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Etude du récepteur nucléaire FXR en contexte épithélial intestinal :
activité et régulation de Pexpression
Par
Simon Leclerc
Département de médecine, service de gastro-entérologie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé
en vue de I’obtention du diplome de maitre és sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, JIH SN4

Le récepteur nucléaire FXR (NRI1H4) possede quatre isoformes exprimés
principalement dans le foie (FXRal et FXRa2) et dans I’intestin (FXRa3 et FXRa4). Le
role de FXR dans I'homéostasie des acides biliaires au sein du systéme digestif est bien
documenté. Récemment, de nouvelles fonctions ont été attribuées & FXR dans I’intestin et
une étude de ChIP-seq montre que les sites de liaison de FXR dans le génome différent
entre le foie et I’intestin. Notre hypothése de recherche est que FXR contribue au maintien
d’un épithélium intestinal intégre et fonctionnel en influengant des processus biologiques
autres que la régulation de I’absorption des acides biliaires, et ce, par I’activation de la
transcription de nouveaux génes cibles dans I’intestin. Notre premier objectif consistait en
I’identification de nouvelles cibles transcriptionnelles de FXR. Le mode¢le cellulaire Caco-
2/15 est utilisé comme modéle d’entérocytes différenciés et I'expression de FXR augmente
lors de la différenciation de ces cellules pour atteindre un niveau maximal vers 20 jours
post-confluence. Dans ces cellules bien différenciées, une expérience de micro-puce a ADN
révéle que D’activation de FXR par son agoniste synthétique le GW 4064 module
significativement I’expression de génes associés a différents processus biologiques tels
’organisation du cytosquelette et I’adhésion biologique. Nous avons confirmé que
I’expression des génes des protéines structurales MYOI1A, MYO7A et DST est régulée
positivement par Pactivation de FXR, sans doute de maniére indirecte puisque nous
n’avons pas observé par ChIP que FXR se liait au promoteur de ces génes. Pour identifier
de nouvelles cibles directes de FXR, un criblage par qPCR selon divers critéres a été
réalisé. Ainsi, nous avons confirmé que le géne de SLC20AIl, un transporteur de
phosphore, est régulé positivement par I’activation de FXR. De plus, selon nos essais de
ChIP, FXR se lie au promoteur de SLC20A1 suggérant une activation directe de la
transcription. Ces résultats ouvrent la voie a un réle auparavant insoupgonné de FXR dans
des processus liés a ’absorption du phosphore. Notre deuxiéme objectif qui était d’étudier
la régulation de I’expression différentielle des isoforme de FXR a été réalisé par des essais
luciférase et nous améne a croire que le promoteur des isoformes intestinaux est régulé par
la présence du facteur de transcription Cdx2. En effet, le promoteur FXRa3/a4 présente un
site de liaison a Cdx2 contrairement au promoteur FXRal/a2. De plus, en contexte ou les
facteurs hépatiques et intestinaux HNFla et HNF4a sont présents, Cdx2 rétablit un fort
niveau d’activité au promoteur FXRa3/a4 et non au promoteur FXRal/a2. Pour conclure,
ce projet de recherche montre bien que FXR dans un modéle mimant un contexte
physiologique est capable d’activer des génes cibles jusqu’ici inconnus et que I’expression
des isoformes intestinaux est régulée de fagon distincte par Cdx2 dans ce tissu.

Mots-clés : FXR, intestin, génes cibles, promoteur, FXRal/a2, FXRa3/a4, Cdx2
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I- INTRODUCTION

1. Le systéme digestif

1.1. Structure et fonction

Le systeme digestif est constitué de différents organes qui fonctionnent de concert
pour permettre la digestion de la nourriture ainsi que I’absorption des nutriments. Les
nutriments absorbés fournissent les ressources et 1’énergie nécessaire a I’ensemble du
corps. Les organes du tube digestif sont la bouche, le pharynx, I’cesophage, ’estomac,
’intestin gréle, le gros intestin et le colon. Il existe également des organes annexes qui
assurent une bonne digestion des aliments telles les dents, la langue et la vésicule biliaire.
Le foie, le pancréas et les glandes salivaires participent également a la dégradation des

aliments en produisant des substances qui favorisent cette dégradation (Marieb, 2005).

Le tube digestif au complet est formé principalement de quatre couches. La
premiére, nommée muqueuse, est la couche la plus interne et se compose d’un épithélium
dont les fonctions principales sont la sécrétion de mucus, d’enzymes et d’hormones,
I’absorption des nutriments et la protection contre les infections par son étanchéité. La
deuxiéme couche, la sous-muqueuse, renferme les vaisseaux lymphatiques et sanguins tout
au long du tube digestif. La troisiéme couche, la musculeuse, est composée de cellules
musculaires lisses qui produisent le péristaltisme intestinal et la segmentation du bol
alimentaire. La séreuse, qui est la quatriéme couche ainsi que la plus externe, fournit un
role protecteur et est constituée de tissus conjonctifs ainsi que d’un épithélium squameux

(Marieb, 2005).

