absorbance a 450 nm, spécifique de ces
hémoprotéines [5].
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Cytochromes P450 et xénobiotiques

Les propriétés catalytiques d’oxydation et de réduction
varient en fonction de la nature de la partie protéique du
CYP (apoprotéine). Les CYP permettent un grand nombre
de réactions, dont la plus importante est 1’hydroxylation.
Afin de les rendre fonctionnels, les CYP ont également
besoin d’une source d’électrons. Ces électrons sont appor-
tés par une autre protéine : la NADP cytochrome P450
réductase si le cytochrome P450 est situé dans le réticu-
lum endoplasmique, la ferredoxine si le cytochrome P450
est situé dans les mitochondries. Le NADPH est la source
majeure d’électrons dans ce systeme (figure 2) [6].

Les propriétés connues des CYP de mammiferes peuvent
étre résumées comme suit :

—les CYP sont formés d’environ 500 acides aminés. Une
cystéine localisée pres de la région carboxy-terminale de
la protéine permet la liaison thiol-ligand, essentielle pour
le fer héminique. La région N-terminale est riche en AA
hydrophobes et permet la fixation de la protéine aux mem-
branes ;

—ces enzymes sont appelées mono-oxygénases, car elles
incorporent un atome d’oxygene a partir d’oxygeéne molé-
culaire. Elles transforment une grande variété de compo-
sés chimiques. Certains CYP catalysent le métabolisme
d’un nombre limité de structures chimiques (tels que les
stéroides ou les acides gras), alors que d’autres CYP pré-
sentent une spécificité de substrats plus large ;

— dans les tissus tels que le foie, I’intestin et les surrénales,
la concentration de CYP excede largement la concentra-
tion des autres hémoprotéines. En effet, la concentration
des CYP peut atteindre 50 uM dans le foie de rat, repré-
sentant ainsi plus de 1 % des protéines du foie ; dans le
réticulum endoplasmique des hépatocytes les CYP peu-
vent former plus de 20 % des protéines de cette fraction
membranaire ;

—les CYP ont habituellement une expression ubiquitaire,
mais certains tissus n’expriment de maniere constitutive
que certaines isoformes ;

—I’expression de la plupart des CYP est régulée par des
facteurs de transcription qui sont activés par différents
composés chimiques. La capacité d’un composé a servir
d’inducteur est généralement liée a une famille de CYP.

Classification et nomenclature

La purification et le séquencage de nombreux CYP ont été
réalisés dans différents laboratoires. II existe plus de 3 000
séquences de genes de CYP connus appartenant a toutes
les especes. Chez I’homme, 57 genes et 47 pseudogenes
ont été séquencés (http://drnelson.utmem.edu/Cytochrome
P450.html).

Dans le systeme des mono-oxygénases, la variété des pro-
priétés catalytiques trouve son origine dans la diversité de
structure de la partie apoprotéique du cytochrome P450.
Selon le degré d’homologie entre les séquences primaires
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des acides aminés constitutifs, les criteres phylogénéti-
ques et ’organisation génétique, les cytochromes P450
ont été ainsi répartis en familles et sous-familles [7].

La nomenclature actuelle des cytochrome P450 consiste a
nommer un gene ou un ADNc par le symbole CYP, suivi
d’un chiffre arabe désignant la famille, d’une lettre majus-
cule désignant la sous-famille, puis d’un chiffre arabe
pour chaque gene [8]. Pour désigner I’ARNm ou la pro-
téine, la méme nomenclature est employée sans I’attribut
italique. En regle générale, les CYP appartenant a une
méme famille possédent plus de 40 % d’homologie de
séquence et a I’intérieur d’'une méme sous-famille, 1’iden-
tité peut étre supérieure a 55 %. Les genes appartenant a
une méme sous-famille sont groupés sur un méme chro-
mosome en clusters.

Structure tridimensionnelle
et localisation membranaire

L’alignement de toutes les séquences d’acides aminés des
CYP fait apparaitre une tres faible conservation et seuls
trois acides aminés sont parfaitement conservés. Néan-
moins, cette variabilité ne prélude pas a une forte conser-
vation de leur topographie générale et de leur structure
repliée [9]. La partie la plus conservée est logiquement
retrouvée dans le cceur de la protéine et reflete le méca-
nisme commun de transfert d’électrons et de protons et
d’activation d’oxygene. La région la plus variable corres-
pond a la partie N-terminale impliquée dans 1’adressage et

Cytosol
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Figure 2. Localisation membranaire de cytochromes P450 dans
le réticulum endoplasmique. La transformation d’'un composé
chimique par les enzymes a cytochromes P450 a lieu sur la face
externe du réticulum endoplasmique ou est ancrée I'enzyme. Le
site actif du cytochrome P450 contient un atome de fer (Fe) fixé
par des liaisons de coordinances. Deux électrons, provenant
d’une molécule de NADPH, sont transférés a I’hémoprotéine par
une flavoprotéine (FAD-FMN) en présence d’'une molécule orga-
nique (R-H) et d'un atome d’oxygéne. Le composé organique est
oxydé et un atome d’oxygéene moléculaire est incorporé au pro-
duit chimique (R-OH). R : médicaments, acides gras, stéroides,
polluants.
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I’ancrage a la membrane, et a la séquence de liaison et de
reconnaissance du substrat [10]. Contrairement aux CYP
bactériens, les CYP eucaryotes sont associés a la mem-
brane externe du réticulum endoplasmique ou se trouvent
dans les mitochondries (membrane interne, externe ou
matrice).

Les récents progres réalisés dans la détermination des
structures tridimensionnelles cristallographiques des CYP
impliqués dans le métabolisme des médicaments et la
visualisation de la maniére dont les molécules se fixent
aux sites actifs de cette classe d’enzymes, devraient facili-
ter le développement de nouveaux médicaments. En effet,
I’industrie pharmaceutique attache une attention particu-
liecre a la structure tridimensionnelle des cytochromes
P450 permettant de mieux comprendre et de mieux
prédire les interactions entre la molécule cible et les CYP
[11, 12].