1.2. L’intestin gréle

C’est au niveau de l’intestin gréle que les nutriments sont préparés pour leur

transport vers les cellules de I’organisme. Les sécrétions du foie telles la bile et les enzymes



produites par le pancréas sont cependant essentielles a ce processus. L’intestin gréle est
divisé en trois segments soit le duodénum, le jéjunum et I’iléon. La muqueuse de I’intestin
gréle est adaptée a sa fonction d’absorption des nutriments. En effet, en plus de la longueur
de ’intestin gréle, les valvules conniventes qui sont des replis de la muqueuse et de la sous-
muqueuse permettent une augmentation significative de la surface de contact. Ces
structures sont trés présentes au niveau du jéjunum. L’absorption des nutriments s’effectue
majoritairement dans la partie proximale de 'intestin gréle (Marieb, 2005). A la jonction
entre les cellules de I’épithélium, on retrouve des rassemblements de protéines connus sous
le nom de jonctions serrées. La perméabilité de ces jonctions est coordonnée avec les
processus de transports d’ions et de nutriments. En effet, ’augmentation du transport des
nutriments couplé au Na’ méne a I’ouverture de ces jonctions ce qui apporte une meilleure
absorption de I’eau et permet le transport de nutriments solubilisés. Les jonctions serrées
sont cependant essentielles au maintien de [Dintégrit¢é de I’épithélium intestinal et

permettent d’assurer la protection contre les agents pathogeénes (Yamada, 2009).
1.3. L’axe crypte-villosité

Un moyen supplémentaire pour ’intestin d’augmenter sa surface de contact pour
I’absorption des nutriments est la présence de villosités. Ces villosités sont formées a partir
de cryptes qui leur permettent un renouvellement continu. La crypte avec une villosité
associée est communément appelée I’axe-crypte villosité (Figure 1). Une seule crypte
alimente plusieurs villosités en cellules. Il existe quatre types principaux de cellules
différenciées au niveau de I’épithélium intestinal. De la lignée absorbante on retrouve les
entérocytes et de la lignée sécrétoire, les cellules caliciformes, entéroendocrines et de
Paneth (van der Flier et Clevers, 2009). On trouve en grande majorité au niveau de
I’épithélium intestinal des entérocytes qui sont des cellules possédant des microvillosités a
leur surface apicale. Ce sont ces cellules qui sont responsables de la digestion, grace a des
enzymes spécialisées, et de I’absorption des nutriments. Présents en moins grand nombre,
on retrouve les cellules caliciformes qui sécrétent le mucus. De plus, les cellules
entéroendocrines, constituées de plus de quinze différents sous types sont responsables de

la sécrétion d’hormones qui agissent sur la croissance, la prolifération et ’activité digestive
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Figure 1. L’axe crypte-villosité

L’intestin est composé de cellules formant des structures nommées axe crypte-villosité. Au
niveau des cryptes, on trouve les cellules souches qui permettent de générer les cellules
différenciées, soit les entérocytes, les cellules caliciformes et les cellules entéroendocrines,
qui migrent elles, vers le haut des villosités. Les cellules progénitrices qui deviennent les
cellules de Paneth migrent vers le fond des cryptes. Adaptée de van der Flier et Clevers,

2009.



des cellules de I’intestin. Finalement, les cellules de Paneth sont des cellules ayant un réle
dans 'immunité du systéme digestif car elles sont situées au fond des cryptes et sécrétent

des protéines de la famille des défensines qui tuent les bactéries (Alberts et al., 2008).

2. Mécanisme général de la transcription de PADN

La transcription de ’ADN est le mécanisme qui permet la synthése de ’ARN et
ultimement a partir de cet ARN I’expression de la protéine associée au géne par le
processus de traduction. L’enzyme clée lors de la transcription est I’ARN polymérase 1I.
C’est cette enzyme qui catalyse I’assemblage des nucléotides complémentaires a ’ADN
sous forme d’ARN. Pour que ’ARN polymérase II soit recrutée au niveau de I’ADN, une
cascade d’événements doit se produire. Des protéines nommées facteurs de transcriptions
généraux vont se lier a I’ADN, notamment a la boite TATA. Ces facteurs de transcription
généraux sont TFIID (composé des sous-unités TBP et TAF), TF1IB, TFIIF, TFIIE et
TFIIH. Séquenticllement, suite a la liaison a la boite TATA, I’assemblage de ce complexe
protéique sur 'ADN permet le recrutement de la polymérase et I’initiation de la
transcription (Figure 2). En plus des facteurs généraux de transcription, des protéines
appelées coactivateurs sont recrutées pour augmenter l’activité transcriptionnelle. Le
recrutement de complexes de remodelage de la chromatine est essentiel pour rendre I’ADN
accessible a la transcription. En effet, les histones acétyle transférase ajoutent des
groupements acétyle sur les résidus lysine des queues N-terminales des histones, ce qui
ameéne la chromatine a se décompacter et expose les sites de liaison pour I’ARN
polymérase II (Alberts et al., 2008). Dans I’organisme, en plus des facteurs de transcription
généraux, il existe plusieurs facteurs de transcription spécifiques qui déterminent le lieu et

les niveaux de la transcription dans différents tissus.
3. Les récepteurs nucléaires
Les récepteurs nucléaires sont des protéines régulatrices de I’expression des génes

qui sont modulés par des ligands (Alberts er al., 2008). Ces protéines définissent une

superfamille responsable d’aspects majeurs dans le développement, la différentiation, la
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Figure 2. Mécanisme général de I’initiation de la transcription

A. Pour initier la transcription, des séquences spécifiques telles la boite TATA sont
reconnus par les facteurs de transcription généraux. B. A I’aide de sa sous-unité TBP,
TFIID reconnait et se lie a la boite TATA. C. Cela permet la liaison adjacente de TFIIB,
menant a une distorsion de ’ADN. D. Les autres facteurs de transcription généraux ainsi
que ’ARN polymérase 1 s’assemblent alors au niveau du promoteur. E. TFIIH utilise alors
I’ATP pour séparer les brins d’ADN de la double hélice au niveau du site d’initiation de la
transcription ce qui expose le brin cible a la polymérase. TFIIH phosphoryle le domaine C-
terminal de la polymérase (CTD), ce qui change sa conformation et la fait se libérer des
facteurs de transcription généraux ayant servi a son recrutement. La phase d’élongation de
la transcription peut alors débuter. Adaptée de Alberts et al., 2008.



reproduction ainsi que I’homéostasie du métabolisme. La superfamille est divisée en
familles selon les divers ligands, soit celle des récepteurs stéroidiens, celle des
thyroidiens/rétinoiques et celle des orphelins, c'est-a-dire sans ligands connus (Bain ef al.,
2007). Les 48 récepteurs nucléaires possédent une structure propre a la famille composée

de quatre domaines bien précis.

Le domaine de liaison au ligand (LBD) est composé la majeure partie du temps
d’environ 12 hélices a qui forment une structure tertiaire nommée poche de liaison. La
force et la spécificité du complexe ligand-LBD sont basées sur des interactions
hydrophobes, un réseau de ponts hydrogéne et I’organisation stérique de la poche de
liaison. Le LBD posséde une fonction de transactivation ligand dépendant (AF2) capable de
recruter des coactivateurs. Le changement de conformation de ’hélice a 12 (nommée aussi
hélice AF2) améne la création d’un sillon hydrophobe. Les coactivateurs qui possédent un
motif d’acides aminés LXXLL peuvent s’insérer dans ce sillon (Bain et al., 2007). Ces
coactivateurs ont des caractéristiques qui permettent un remodelage de la chromatine de
maniére ATP-dépendante (SWI/SNF), mais également par I’acétylation (NCOA1, CBP et
p300) et la méthylation (CARMI1 et PRMTI) des queues des histones, ce qui facilite
I’assemblage des facteurs de transcription généraux (Xu et Li, 2003). Le LBD contribuerait

également a la dimérisation des récepteurs nucléaires (Moore et al., 2006).

Un second domaine important des récepteurs nucléaires est le domaine de liaison a
’ADN (DBD). C’est ce domaine qui permet la reconnaissance de séquences d’ADN
précises nommées éléments de réponse grace a la présence de motifs doigts de zinc ainsi

que d’une hélice a qui interagi avec le sillon majeur de I’ADN (Bain et al., 2007).

Le troisiéme domaine présent est le domaine charniére qui est situé entre le DBD et
le LBD. Il contribue a la dimérisation des récepteurs nucléaires ainsi qu’a la liaison de
ceux-ci a ’ADN et présente également des séquences de localisation au noyau (Moore et
al., 2006).



Le quatriéme domaine des récepteurs nucléaires est le domaine N-terminal qui
posséde une fonction de transactivation ligand indépendant (AF1). Ce domaine est un des
moins bien caractérisé étant donné sa faible homologie de structure entre les membres de la
superfamille. Il activerait de maniére constitutive la transcription en permettant le
recrutement de coactivateurs de maniére indépendante de la présence de ligand et serait
également le siége de modifications post-traductionnelles telles la phosphorylation (Bain ef
al., 2007); (Moore et al., 2006).

Ensemble, le domaine N-terminal (avec I’AF1), le DBD, le domaine charniére et le
LBD (avec I’AF2) constituent la structure de base des récepteurs nucléaires. La variabilité
de ces domaines fait en sorte que différentes cascades d’événements peuvent se produire
d’un récepteur nucléaire a un autre. Cela contribue a la spécificité de chacun des récepteurs

pour ce qui est de mener ou non a I’activation de la transcription de geénes spécifiques.

4. Le récepteur nucléaire FXR

4.1. Famille, isoformes et mode d’action

FXR est un membre de la famille des récepteurs nucléaires et il en existe deux types
connus, soit FXRa et FXRP. Le récepteur FXRa a été identifié pour la premiére fois chez le
rat comme récepteur nucléaire étant faiblement activé par le farnésol, un métabolite
nécessaire a la synthése du cholestérol, des acides biliaires, des stéroides et des rétinoides
(Forman et al., 1995). FXRp quant a lui a été identifié chez la souris comme protéine
senseur de lanostérol, un intermédiaire dans la voie de production du cholestérol. Le géne
FXRp a cependant été confirmé comme étant un pseudogene chez ’humain étant donné
trois décalages du cadre de lecture et I’ajout de deux codons-stops qui rendent le géne non
fonctionnel (Otte ef al., 2003). Dans ce mémoire, lorsque FXR sera mentionné, ce sera de
FXRa dont il sera question. Suite a I’identification de FXR, un ligand naturel spécifique lui
a été trouvé, soit les acides biliaires. En effet, il a été montré que la poche de liaison au
ligand de FXR posséde des caractéristiques qui permettent une discrimination des acides

biliaire par rapport aux autres stéroides et métabolites du cholestérol. La reconnaissance se



fait par les propriétés amphipathiques des acides biliaires en plus de leur forme distincte.
De plus, entre les différents acides biliaires, le CA et le DCA s’insérent moins bien dans la
poche de liaison puisque celle-ci ne fournit pas de chaine d’acides aminés polaires pour
accommoder des groupements présents sur ces acides biliaires. Ainsi, le ligand ayant le
plus d’effet pour augmenter ’activité transcriptionnelle de FXR est le CDCA (Parks et al.,
1999), puisque sa liaison présente moins de contraintes (Mi et al., 2003). Dans la littérature,
plusieurs expérimentations utilisent des agonistes synthétique a FXR pour Pactiver plutot
que les acides biliaires qui présentent des risques de toxicité cellulaire. Un agoniste notable
de FXR est le GW 4064. Cette molécule a structure non stéroidienne a été caractérisée
comme ayant un potentiel d’activation et une efficacité de 200 fois supérieure au ligand
naturel de FXR, le CDCA. De plus, cet agoniste est spécifique a FXR lorsqu’utilisé a des
concentrations allant jusqu’a 1 pM (Maloney et al., 2000).