Roles physiologiques
des cytochromes P450

Les CYP des familles 1, 2 et 3 sont généralement impli-
qués dans la phase I du métabolisme des médicaments et
d’autres composés étrangers a 1’organisme, alors que les
autres possedent des fonctions endogenes. Dans le foie,
les proportions des différents CYP sont connues: le
CYP3A4 (20 a 50 %), le CYP2C8/9 (10 a 30 %), le
CYP2D6 (2 a 6 %), le CYP2C19 (1 a 10 %), le CYP1A2
(1213 %), le CYP2EI (7 %) ainsi que les CYP2AG6, et 4A
[2, 13]. IIs représentent plus de 90 % des enzymes impli-
quées dans le métabolisme oxydatif des médicaments. Les
mono-oxygénases a cytochrome P450 sont également
essentielles dans les phénomenes de biotransformation de
substances physiologiques (stéroides, acides biliaires,
vitamine D, acides gras, prostanglandines, leucotrienes,
rétinoides, amines biogenes...) (tableau 1).

Dans cette revue, nous développerons essentiellement les
CYP impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques,
puis nous aborderons succinctement quelques métabolis-
mes de composés endogenes catalysés par les CYP.

Métabolisme des xénobiotiques (médicaments
et substances toxiques)

Parmi les 57 CYP humains, 15 sont impliqués dans le
métabolisme des xénobiotiques appartenant essentielle-
ment aux familles 1, 2 et 3. Bien que quelques substrats
endogenes aient été identifiés, la grande majorité des
molécules transformées sont des xénobiotiques. En effet,
plus de 90 % du métabolisme des médicaments passe par
Iactivité des CYP et plus de 2 000 substrats ont été identi-
fiés a ce jour [14].
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Famille CYP1

Cette famille est composée de trois genes (CYP1A1, 1A2,
1B1) régulés au niveau transcriptionnel par la voie AhR-
ARNT (aryl hydrocarbon receptor-aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator). Cette régulation sera dis-
cutée plus en détail par la suite.

Ces trois enzymes détoxifient ou activent de nombreux
procarcinogeénes environnementaux, des toxines et quel-
ques médicaments [15-17]. L’activit¢ du CYP1A est
induite par les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP), tels que ceux retrouvés dans les produits d’inciné-
ration de composés industriels, la fumée de cigarette, les
viandes grillées, mais également certains végétaux cruci-
feres (brocoli, choux de Bruxelles). L’expression du
CYPIA1l et du CYPIBI1 est principalement extra-
hépatique et est inductible dans pratiquement tous les tis-
sus étudiés, dont les poumons, la glande mammaire et le
placenta. A I’inverse, CYP1A2 est exprimé essentielle-
ment au niveau du foie et représente environ 13 % des
CYP hépatiques. Les CYP1AI, CYPIBI et probablement
CYP1A2 métabolisent des composés endogenes, tels que
les prostaglandines, les cestrogenes et la mélatonine [17].

Famille CYP2

La famille CYP2 est la plus grande famille de CYP chez
I’homme. A la différence de la famille CYPI, les mem-
bres de cette famille ne partagent pas le méme systeme de
régulation. Les spécificités de substrats et de tissus sont
également tres différentes. Nous nous concentrerons dans
ce chapitre sur les CYP2C et CYP2D qui sont quantitati-
vement les plus importants de cette famille dans le foie et
qui jouent un réle majeur dans le métabolisme des médi-
caments.

Famille CYP2C

Elle est composée de 4 geénes : CYP2CS8, 2C9, 2CI18 et
2C19. L’isoenzyme CYP2C9 est la plus abondante, suivi
par 2C8 et 2C19. En plus de transformer de nombreux
composés endogenes comme 1’acide arachidonique, ce
systeme métabolise environ 25 % des médicaments utili-
sés en clinique [13].

Les médicaments métabolisés par le CYP2C sont fré-
quemment prescrits tels que le losartan, la fluvastatine,
certains anti-inflammatoires non stéroidiens, des antidé-
presseurs ainsi que des produits a index thérapeutique
étroit dont la warfarine et la phénytoine. La rifampicine et
les barbituriques sont des inducteurs du CYP2C. Le poly-
morphisme génétique de cette famille a une importance
clinique non négligeable, se traduisant notamment par une
vitesse de métabolisme tres variable selon les patients
[18, 19].

Famille CYP2D
Chez I’homme, le CYP2D6 est le seul gene actif de la
sous-famille CYP2D qui comprend trois genes (2D6, 2D7
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et 2D8). Certains polymorphismes de CYP2D6 entrainant
une altération de son expression ou de son activité enzy-
matique ont été associés a une déficience du métabolisme
des médicaments [20]. A I’inverse, les formes avec plu-
sieurs copies du gene, identifiées chez certains individus,
aboutit 2 un métabolisme treés rapide des médicaments
[21]. En conséquence, le métabolisme de plusieurs médi-
caments fréquemment utilisés est affecté, dont celui des
analgésiques, du dextrométorphane, des antiarythmiques,
des antidépresseurs, des antihistaminiques, des inhibiteurs
de I’acétylcholine estérase et des hallucinogeénes comme
la kétamine [22]. Cette enzyme intervient également dans
le métabolisme de composés endogenes, notamment cer-
tains neurotransmetteurs [23, 24]. L’expression de
CYP2D pourrait également jouer un rdle dans la détoxica-
tion de polluants chimiques environnementaux tels que les
pesticides.

Famille CYP3

La famille CYP3 comprend seulement une sous-famille,
le CYP3A composé de 4 genes 3A4, 3A5, 3A7 et 3A43
[8] dont I’expression tissulaire differe: CYP3A4 est
exprimé principalement dans le foie, CYP3AS dans les
tissus extra-hépatiques, et CYP3A7 dans le foie foetal.
CYP3A4 aun rdle fondamental puisqu’on estime que plus
de 50 % des médicaments sont métabolisés par cette
enzyme (antibiotiques, anesthésiques, antihistaminiques,
corticostéroides, statines, inhibiteurs de la protéase du
VIH, certaines benzodiazépines, immunosuppresseurs...)
(http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm). CYP3A4
peut ainsi étre impliqué dans de nombreuses interactions
médicamenteuses importantes en clinique. Des stéroides
naturels tels que la testostérone et la progestérone [25, 26]
sont également métabolisés par cette enzyme. Un impor-
tant systeéme de régulation controle 1’expression de cette
enzyme, notamment par ’activation de facteurs de trans-
cription par des ligands spécifiques [27]. Les propriétés
pharmacologiques de ce systeme de régulation expliquent
la capacité de certains médicaments a protéger 1’orga-
nisme des effets toxiques d’autres composés. Selon qu’il
se produit une induction ou une inhibition de cette
enzyme, ’efficacité thérapeutique d’un médicament ou de
sa forme active peut également étre modulée. Par consé-
quent, I’administration concomitante par voie orale d’un
inhibiteur du CYP3A4 (jus de pamplemousse) et d’un
médicament substrat de cette méme isoenzyme (statines)
peut entrainer une augmentation trés importante de la
concentration plasmatique du médicament et conduire
ainsi a une toxicité accrue [28].