Il existe quatre isoformes de FXR identifiés & ce jour et ils sont connus sous
I’appellation FXRol, FXRa2, FXRa3 et FXRa4 (Huber ef al., 2002). Ces isoformes sont le
résultat de ['utilisation de deux promoteurs distincts, ce qui fait en sorte que FXRal et
FXRa2 possédent un domaine N-terminal plus court que FXRa3 et FXRa4. En plus de
I'utilisation de deux promoteurs, un épissage alternatif de I’ARN adjacent a la séquence du
DBD fait en sorte que les protéines FXRa2 et FXRa4 ne posséde pas quatre acides aminé€s
dans cette région, soit une méthionine, une tyrosine, une thréonine et une glycine (connue
comme la séquence MYTG) (Lee et al., 2006) (Figure 3). Ces deux mémes isoformes sont
également ceux qui possedent [activité transcriptionnelle la plus importante
comparativement a ceux possédant les acides aminés MYTG (FXRaol et FXRa3) (Zhang et
al., 2003).

FXR est une protéine qui agit comme facteur de transcription li¢ 3 I’ADN le plus
souvent sous forme d’hétérodimeére, son partenaire de prédilection étant le récepteur
nucléaire RXR. L’hétérodimere formé est transactivé de maniére permissive, c'est-a-dire
que la présence du ligand de RXR ou de FXR est suffisante pour mener a la cascade de
recrutement de protéines coactivatrices au niveau du promoteur d’un geéne cible du

récepteur nucléaire. La présence du second ligand est soit additive ou synergique a la
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Figure 3. Le récepteur nucléaire FXR, structure du géne et isoformes

Le géne FXR, composé de dix exons, permet I’expression des quatre isoformes de FXR par
utilisation de deux promoteurs distincts ainsi que par épissage alternatif. Les isoformes
possédent tous la structure caractéristique des récepteurs nucléaires avec les domaines

assocCiés.



10

réponse transcriptionnelle déja entamée (Dawson et Xia, 2012). FXR lie I’ADN a des
séquences nommeées éléments de réponse a FXR (FXRE). L’élément de réponse de choix
pour FXR est une répétition inversée d’un consensus de six nucléotides 5° - AGGTCA - 3’
séparés d’un nucléotide (IR1) (Lee et al., 2006). 1l existe également d’autres types de
répétitions auxquelles FXR peut se fixer telles des répétitions directes (DR) et éversées
(ER), FXR pouvant aussi se fixer 8 I’ADN sous forme de monomére (Wang et al., 2008)
(Figure 4). De maniére générale, le récepteur nucléaire FXR agit comme facteur de
transcription en présence de son ligand et permet I’expression de génes dans les tissus ou il

est exprimé.

4.2. Expression de FXR

L’expression de FXR a été bien caractérisée chez I’humain et la souris. FXR est
fortement exprimé dans le foie, ’intestin, les reins et les glandes surrénales. Il est
faiblement exprimé dans le cceur et les tissus adipeux (Zhang et al., 2003). FXR est présent
a divers niveaux dans différents tissus adultes ainsi que dans des tissus feetaux. Il y a par
contre une expression différentielle des isoformes de FXR. En effet, les isoformes FXRal
et FXRa2 sont majoritairement exprimés au niveau du foie et des glandes surrénales chez
’adulte, ainsi que fortement exprimés dans le foie foetal. FXRa3 et FXRo4 sont eux,
fortement exprimés au niveau de I’intestin et des reins chez I’adulte, ainsi que dans
Pintestin feetal (Huber et al., 2002). Plus spécifiquement au niveau de P’intestin, il a été
montré chez la souris que I’expression de FXR est plus élevée au niveau de I’iléon
comparativement au duodénum, jéjunum et colon. De plus, en ce qui concerne 1’axe crypte-
villosité, ’expression de FXR se situe seulement au niveau des villosités et diminue

graduellement vers I’apex de celles-ci (Inagaki et al., 2006).
4.3. Régulation de I’expression FXR
La régulation de I’expression de FXR a été majoritairement étudiée au niveau du

promoteur qui permet I’expression des isoformes FXRal et FXRa2, soit ceux surtout

exprimés au foie. Plusieurs sites de liaisons potentiels a différents facteurs de transcription
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Figure 4. Mode d’action de FXR et liaison a ’ADN

A. FXR est li€¢ a I’ADN sous la forme d’hétérodimere avec RXR. Les deux récepteurs sont
activés par leur ligand soit le 9cRA pour RXR et les acides biliaires pour FXR. Adaptée de
Lee et al., 2006 B. La liaison se fait sur un FXRE dont il existe plusieurs motifs décrits, soit
IR1, DRI, ER8 et méme des séquences pour la liaison sous forme de monomére. Adaptée
de Wang et al., 2008.
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ont été identifiés sur ce promoteur. Dans les hépatocytes, le facteur de transcription HNFla
se lie au promoteur de FXRal et FXRa2 et peut promouvoir la transcription génique de
maniére positive (Lou et al., 2007). Il a aussi été montré que le cofacteur SIRTI, une
déacétylase, est recruté par HNF la sur le promoteur de FXR. Cette interaction impliquant
également le recrutement du coactivateur PGC-la meéne a une augmentation de I’activité
transcriptionnelle au promoteur de FXR (Purushotham et al., 2012). Un autre mécanisme
transcriptionnel modulant I’expression hépatique de FXR se produit dans un contexte de
régulation du métabolisme des triglycérides, plus particuliérement en condition de jeiine.
Lors du stress d’une période de jeline prolongée, I’expression de PGC-1a et des facteurs de
transcriptions HNF4a et PPARy est induite. PGC-la peut alors coactiver les facteurs
HNF4a et PPARy qui sont liés a un élément de réponse DRI présent dans les deux
promoteurs de FXR. Cela méne a une induction de I’expression de FXR, celui-ci pouvant
lui aussi étre coactivé par PGC-1a sur le promoteur de ces génes cibles. Dans ce contexte
de jeline, ’activation de FXR au niveau du foie méne a une diminution des niveaux de
triglycérides plasmatiques et une augmentation de la B-oxydation des acides gras pour la

production d’énergie (Zhang et al., 2004).