Meétabolisme des endobiotiques

Les CYP sont impliqués dans la détoxication de xénobio-
tiques mais également dans celui de molécules endogenes
(ou endobiotiques). Ainsi, bien que cette revue soit centrée

Ann Biol Clin, vol. 64, n° 6, novembre-décembre 2006

Tableau 1. Fonctions métaboliques des cytochromes P450.

Cytochrome P450 Fonctions métaboliques
CYP1 Métabolisme des xénobiotiques et des stéroides
CYp2 Métabolisme des xénobiotiques et des stéroides
CYP3 Métabolisme des xénobiotiques et des stéroides
CYP4 Métabolisme des acides gras, eicosanoides,
acide arachidonique et médicaments
CYP5 Thromboxane A2 synthase
CYP7 Synthése des acides biliaires
CYP8 Synthese des acides biliaires,
prostacycline synthase
CYP11 Stéroidogenese
CYP17 Stéroide 17-alpha hydroxylase
CYP19 Aromatase (synthése des cestrogénes)
CYP21 Stéroidogenese, stéroide 21-hydroxylase
CYP24 Dégradation de la vitamine D,
vitamine D-24 hydroxylase
CYP26 Hydroxylation de I'acide rétinoique
Cyp27 Synthese des acides biliaires,
hydroxylations de la vitamine D3
CYP39 7a-hydroxylation du 24S-hydroxycholestérol
CYP46 Cholestérol 24S-hydroxylase
CYP51 Lanostérol 14-alpha déméthylase
(biosynthése du cholestérol)

sur le métabolisme des xénobiotiques, il parait important a
ce stade de faire un bref rappel des voies catalysant les
endobiotiques puisque de nombreuses interrelations entre
le métabolisme des endobiotiques et celui des xénobioti-
ques existent. Ce sont essentiellement les CYP des
familles 4 a 51 qui présentent des fonctions de biotransfor-
mation de molécules endogenes telles que la biosynthese
des hormones stéroidiennes, des stérols, des prostaglandi-
nes, des acides gras et de la vitamine D3 [2, 17], mais les
familles 1 a 3 participent également au catabolisme de ces
substances endogenes (fableau 1).

Six cytochromes P450 participent a la stéroidogenese : les
CYP11A1, 11B1 et 11B2 sont des enzymes mitochondria-
les alors que les CYP17A1, 19A1 et 21 A2 sont localisées
dans le réticulum endoplasmique. CYP17A1 est néces-
saire a la synthese du cortisol, de la testostérone et
d’cestrogenes ; CYP19A1 transforme quant a lui les
androgenes en cestrogenes. Le CYP21 catalyse une étape
essentielle de la syntheése des glucocorticoides et des
minéralocorticoides a partir de précurseurs stéroides. Les
CYP qui métabolisent les médicaments peuvent égale-
ment jouer un role dans le métabolisme de composés
endogenes, habituellement celui des stéroides tels que
I’cestradiol et la testostérone [29]. Ainsi, certaines enzy-
mes dont CYP3A seraient capables de controler les
concentrations des hormones sexuelles (cestrogénes et
androgenes).

Un bon exemple de cette dualité de fonction (endogene et
exogene) est observé pour les CYP qui métabolisent
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I’acide arachidonique. Au moins 14 CYP appartenant aux
familles CYPI, 2, 3, 4, 5A et 8A participent directement
ou secondairement a ce métabolisme. Les prostaglandines
D, E, F, éicosanoides (EET, HETE), leukotriénes et trom-
boxane A, ainsi générés jouent un réle dans de nombreux
processus biologiques : vasoconstriction et vasodilatation,
réponse allergique, agrégation plaquettaire, transport ioni-
que, hyperthermie... [30-32].

Le métabolisme du cholestérol et la biosynthese des aci-
des biliaires sont également fortement dépendants d’enzy-
mes a cytochrome P450. Le CYP51A1 a un role clé dans
la syntheése du cholestérol et est I'un des cytochromes
P450 les mieux conservés au cours de 1’évolution [33]. La
synthese des acides biliaires a partir du cholestérol est la
principale voie catabolique conduisant a I’élimination du
cholestérol de 1’organisme. Cette transformation métaboli-
que est catalysée par au moins sept cytochromes P450
différents, dont des membres des familles CYP3, CYP7,
CYPS, CYP27, CYP39 et CYP46 [34-36].

Ces quelques données soulignent ainsi le role des CYP
dans la modulation des concentrations plasmatiques de
médicaments. De plus, 'implication des mémes systemes
de détoxication dans la transformation de molécules exo-
genes et endogeénes peut se traduire par des interférences
entre le métabolisme endogene et le métabolisme des
médicaments ou xénobiotiques.

Régulation transcriptionnelle des génes
codant les cytochromes P450

La régulation des enzymes impliquées dans le catabolisme
des médicaments est un acteur important du métabolisme
de ces molécules et de leur efficacité thérapeutiques. Les
geénes codant ces enzymes sont inductibles par de nom-
breux xénobiotiques ou par des ligands endogenes. Il est
maintenant clairement établi que la plupart de ces molécu-
les, essentiellement exogenes, vont moduler 1’activité
transcriptionnelle de certains récepteurs nucléaires ayant
pour cibles les cytochromes P450 impliqués dans le méta-
bolisme des médicaments. Il est important de noter que
ces mémes récepteurs nucléaires peuvent également régu-
ler des transporteurs membranaires dont les activités vont
réduire 1’efficacité thérapeutique des médicaments. Ce
point ne sera pas développé dans ce chapitre. Ces récep-
teurs appartiennent a une grande famille de facteurs de
transcription activés par des ligands. Ceux-ci sont repré-
sentés par une grande variété de molécules lipophiles tel-
les que les stéroides, les acides gras, les eicosanoides, les
acides biliaires et les oxystérols. Cependant, certains
récepteurs, dont aucun ligand endogene n’a encore été
identifié, peuvent étre activés par des médicaments et
d’autres xénobiotiques. Parfois, des polluants tels que la
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dioxine ou des pesticides, peuvent étre des ligands de ces
récepteurs. Dans la majorité des cas, la présence d’un
ligand endogeéne ou exogeéne va moduler la transcription
des genes cibles selon une séquence mécanistique mainte-
nant bien établie (pour une revue lire [35]). Schématique-
ment, en absence de ligand les facteurs de transcription
sont bloqués par des protéines nucléaires (co-represseurs)
ou cytoplasmiques (chaperonnes). L’arrivée d’une molé-
cule activatrice (ligand ou autre) va entrainer le départ des
protéines « bloquantes » et la libération des capacités
transcriptionnelles du facteur de transcription. L’analyse
des liens qui existent entre les récepteurs nucléaires et les
différents agonistes exogenes (ou toxicogénomique [37]
représente un champ d’étude en pleine expansion [38,
29] ; il sera ainsi possible de comprendre les effets toxi-
ques de molécules agonistes, de classer de nouvelles
molécules en fonction de leurs effets biologiques, et
d’identifier les facteurs environnementaux qui peuvent
moduler I’innocuité et I'efficacité de médicaments exis-
tants ou futurs.

Si de nombreux récepteurs nucléaires ont été associés a la
régulation transcriptionnelle des cytochromes P450 cata-
bolisant ou détoxifiant les xénobiotiques [29], nous focali-
serons ce chapitre sur les récepteurs nucléaires des pré-
gnanes (PXR), des acides gras poly-insaturés (PPAR), de
I’androstérone (CAR) et celui moins conventionnel de la
dioxine (AhR) qui modulent les geénes codant les enzymes
de la phase I et II du métabolisme. Dans la plupart des cas,
c’est a partir de ’utilisation de souris dont les genes endo-
genes ont été invalidés, ainsi que celles de souris « huma-
nisées », c’est-a-dire dont le géne a été remplacé par la
forme humaine, qu’ont été identifiées les cibles moléculai-
res de ces récepteurs nucléaires et les agonistes endogenes
ou exogenes (xénobiotiques). Les récepteurs nucléaires
LXR et FXR également régulateurs de CYP et de trans-
porteurs membranaires régulant la détoxication des acides
biliaires ne seront pas évoqués.

PXR

Le récepteur nucléaire orphelin PXR (pregnane X recep-
tor), aussi appelé récepteur des stéroides et des xénobioti-
ques (SXR) ou récepteur activé par les prégnanes, a été
identifié par différentes équipes indépendamment, a la fois
chez la souris et dans I’espéce humaine (pour une revue
lire [39]). Un orthologue a été identifié par la suite chez le
rat, le lapin, le chien et le porc. A la différence des autres
récepteurs nucléaires, la comparaison de la séquence en
acides aminés du domaine de liaison du ligand montre de
grandes divergences entre tous les orthologues de PXR.
Ces spécificités expliquent les différences observées dans
I’induction des genes codant les CYP par les différents
médicaments. Ce point crucial démontre I'intérét de dis-
poser de modeles animaux se rapprochant le plus possible
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du modele humain pour étudier les effets de xénobiotiques
dans I’induction du métabolisme ou de la détoxication des
médicaments et ce, pour en augmenter 1’efficacité théra-
peutique. Ce récepteur est exprimé abondamment dans le
foie, I'intestin gréle, le cdlon et la glande mammaire. 11 est
intéressant de noter que ces mémes tissus sont les sites
majeurs d’expression des genes codant les cytochromes
CYP3A.

PXR est un récepteur exclusivement nucléaire qui s’hété-
rodimérise avec le récepteur RXR de 1’acide rétinoique
9-cis. A ce jour, I'inducteur le plus puissant du PXR
humain est I’hyperforine, molécule isolée du millepertuis
(Hypericum perforatum), couramment utilisée en phyto-
thérapie dans le traitement de certains états dépressifs. On
comprend donc I’intérét considérable d’élucider les méca-
nismes moléculaires régulant I’induction des enzymes de
détoxication afin de prévenir les effets indésirables liés a
cette phytothérapie [39, 40].

PXR est le régulateur transcriptionnel de nombreux genes
impliqués dans le métabolisme et le transport des médica-
ments (figure 3). Parmi les geénes cibles chez I’homme, on
retrouve ceux codant les enzymes de la phase I telles les
mono-oxygénases CYP2B6, CYP2C8 et C9, CYP3A4 et
7. CYP3A est responsable du métabolisme oxydatif de la

plupart des médicaments ainsi que de celui des xénobioti-
ques d’origine alimentaire et environnementale. En plus
des enzymes oxydatives de la phase I, PXR peut égale-
ment réguler la transcription des enzymes de conjugaison
de la phase II comme les glutathion S transférases, les
sulfotransférases et les UDP-glucuronosyltransférases.
Enfin, PXR peut activer le gene MDR1 impliqué dans la
sortie cellulaire des molécules exogenes [41].

PXR est donc un acteur clé du systeme adaptatif de
défense contre les xénobiotiques. Le récepteur est activé
par de nombreuses molécules endogenes ou exogenes
(stéroides, antibiotiques, antifongiques, anticancéreux et
I’antidépresseur naturel extrait de millepertuis) (tableau 2
[42]). L’analyse cristallographique de la poche de fixation
du ligand a mis en évidence une cavité importante permet-
tant I’interaction du récepteur avec de nombreuses molé-
cules hydrophobes. PXR peut donc étre considéré comme
un senseur de toxines hydrophobes [39, 43].