4.4. Modulation de I’activité transcriptionnelle de FXR

FXR, comme facteur de transcription, peut étre transactivé par différents
coactivateurs et tel que mentionné plus tot, PGC-1a est un de ceux-ci (Zhang et al., 2004).
D’autres coactivateurs ont été identifiés comme régulateurs positifs de P’activité
transcriptionnelle de FXR, soit : p300 (Fang et al., 2008), Brg-1 (Miao et al., 2009),
CARMI1 (Ananthanarayanan et al., 2004), PRMT1 (Rizzo et al., 2005), ASCOM (Kim et
al., 2009), DRIP205 (Pineda Torra et al., 2004) et TRRAP (Unno et al., 2005). Ces
coactivateurs ameénent tous au final une modification de la structure de la chromatine qui
favorise la transcription des génes cibles de FXR. L’activité transcriptionnelle peut aussi
étre diminuée, et ce, en présence de facteurs nommés corépresseurs. Pour ce qui est de
FXR, les sous-unités ADN dépendantes de protéines kinases, Ku80 et Ku70 ont été
identifiées comme corépresseurs. Les protéines Ku interagissent avec le DBD de FXR mais

aussi avec sa région charniére. Cette interaction diminuerait ’activité au promoteur de
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geénes cibles de FXR possiblement par I’inhibition de I’hétérodimérisation de FXR ou de sa
liaison a ’ADN (Ohno et al., 2009). Les expérimentations effectuées pour identifier ces
coactivateurs et corépresseurs ont toutes été faites dans un contexte hépatique, soit en
utilisant le foie d’animaux ou la lignée cellulaire HepG2, bien établie comme mode¢le

d’hépatocyte.

Diverses modifications post-traductionnelles ont été identifiées pour la protéine
FXR. Ces modifications affectent aussi son activité transcriptionnelle. Par exemple, la
protéine p300 est capable d’acétyler FXR au niveau du DBD, mais aussi dans sa région
charniére, lorsque celui-ci est activé par son ligand. Cela méne respectivement & une moins
bonne liaison avec I’ADN, mais aussi une moins bonne hétérodimérisation avec RXR,
diminuant donc le potentiel de transactivation de FXR (Kemper et al., 2009). Comme autre
modification post-traductionnelle étudiée, des sites de phosphorylation ont été identifiés au
niveau du DBD de FXR. De maniére plus précise, la sérine 135 et la sérine 154 sont
phosphorylées par les PKC calcium-dépendantes. Cette phosphorylation du DBD favorise
I'interaction de FXR avec le coactivateur PGC-la et augmente ainsi sa transactivation
(Gineste et al., 2008). Des modifications post-traductionnelles telles I’ubiquitination et la
sumoylation ont aussi été étudiées. A priori, I’ubiquitination ne régule pas le potentiel de
transactivation de FXR mais plutdt sa dégradation. En effet, le traitement avec un inhibiteur
du protéasome augmente les niveaux d’expression de FXR, celui-ci étant alors fortement
ubiquitinylé. Cependant, les résidus qui sont ubiquitinylés ne sont pas connus (Kemper et
al., 2009). Pour ce qui est de la sumoylation de FXR, la lysine 277 dans le LBD de FXR est
un site potentiel de sumoylation au niveau de cellules immunitaires telles les macrophages.
Cette sumoylation pourrait affecter la régulation de I’'immunité intestinale en conditions
inflammatoires puisqu’elle est requise dans le réle qu’a FXR pour maintenir le corépresseur

NCoR au niveau du promoteur de génes pro-inflammatoires (Vavassori et al., 2009).
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5. Roles connus du récepteur nucléaire FXR

5.1. FXR, régulateur principal de la production et de la circulation entérohépatique des

acides biliaires

La fonction principale de FXR est de réguler la synthése hépatique des acides

biliaires et leur réabsorption par I’intestin.

Les acides biliaires sont des produits du catabolisme du cholestérol et sont classifiés
comme étant primaires, tel que le CDCA et le CA produits par le foie, ou secondaires tel le
DCA et le LCA produits par les bactéries intestinales a partir des acides biliaires primaires
(Modica et al., 2010). Sous des conditions physiologiques normales, la composition en
acides biliaires de la bile est de 70 % d’acide cholique et ses dérivés et les 30 % restants
consistent en I’acide chénodésoxycholique. La conjugaison des acides biliaires avec la
taurine ou la glycine aprés leur synthése augmente leur solubilité. Le réle des acides
biliaires est de faciliter la digestion et I’absorption des lipides. La micellisation des lipides
les rend plus accessibles aux enzymes digestives dans le duodénum. Par la suite, ces
micelles de lipides trés hydrophobes provenant de la digestion atteignent le jéjunum et ont
besoin de la présence des acides biliaires qui favorisent leur solubilisation en diminuant
leur hydrophobicité. Les micelles peuvent alors traverser la fine interface aqueuse a la

surface des entérocytes et étre absorbées par ceux-ci (Yamada, 2009).