CAR

D’un point de vue phylogénique, CAR (constitutive
androstane receptor) est trés proche de PXR. Exprimé
essentiellement dans le foie, et dans une moindre mesure
dans I’intestin, les reins, les poumons, le cceur et les mus-
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Figure 3. Régulation de la détoxication et du catabolisme des xénobiotiques par les récepteurs nucléaires PXR, PPAR, CAR et le
facteur de transcription AhR. Lorsque des xénobiotiques pénétrent dans une cellule, plusieurs mécanismes peuvent étre mis en jeu
pour limiter 'accumulation de produits toxiques : 1) I'activation de la capacité transcriptionnelle de récepteurs nucléaires peut étre
réalisée directement par liaison dans la poche de liaison hydrophobe du ligand (cas de PPAR ou PXR) ou par phosphorylation de la
protéine (cas du récepteur CAR par les phénobarbitates) ; 2) certains xénobiotiques se comportent comme des ligands de la protéine
AhR : la liaison entraine la séparation des protéines chaperonnes qui bloquent AhR dans le cytoplasme, la dimérisation avec Arnt et
leur fixation sur les promoteurs des genes cibles. Dans les deux cas, I'augmentation de I'activité transcriptionnelle des protéines
provoque une réponse accrue de la cellule, et (3) la synthése de deux types de protéines : les enzymes de la phase | et de la phase Il
impliqués dans la détoxication ou le catabolisme des xénobiotiques ou des protéines de transport de type MDR (multi drug resistance
proteins) ; in fine (4), les xénobiotiques sont éliminés de la cellule. Pour plus de détails se référer au texte.
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Tableau 2. Molécules agonistes des récepteurs nucléaires PXR, CAR, PPARa et PPARY, et du facteur de transcription AhR impliqués
dans les processus de détoxication et d’élimination des xénobiotiques.

Facteurs de transcription Agonistes potentiels

PXR Extraits de plantes
Statines
Antibiotiques
Antidiabétiques (TZD)
Barbituriques
Acides biliaires
Stéroides de synthése
Stéroides naturels

Antihormones
CAR Analgésiques
Barbituriques
Opiacés
PPARa Hypolipidémiants (lactones)
PPARY Antidiabétiques (TZD)
AhR Hydrocarbures polycycliques aromatiques

Benzo(a)pyréne
Antiulcéreux (benzimidazole)

Exemples d’agonistes Geénes cibles chez 'homme
Hyperforine (millepertuis) CYP2B6
Lovastatine CYP2C8
Rifampicine CYP2C89
Troglitazone CYP3A4
Phénobarbital CYP3A7
Acide ursodéoxycholique GST
RU486, dexaméthasone ST
Prégnénolone UGT1A1
Acétate de cyprotérone MDR1
Acétaminophene (paracétamol) CYP2B6
Phénobarbital CYP2C9
Cocaine CYP2C19
Chlofibrate, fénofibrate CYP1A

CYP2A
CYP2C
CYP2E
CYP4A
UGT1A4
UGT2B4
Rosiglitazone CYP4A
Dioxine CYP1A1
Fumée de cigarette CYP1A2
Oméprazole CYP1B1

CYP : cytochrome P450; GST : glutathione S transférase ; ST : sulfotransférase ; UGT : UDP-glucuronosyltransférase ; MDR1 : multi drug resistance

protein 1; TZD : thiazolidinediones. D’aprés [42].

cles, CAR interagit avec deux métabolites endogenes de la
testostérone : I’androstanol et 1’androsténol [44, 45]. La
fixation de ces molécules dans la poche de fixation du
ligand se traduit contre toute attente par une inhibition des
capacités transcriptionnelles de CAR, faisant de ce récep-
teur le premier exemple d’un facteur de transcription
régulé négativement par des ligands endogenes. Au-dela
de ce mécanisme, le phénobarbital régule 1’activité trans-
criptionnelle de CAR en augmentant son déplacement
depuis le cytoplasme vers le noyau (figure 3). L’ utilisation
de I’acide okadaique, un inhibiteur de phosphatase de type
2A, a démontré que le phénobarbital augmentait la phos-
phorylation de CAR. Dans I’espece humaine, 1’activation
de CAR est associée a une induction des genes codant des
CYP tels que CYP2B6, CYP2C9, CYP2CI19 (tableau 2).
Au total, il existe clairement une interaction entre les voies
de régulation activées par PXR et CAR [39]. Méme si
I’analyse des éléments de réponse localisés dans le promo-
teur des génes suggere que les deux voies de régulation
sont distinctes, il existe des arguments physiologiques et
physiopathologiques montrant que CAR peut étre consi-
déré comme un senseur de xénobiotiques, et ce méme si
son spectre d’action est loin d’étre aussi large que celui de
PXR, sans doute en raison d’une poche de fixation du
ligand plus étroite que celle de PXR.
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PPAR

Les récepteurs PPAR (peroxysome proliferative activated
receptor) comportent trois isotypes (alpha, béta/delta et
gamma). De fagon générale, ces récepteurs sont des régu-
lateurs clés de I’homéostasie glucidique, du métabolisme
des lipides, de la prolifération et de la différenciation cel-
lulaire (pour une revue sur les PPAR voir [46]). De nom-
breux effets toxiques des ligands de PPARYy ont été
décrits, mais ce sont ceux de PPARa qui ont été le plus
étudiés a ce jour. A coté des acides gras poly-insaturés qui
sont les ligands endogenes des PPAR, les fibrates, agents
couramment utilisés comme hypolipidémiants, sont aussi
des ligands de PPARa retrouvés en grande quantité dans
le foie (tableau 2). D’autres agonistes xénobiotiques ont
été associés chez les rongeurs a une prolifération de
peroxisomes (d’ou le nom donné aux récepteurs), a une
induction de la prolifération cellulaire et a la suppression
de I’apoptose, avec parfois une hépatomégalie et une car-
cinogenese [47]. Ces mécanismes abondamment étudiés
chez le hamster ont été peu abordés dans I’espece
humaine. Du point de vue de la détoxication, PPAR active
aussi bien la transcription de génes de phase I (CYPIA,
CYP2A, CYP2C et CYP2E) que de la phase II de conju-
gaison comme UGT1A4, et surtout UGT2B4, impliqué
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dans la glucuronidation de 1’acide hyodéoxycholique,
dérivé beaucoup moins toxique que ’acide biliaire litho-
cholique [48].

RXR

Le récepteur de 1’acide rétinoique 9-cis n’est pas, per se,
impliqué dans les mécanismes d’induction des CYP par
les médicaments. Les données concernant ce récepteur
ayant déja fait I’objet d’une revue [35] ne seront pas
détaillées dans cette revue. Etant un partenaire de fixation
obligatoire des récepteurs PXR, CAR et PPAR, il semble
opportun de signaler que RXR peut modifier la réponse de
ces derniers en fonction de la présence de son ligand ou de
toute autre molécule agoniste.