Le processus de recyclage des acides biliaires qui implique le foie et I’intestin se
nomme circulation entérohépatique des acides biliaires et FXR y joue un réle majeur
(Figure 5). Au niveau du foie, les acides biliaires sont produits a partir du cholestérol grice
aux enzymes CYP7A1 et CYP8B1 (CYP8BI1 permet plus spécifiquement le maintient du
ratio CA : CDCA). Ces acides biliaires sont alors conjugués par ’action des enzymes
BACS et BAAT, dont I’expression est régulée positivement par FXR, la conjugaison étant
donc régulée par la production des acides biliaires. Une régulation négative par les acides
biliaires de leur propre synthése se produit dans le foie, et ce, indirectement via FXR. En

effet, I’activation de FXR meéne a la synthése du récepteur nucléaire atypique SHP.
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Figure 5. La circulation entérohépatique des acides biliaires et Pactivité de FXR dans
fe foie et ’intestin

Au niveau du foie FXR inhibe la synthése des acides biliaires en diminuant I’expression de
CYP7A1 et CYP8BI via I’induction de I’expression du facteur de transcription SHP. FXR
favorise également la conjugaison des acides biliaires par I’induction de I’expression de
BACS et BAAT. La sécrétion de ces acides biliaires conjugués est controlée par des
transporteurs de type ABC tels MDR3, MRP2 et BSEP, qui sont des génes cibles de FXR.
En atteignant I’iléon distal, les acides biliaires sont réabsorbés par ASBT a [’apex des
entérocytes. Le transporteur cytosolique FABP6 séquestre alors les acides biliaires et les
envois au niveau du transporteur basolatéral OSTa/B pour que ceux-ci retournent au foie
via la veine porte, ou un mécanisme de régulation négative de la production des acides
biliaire est déja entamé par FGF19. Adaptée de Modica et al., 2010.
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SHP s’hétérodimérise sur les promoteurs de CYP7A1 et CYP8BI et ce respectivement
avec les facteurs LRH-1 (Goodwin et al., 2000) et HNF4a (Zhang et Chiang, 2001). Etant
donnée I’absence de domaine de liaison a I’ADN pour la protéine SHP, I’hétérodimere est
non-fonctionnel et cela méne a une diminution de I’activité transcriptionnelle sur ces
promoteurs et donc ultimement, & la diminution de la synthése des acides biliaires. Cette
boucle de rétroaction négative permet un contréle de la synthése hépatique des acides
biliaires. De plus, I’activation de FXR au niveau du foie permet aussi la régulation positive
de I’expression des transporteurs MDR3, MRP2 et BSEP, localisés dans les cellules des
canaux biliaires, évitant ainsi I’accumulation des acides biliaires dans le foie en favorisant

leur concentration dans la vésicule biliaire et leur excrétion vers le duodénum.

Au niveau du segment iléal distal de I’intestin, les acides biliaires sont absorbés par
les entérocytes grace au transporteur apical ASBT. De maniere générale, 95 % des acides
biliaires sont absorbés, le reste étant éliminé. La perte est compensée par le foie qui
synthétise les 5 % non réabsorbés. L’entrée active des acides biliaires au niveau des
entérocytes est négativement contrdlée par FXR via le récepteur nucléaire SHP. En effet,
par un mécanisme similaire & ce qui est présent dans le foie, SHP inhibe I’action de
I’hétérodimére RAR/RXR au niveau du promoteur de ASBT chez I’humain, inhibant ainsi
I’absorption active des acides biliaires au niveau iléal (Neimark et al., 2004). A Pintérieur
des entérocytes, la protéine FABP6 agit comme transporteur des acides biliaires en les
séquestrant, alors qu’ils seraient toxiques si libre dans le cytosol, et en les transportant du
c6té apical vers le cOté basal de la cellule. Le mécanisme exacte du transport est encore mal
compris, mais on sait que FABP6 interagit de fagon transitoire avec ASBT (Kramer et al.,
1995). La liaison des acides biliaires a FABP6 est faite par leur noyau stéroidien
profondément lié dans le creux de la protéine. La chaine de charge négative des acides
biliaires est quant a elle liée prés de I’entrée de ce creux (Kramer ef al., 2001). Au niveau
basal des cellules, le transporteur OSTa/B permet le passage des acides biliaires des
entérocytes a la veine porte ou ceux-ci seront réacheminés vers le foie. Les génes FABP6 et
OSTa/B sont des cibles transcriptionnelles directes de FXR et sont fréquemment utilisés
pour la validation de D’activité transcriptionnelle de celui-ci. Au niveau de [Dintestin,

I’activation de FXR méne également a la régulation négative de la production des acides
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biliaires au niveau du foie. Cette régulation est possible grace a la production de FGF19 au
niveau de I’intestin. L activation de FXR améne une augmentation de la transcription et de
la sécrétion du facteur de croissance FGF19 qui est transporté par la veine porte jusqu’au
niveau du foie. La liaison subséquente de FGF19 au récepteur tyrosine kinase
transmembranaire hépatique FGFR4 méne a I’activation de la voie JNK et a la répression
des génes CYP7A1 et CYP8BI, ce qui diminue la synthése des acides biliaires. La
production des acides biliaires est un processus finement régulé au niveau du foie et le
maintien de I’homéostasie de la production de ces acides biliaires est possible en partie par
la signalisation entérohépatique contrdlée par le récepteur nucléaire FXR (Lee ef al., 2006);
(Modica et al., 2010).

5.2. Fonctions de FXR spécifiques a I’intestin

Beaucoup d’études non abordées ici se penchent sur des réles physiologiques de
FXR qui sont spécifiques au niveau du foie tels le maintien de I’homéostasie cholestérol-
triglycérides et la régulation du métabolisme du glucose (Modica et al., 2010). De plus, au
niveau de ’intestin, FXR aurait des rdles qui pourraient €tre essentiels et spécifiques a cet
organe. Puisque ce mémoire concerne I’étude de FXR en contexte intestinal, les fonctions
principales de FXR dans I’intestin, autres que de contribuer a la circulation entérohépatique

des acides biliaires, sont présentées.

5.2.1. Régulation de la défense antibactérienne dans I’intestin par FXR

De maniére générale, il est connu que les acides biliaires aménent un effet
protecteur en contrant la prolifération bactérienne au niveau de I’intestin (Hofmann et
Eckmann, 2006). Les propriétés de détergent des acides biliaires seraient en grande partie
responsables de cet effet, mais un contrdle plus précis serait fait par I’activation de FXR a
I’iléon distal. En effet, il a été montré dans une étude chez la souris que I’activation de FXR
par un agoniste synthétique, le GW 4064, apporte un effet protecteur contre la
surpopulation bactérienne (Inagaki ef al., 2006). Dans cette étude, des souris ayant subi une

ligature du cholédoque voient la prolifération et la translocation bactérienne intestinale
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associée a cette opération disparaitre lorsqu’elles sont traitées avec le GW 4064. Par des
résultats de micro-puce a ADN, il a été montré que I’activation de FXR par son ligand
meéne a la régulation positive de cibles ayant des propri€tés antibactériennes reconnues
telles I’angiogénine (ANG1), ’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS), I’anhydrase
carbonique 12 (CARI12) et I’interleukine 18 (IL18). Cette étude ne montre cependant pas
que l’augmentation du transcrit de ces cibles est le résultat transcriptionnel direct de
I’action de FXR dans les entérocytes. Cette augmentation pourrait résulter de cascades plus
complexes impliquant FXR ou étre le résultat de 1’activation de FXR dans d’autres types
cellulaires présents dans I’intestin. Par contre, une autre étude a montré que chez le rat et
’humain, FXR peut moduler directement I’expression de la protéine C3 du complément
dans les entérocytes (modele cellulaire Caco-2 pour ’humain). FXR peut se lier a un
élément de réponse potentiel de type IR1 sur le promoteur du géne de la protéine C3,
menant a ’augmentation de son expression. La protéine C3 du complément est connue
comme ayant a un réle dans I’immunité innée, ce qui en fait une cible intéressante de FXR

dans un contexte de lutte contre des pathogénes au niveau de ’intestin (Li et al., 2005).

5.2.2. FXR dans le contexte des maladies inflammatoires intestinales

Dans un modéle de souris présentant une colite induite par I’agent chimique DSS,
une étude a été faite pour vérifier si ’activation de FXR pouvait contrer les effets néfastes
de I'inflammation (Gadaleta et al., 2011). Chez la souris traitée sept jours au DSS, le
traitement avec un agoniste synthétique de FXR a résulté en une moins grande perméabilité
intestinale in vivo, cet effet étant FXR dépendant puisqu’il n’était pas observé chez des
souris déficientes pour I’expression de FXR. Les analyses histologiques ont aussi démontré
une moindre colite induite par le DSS dans le groupe oul FXR est activé. Le phénotype
d’atténuation de I’inflammation observé suite a 1’activation de FXR par son agoniste est
explicable par son action dans deux types cellulaires ou FXR est exprimé : dans les cellules

immunitaires (Vavassori et al., 2009) et dans les entérocytes.

Dans divers modéles de cellules immunitaires (lignées cellulaires immortalisées,

PBMC, monocytes CD14 et cellules dendritiques dérivées de monocytes), I’activation de
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FXR réduit ’expression de TNFa produit par ces cellules immunitaires (Vavassori et al.,
2009); (Gadaleta ef al., 2011). De plus, pour des cibles comme [’interleukine 1P (IL-1B) et
iNOS, FXR se lie au promoteur de ces génes et stabilise le corépresseur NCoR au niveau
des éléments de réponse au facteur NF-xB, menant a I’inhibition de leur transcription par

NF-xB (Vavassori et al., 2009).

Dans les entérocytes, I’inhibition de la production de cytokines comme TNFa,
connue pour augmenter la perméabilité cellulaire en perturbant I’intégrité des jonctions
serrées (Ma et al., 2005), pourrait contribuer a I’action anti-inflammatoire de FXR. De plus,
les entérocytes peuvent servir d’effecteurs de I'immunité par la sécrétion de cytokines et
chimiokines (Kagnoff et Eckmann, 1997). 1l a été¢ montré que FXR inhibe P’activité
transcriptionnelle de NF-xB et la production de la cytokine proinflammatoire IL-18 et ce,
dans la lignée cellulaire HT29 (Gadaleta et al., 2011). Cette inhibition de production d’IL-
1B qui se produirait dans une cellule d’origine intestinale (modéle cellulaire HT29)
supporte la contribution d’une composante épithéliale a la réduction de I’inflammation
observée chez les souris soumises au DSS et ou FXR est activé. De plus, outre I’effet de
FXR qui inhibe la production d’IL-1P dans les entérocytes, FXR pourrait avoir un effet
direct sur I’intégrité de la muqueuse intestinale étant donné que lorsqu’il est activé au
niveau d’une monocouche de cellules Caco-2 traitées au DSS, le détachement de cette
monocouche est de beaucoup diminué comparé aux conditions ot FXR n’est pas activé
(Gadaleta et al., 2011). Les mécanismes par lesquels FXR contribuerait au maintien de
I’intégrité de I’épithélium intestinal sont encore imprécis, mais ce pourrait €tre par un effet

transcriptionnel direct au niveau des entérocytes.

6. Liaison de FXR au niveau du promoteur de génes de maniére tissus spécifique

Une étude a large échelle de localisation de sites occupés par FXR au niveau du
génome de la souris dans [Dintestin et le foie a été réalisée par technique
d’immunoprécipitation de la chromatine couplée a du séquengage a haut débit (ChIP-seq)
(Thomas et al., 2010). Dans cette étude, les souris sont traitées avec 1’agoniste de FXR, le