AhR

AhR (aryl hydrocarbon receptor) est structurellement dis-
tinct de la super-famille des récepteurs nucléaires. Il s’agit
d’un facteur de transcription de la famille Per-Arnt-Sim
présentant des domaines d’interaction hélice-boucle-
hélice. Détecté chez presque tous les vertébrés, AhR est
présent dans la glande mammaire, le foie, le systéme ner-
veux central, le systeéme cardiovasculaire, et I’utérus [49].
En absence de ligand, AhR est séquestré dans le cyto-
plasme dans un complexe de molécules chaperonnes
(figure 3). La liaison du ligand entraine la translocation
nucléaire de AhR et s’associe avec son partenaire Arnt
(AhR-nuclear translocator). Le dimeére Arnt-AhR avec
son ligand peut alors se fixer en amont des genes cibles au
niveau des promoteurs pour moduler leur activité trans-
criptionnelle. Parmi la centaine de geénes cibles identifiés,
CYP1AL1 et 1B1 occupent une place de choix, car ils sont
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques.

AhR fixe une dioxine, le 2,3,7,8 TCDD (tétrachloro-
dibenzo-p-dioxin), ainsi que d’autres molécules d’hydro-
carbures polycycliques aromatiques fortement hydropho-
bes, telles que les furanes. Des molécules endogenes ont
une faible affinité pour AhR comme la biliverdine, mais
également certains rétinoides de synthese et certains pesti-
cides. L’activité transcriptionnelle de AhR peut étre inhi-
bée de facon tout a fait intéressante par un dérivé phénoli-
que présent dans le raisin et le vin, le resvératrol, et un
oxystérol, le 7-cétocholestérol [50].

Au total, il est maintenant clairement établi que les récep-
teurs nucléaires peuvent modifier I'induction des CYP
impliqués dans les processus de catabolisme/détoxication
des médicaments et donc perturber la cinétique d’action
des molécules et leur demi-vie. De plus, 1’administration
concomitante de molécules thérapeutiques et des produits
a priori inoffensifs, comme le millepertuis ou certains jus
de fruits, peut conduire a une inefficacité des médica-
ments, voire a des effets indésirables. De plus, la démons-
tration de ’efficacité d’un médicament doit de plus en
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plus tenir compte de 1’induction des enzymes de la phase I
et des modeles utilisés, puisque certains récepteurs
nucléaires comme PXR se comportent différemment selon
les especes animales. Au total, la découverte des récep-
teurs nucléaires comme senseurs des xénobiotiques inter-
venant dans la régulation des enzymes impliquées dans le
métabolisme des médicaments pose la question de 1’émer-
gence de ces mémes récepteurs comme cibles thérapeuti-
ques. Ainsi, I’inhibition de CAR pourrait peut-étre préve-
nir I’accumulation des métabolites hépatotoxiques du
paracétamol. A D'inverse, I'induction de PXR pourrait
constituer une voie de traitement des patients atteints de
cholestase présentant un fort niveau d’acide biliaire. C’est
d’ailleurs sur ce principe que repose 1’utilisation de I’acide
ursodéoxycholique dans le traitement de cette pathologie.
Les différents récepteurs nucléaires étant également expri-
més dans de nombreux tissus et impliqués dans 1’homéo-
stasie de nombreux métabolismes, il appartiendra d’étu-
dier les effets des ligands agonistes sur des animaux
« humanisés » avant d’envisager I’utilisation de ces molé-
cules en thérapeutique humaine.

Importance des cytochromes P450
en clinique

Le métabolisme des médicaments est une étape cruciale
dans leur détoxication et leur élimination. Seuls quelques
CYP sont fortement impliqués dans les voies de transfor-
mation et d’élimination des principes actifs chez
I’homme. 11 s’agit des CYP 1A2, 2A6, 2B6, 2C9/19, 2D6,
2El et 3A4.

Les différents polymorphismes

Les cytochromes P450 cités ci-dessus sont parmi les enzy-
mes les plus étudiées sur le plan génétique car il existe une
forte variabilité individuelle des activités basales et indui-
tes, le polymorphisme étant défini comme une variabilité
génétique présente dans plus de 1 % de la population.
Dans certains cas, ces variations génétiques (génotype)
peuvent étre associées a des modifications de 1’activité
enzymatique (phénotype).

Polymorphisme d’activité

Dans ce cas, I’expression du gene et la quantité de protéi-
nes sont inchangées, seule 1’activité enzymatique est
modifiée. L’effet peut étre une augmentation de 1’activité
(qualifié de « métaboliseur » rapide) ou une diminution de
celle-ci (qualifié de « métaboliseur » lent). Le paradigme
est constitué par CYP2D6, qui est non seulement le plus
étudié, mais également celui pour lequel les différents cas
de figure sont rapportés. Ainsi ces modifications d’activité
vont altérer la biodisponibilité des médicaments en aug-
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Tableau 3. Pathologies d’origine génétique pour lesquelles un
polymorphisme (CYP1B1, CYP2A6, CYP2D6, CYP7A1,
CYP27A1) ou une mutation (CYP11B, CYP17 et CYP21) de
P450 est impliqué, d’apres [51-56].

Gene Pathologie
CYP1B1 Glaucome

CYP2A6 Dépendance a la nicotine
CYP2D6 Parkinson

CYP7A1 Hypercholestérolémie

CYP11B Déficience en aldostérone
CYP17, CYP21 Hyperplasie surrénalienne
CYP27A1 Xanthomatose cérébro-tendineux

Tableau 4. Fréquence allelique des polymorphismes affectant le
métabolisme des médicaments dans la population caucasienne,
d’aprés [58].

Gene Prévalence (%)
CYP 1A1/2 10

CYP 2A6 5

CYP 2C9 3

CYP 2C19 5-20

CYP 2D6 57

CYP 2E1 > 1

Tableau 5. Fréquence allelique de polymorphismes de CYP2D6
conduisant a une activité métabolique lente selon les
populations, d’apres [21, 58].

Population Fréquence de « métaboliseurs lents » (%)
Caucasiens 5-10

Japonais 0,7

Chinois 0,7

Moyen-Orientaux 2

Afro-Américains 6,1

mentant ou diminuant leurs métabolismes dépendant des
CYP. Les polymorphismes décrits pour les différents CYP
sont présentés sur le site: http:/www.imm.ki.se/
CYPalleles.

Polymorphisme de régulation

L’action des facteurs de transcription sur la régulation
transcriptionnelle des geénes étant dépendante de la
séquence de I’ADN dans les promoteurs, on peut conce-
voir que des mutations et/ou polymorphismes géniques de
ces régions puissent entrainer des modifications de leur
régulation. En retour, le niveau de protéines peut étre
affecté. Ainsi, un polymorphisme particulier du gene
CYP1A2 qui modifie la réponse aux hydrocarbures aro-
matiques polycycliques (HAP) a été associé a une suscep-
tibilité accrue de développer un cancer du poumon [2].
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Pathologies associées a un polymorphisme génétique
de cytochrome P450

Plusieurs pathologies sont associées a des modifications
de séquences de CYP (tableau 3) [51-56]. Si le lien entre
certaines mutations de CYP2D6 et la maladie de Parkin-
son est encore discuté a I’heure actuelle, la relation entre
certains polymorphismes de CYP2AG6 et la dépendance a
la nicotine est clairement établie [57]. De plus, méme s’il
s’agit d’une pathologie endocrinienne, il faut souligner
I’importance des nombreuses mutations du gene CYP21B,
codant une des enzymes de la stéroidogenese, associées a
I’hyperplasie congénitale des surrénales, une des cing
pathologies dont le dépistage est réalis€ a la naissance
(prévalence de 1/5 000). Dans la plupart des cas, il s’agit
de la conversion génique du gene CYP21B en pseudogene
CYP21A. (Voir http://www.imm ki.se/CYPalleles).

Polymorphismes affectant le métabolisme

des médicaments

Les geénes présentant un polymorphisme affectant d’une
facon ou d’une autre le métabolisme des médicaments
sont présentés dans le fableau 4 [58] avec la fréquence
allélique dans la population caucasienne. Pour les genes
CYP2AG6 et 2D6, des duplications completes ont été décri-
tes, conduisant a un métabolisme accéléré des substrats et
donc a une moindre efficacité thérapeutique par augmen-
tation de la quantité de protéine. Dans le cas particulier de
CYP2D6 (plus de 90 alleles décrits : http://www.imm.ki.se/
CYPalleles), un individu a exprimé jusqu’a treize copies
du méme gene. Le tableau 5 [21, 58] présente les fréquen-
ces alléliques des « métaboliseurs lents » de CYP2D6
dans différentes populations. Ainsi, la forte variabilité de
CYP2D6 dans les différentes populations a conduit les
industriels a développer des molécules échappant au méta-
bolisme par cette enzyme [21, 58]. 1l reste cependant de
nombreux médicaments métabolisés par CYP2D6. Il
s’agit en particulier de béta-bloquants, d’antiarythmiques,
d’antidépresseurs tricycliques, d’antipsychotiques ainsi
que de certains inhibiteurs spécifiques de la recapture de la
sérotonine [19].

Pour CYP2C9, les variants « métaboliseurs lents » concer-
nent jusqu’a 13 % de la population [18]. Les médicaments
visés sont essentiellement la phénytoine et la warfarine
[19]. En ce qui concerne CYP2C19, les variations généti-
ques affectant 1’efficacité de I’enzyme représentent
jusqu’a 32 % de la population [18]. Plusieurs médica-
ments sont concernés dont les inhibiteurs de la pompe a
proton [19].

Pour CYP3A, le retentissement clinique a été longtemps
controversé. Des études récentes montrent cependant clai-
rement un lien entre certains polymorphismes de CYP3AS
et une variation de la pharmacocinétique de certains médi-
caments. Les médicaments dont le métabolisme est affecté
par les polymorphismes de CYP3AS5 sont le midazolam
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[59], le sirolimus [60, 61], le tacrolimus [62], la ciclospo-
rine [63], la simvastatine et I’atorvastatine [64]. Il a égale-
ment ét¢ montré un impact du polymorphisme de
CYP3A4 sur le métabolisme de la nifédipine [65], du
tacrolimus [62] ou de la yohimbine [66]. Un travail récent
indique que CYP3A7 présente un polymorphisme fonc-
tionnel, présent essentiellement pendant la vie feetale. Ce
nouvel allele est réparti différemment selon les popula-
tions et présente également une répartition tissulaire diffé-
rente de 1’expression constitutive de CYP3A7. 1l est vrai-
semblable que de futurs travaux décriront les variations de
cinétique de médicaments induites par cet haplotype [67].

Interactions médicamenteuses

La biodisponibilité des médicaments peut également étre
affectée par des interactions médicamenteuses entrainant
une toxicité ou I’inefficacité thérapeutique.

Inhibition de P’activité enzymatique

Le premier mode d’interaction est I’interférence provo-
quée par une seconde molécule agissant sur le méme site
catalytique, provoquant ainsi une inhibition compétitive,
avec la possibilité ou non de détruire définitivement 1’acti-
vité métabolique. Dans la mesure ou la majorité des médi-
caments est prise en charge par CYP3A4, la cinétique
métabolique de cette enzyme est 1’'une des plus étudiées.
Lors d’essais cliniques, si la molécule d’intérét est la cible
de CYP3A4, des essais d’interférence médicamenteuse
sont alors réalisés. Les molécules les plus affectées sont
généralement celles présentant des marges thérapeutiques
étroites telles que la cyclosporine A. Largement décrites
pour des molécules thérapeutiques, dont les macrolides,
ces inhibitions peuvent également survenir avec des pro-
duits de consommation courante, comme les jus de fruits.
Le cas du jus de pamplemousse a été mis en exergue au
début des années 1990 car sa consommation réguliere
conduisait a une inhibition du métabolisme de certains
médicaments via 1’inhibition de CYP3A. Dans certains
cas cette propriété d’inhibition des CYP peut étre bénéfi-
que : le ritonavir, un inhibiteur de CYP3A, permet de
réduire les posologies des autres antirétroviraux utilisés
dans le traitement du sida [19].

Induction de P’activité enzymatique

L’augmentation de I’activité enzymatique peut avoir des
effets nocifs ou bénéfiques. En regle générale I’'induction
d’une voie métabolique va limiter 1’efficacité d’un médi-
cament [19]. 11 est donc conseillé de vérifier 1’éventuel
potentiel inducteur de la prescription, afin de ne pas per-
turber un traitement déja équilibré. L’induction de
CYP3A4 par le millepertuis (dont le mécanisme précis a
été décrit plus haut) a conduit & une limitation de son
usage thérapeutique [68]. A I’inverse, I’induction du méta-
bolisme du cyclophosphamide augmente la production du
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métabolite pharmacologiquement actif, cette particularité
pouvant étre exploitée dans certains protocoles thérapeuti-
ques [69].

CYP2C9/19, CYP2B6 et CYP3A sont régulés par les fac-
teurs de transcription du fait de la présence de séquences
consensus dans les promoteurs des geénes. Ainsi, 1'utilisa-
tion de molécules inductrices doit-elle étre réalisée avec
prudence afin de ne pas perturber les traitements en cours.
Les principaux agents inducteurs sont la rifampicine, cer-
tains anticonvulsivants (carbamazépine, phénytoine, phéno-
barbital), les glucocorticoides, le modafinil, les glitazones
ainsi que certains anti-rétroviraux (efavirenz, nevirapine).
(http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm).

Lorsque I’activation du métabolisme conduit a une aug-
mentation de la concentration des métabolites toxiques,
dans la plupart des cas ceux-ci sont éliminés. La limitation
de cette détoxication réside dans la saturation des syste-
mes d’élimination entralnant ainsi une augmentation des
accidents thérapeutiques. L’exemple le plus caricatural est
celui de 1’alcool qui, en induisant CYP2EI1, augmente la
toxicité hépatique du paracétamol chez I’alcoolique [70].

Les cytochromes P450 en tant que biomarqueurs

Exposition a des polluants

L’activité des CYP dépend donc du génotype de I’indi-
vidu mais également des interférences potentielles avec
I’environnement. Il est maintenant clairement admis que
des polluants environnementaux, comme la fumée de
cigarette, peuvent modifier ’activité enzymatique des
CYP impliqués dans les processus de détoxication des
xénobiotiques. Le métabolisme de la caféine est accéléré
chez les fumeurs [71]. Cette caractéristique a été utilisée
dans le suivi des fumeurs souhaitant un sevrage [72].
L’étude de la vitesse de métabolisation de la caféine peut
également étre exploitée pour analyser la concentration
plasmatique en PolyChloroBiphényls (PCB) [73]. De
méme, I’évaluation de I’activité de CYP1A peut étre utili-
sée afin de déterminer 1’exposition aux hydrocarbures aro-
matiques polycycliques et aux PCB [74]. Aux exceptions
pres citées ci-dessus, I’étude des activités des CYP reste
néanmoins limitée a des études chez 1’animal, puisque les
CYP sont des enzymes tissulaires. Cela implique que chez
I’homme on ne peut accéder le plus souvent qu’au dosage
des métabolites.

Facteurs de susceptibilité

Dans le domaine des pathologies chroniques, 1’activité des
CYP est souvent considérée comme un facteur de suscep-
tibilité de développer certaines pathologies, notamment
par la production de métabolites potentiellement mutage-
nes. Ainsi, CYP2E1 a été associé a la sensibilité accrue
aux nitrosamines et a certains cancers secondaires comme
celui de la vessie [2, 75]. CYP1A est lui associé au cancer
du poumon [2, 75].
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Conclusion

Bien que les CYP soient des enzymes connues depuis de
nombreuses années, leur implication dans le métabolisme
des médicaments et leur role dans la physiopathologie de
certaines affections justifient a eux seuls 1’intérét grandis-
sant pour ces protéines. L’analyse de leurs roles dans les
différents processus biologiques souligne la complexité de
leur action et la gamme étendue de leurs cibles moléculai-
res. Le développement de médicaments ayant un spectre
thérapeutique plus large mais une spécificité rendue méta-
bolique plus étroite par les CYP représentera un des chal-
lenges pour les industriels, tout en prenant en compte les
interactions potentielles avec les molécules endogenes et
les polluants environnementaux. De plus, la découverte
récente des récepteurs nucléaires régulant 1’expression de
ces enzymes ouvre de nouvelles voies de recherche sur la
modulation du métabolisme des xénobiotiques, et par la
méme, I'efficacité des traitements proposés. Il est mainte-
nant clairement établi que ces récepteurs nucléaires éta-
blissent des interrelations entre eux et avec d’autres voies
de signalisation. En conséquence, les xénobiotiques, qui
sont des ligands de ces récepteurs nucléaires, peuvent
moduler I’homéostasie de nombreux endobiotiques (hor-
mones, vitamine D, cholestérol...). A moyen terme, la
compréhension de ces interrelations permettra de mieux
appréhender les conséquences physiopathologiques de
stimuli affectant le métabolisme des médicaments et leurs
éventuels effets indésirables. A plus long terme, le déve-
loppement de molécules modifiant I’activité de ces récep-
teurs nucléaires permettra sans doute d’optimiser 1’effica-
cité thérapeutique des médicaments.
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Reésume

Le cholestérol, élément nutritif indispensable mais toxique en exces, est naturellement
converti en oxystérols. Les LXRs (Liver X Receptor) o et B sont les récepteurs nucléaires des

oxystérols ayant un role hypocholestérolémiant et controlant plusieurs fonctions physiologiques.

Notre but a été d’étudier leur role dans la reproduction chez la femelle. Dans 1’ovaire,
I’induction de I’ovulation chez des souris Ixre; 8 provoque une hyperstimulation ovarienne (OHSS),
caractérisée par une augmentation de la masse, des troubles vasculaires et de la sensibilité hormonale.
Les LXRs contrélent de plus I’cestradiolémie. Au niveau utérin, nous montrons un role spécifique de
LXRP. Les souris xS~ présentent une séquestration anormale d’esters de cholestérol dans les

myocytes associée a un défaut de contractilité utérine.

Cette étude montre I’importance des LXRs dans la reproduction chez la femelle et permettra

de comprendre le lien entre déséquilibre alimentaire et troubles de la fertilité.

Abstract

Cholesterol is an essential nutrient although toxic in excess, naturally converted into
oxysterols. LXRs (Liver X Receptor) o and 3 are nuclear receptors for oxysterols which have a

hypocholesterolemiant role and control many physiologic functions.

Our aim was to study their role in female reproductive physiology. In the ovary, ovulation
induction in lxre;f” mice caused an ovarian hyperstimulation (OHSS), characterized by ovarian
enlargement, vascular troubles and increased hormonal sensitivity. Besides, LXRs control estradiol
production. In the uterus, we pointed the existence of a specific function for LXRB. Lxrf” mice
present an abnormal sequestration of cholesteryl esters in myocytes associated with an uterine

contractility defect.

These data point for the first time the importance of the LXRs in female reproductive function
and will help in the future to understand mechanisms involved in fertility defects due to alimentary

disequilibrium.
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