GW 4064, afin de favoriser I’activation de la protéine FXR sur le promoteur de ces cibles.
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Le ChIP-seq révéle un total de 6 345 sites potentiels de liaison a TADN spécifiques au foie
et 3 872 spécifiques a Iintestin. Seulement 1 449 sites potentiels sont partagés au niveau
des deux organes. Cette disparité montre que bien que FXR soit présent dans ces deux
organes, il a la possibilité d’activer des cibles distinctes. Par exemple, le site de liaison pour
FXR situé dans le promoteur de FABP6 est réellement occupé par FXR au niveau de
Iintestin, alors que 1’analyse ChlP-seq ne détecte pas d’occupation de FXR au niveau du

foie pour ce méme site (http://genome.ucsc.edu). Le géne FABP6 tel que mentionné plus

tdt est une cible transcriptionnelle de FXR au niveau de I’intestin. L’identification de ces
cibles peut suggérer des patrons de régulation transcriptionnelle qui sont spécifiques au

tissu et donc des fonctions distinctes pour FXR dans ces tissus.


http://genome.ucsc.eduV
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7. Mon projet de recherche

En prenant en considération les différents points déja été présentés, a savoir que :

b

2)

3)

4)

3)

FXR est un récepteur nucléaire possédant quatre isoformes exprimés dans différents
tissus, entre autres au niveau du foie (FXRal et FXRa2) et de ’intestin (FXRa3 et
FXRo4);

dans le foie, I’expression de FXR est régulée par différents facteurs tels HNFla,
PPARYy, HNF4a, PGC-1a;

au niveau de I’intestin, FXR est exprimé dans les villosités de I’iléon et sa fonction
principale est la régulation de I’absorption des acides biliaires;

des études montrent des roles pour FXR dans la défense antibactérienne et la
préservation de I’intégrité épithéliale dans un mod¢le de colite;

une étude a large échelle de sites de liaison de FXR a I’ADN (ChIP-seq) montre une
différence entre les cibles potentielles de FXR dans le foie comparativement a celles

présentes dans |’intestin;

nous posons I’hypothése de recherche suivante : L’expression d’isoformes de FXR enrichis

dans Pintestin contribue au maintien d’un épithélium intestinal intégre et fonctionnel par

Pactivation de la transcription de genes cibles affectant des processus biologiques

additionnels a la régulation de I’absorption des acides biliaires.

Deux objectifs ont été fixés pour la réalisation de ce projet :

1) Etudier dans un modéle physiologique le réle de FXR dans la régulation de

fonctions intestinales non liées au métabolisme des acides biliaires, via

I’identification de nouvelles cibles transcriptionnelles.

2) Etudier la régulation de I’expression différentielle des isoformes de FXR dans le

contexte épithélial intestinal.
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Il - MATERIEL ET METHODES

1. Culture cellulaire

1.1. Culture des cellules Caco-2/15

La lignée cellulaire Caco-2/15 est un clone de la lignée parentale Caco-2 (ATCC
Numéro: HTB-37). L’origine de la lignée est un carcinome de cblon humain. Le clone
Caco-2/15 a été produit et caractérisé par le passé (Beaulieu et Quaroni, 1991). Il présente
la méme propriété caractéristique que la lignée parentale, soit d’entamer un processus de
différenciation entérocytaire a l’atteinte de la confluence. Dans notre laboratoire, les
cellules Caco-2/15 ont été généreusement fournies par Dre Nathalie Rivard (Département
d’anatomie et biologie cellulaire, Université de Sherbrooke, Qc, Canada). Les cellules
Caco-2/15 sont cultivées dans du DMEM (Wisent), contenant 10 % de FBS (Wisent),
0,01 M d’HEPES (Wisent), 2 mM de L-glutamine (Gibco), 1 L.U./mL de pénicilline et
100 pg/mL streptomycine (Wisent), a 37 °C dans une atmospheére de 95 % air et 5 % CO,.
Le milieu de culture est renouvelé aux deux jours et les passages sont effectués avant

I’atteinte de la confluence avec des ratios allant de 1:4 a 1:6.

1.2. Culture des cellules HEK 293T

La lignée cellulaire HEK 293T ou tout simplement 293T est une lignée fcetale de
reins humains. Ces cellules possédent une haute efficacité de transfection et dérivent de la
lignée cellulaire parentale HEK 293 dans laquelle le géne codant pour ’antigéne T du virus
SV40 est ajouté. La présence de I’antigéne T permet la réplication de plasmides possédant
un promoteur SV40, et ce, a méme les cellules transfectées. Ces cellules sont cultivées dans
les mémes conditions que pour les Caco-2/15 et sont divisées avec des ratios de 1:10 a 1:15

pour le maintien de la lignée en culture.
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2. Traitement des cellules avec des agonistes

2.1. Traitement avec le GW4064

Le GW 4064 (Tocris Bioscience) est dissous dans du DMSO (Sigma-Aldrich) pour
obtenir une solution meére concentrée de 100 mM. Cette solution mere est diluée et
aliquotée en solution d’utilisation de 1 mM. Le traitement au GW 4064 est effectué sur les
cellules Caco-2/15 lorsque celles-ci atteignent I’état de confluence désiré pour le traitement.
Le milieu de culture est alors remplacé par du milieu contenant 10 % de FBS traité au
charbon actif-dextran (Wisent) plutot que le FBS utilisé pour la culture routiniére. Puisque
ce FBS est dépourvu d’hormones stéroidiennes, cela limite les risques de réponses autres
que par [’agoniste. Dans ce milieu, une concentration voulue de GW 4064 est
préalablement ajoutée et les cellules sont laissées en culture avec ce milieu le temps désiré.
Dans tous les cas, le traitement contréle consistait a ajouter dans le milieu le méme volume

de DMSO que celui de la solution d’utilisation de | mM de GW 4064.

2.2. Traitement avec le 9cRA

Le 9cRA (Sigma-Aldrich) est dissous dans du DMSO pour produire une solution
mere de 25 mM. Le traitement avec le 9cRA est effectué sur les cellules Caco-2/15
lorsqu’elles atteignent I’état de confluence désiré pour le traitement. Le milieu de culture
est alors changé par du milieu contenant 10 % de FBS traité au charbon actif-dextran. Dans
ce milieu, on ajoute la quantité voulue de 9cRA et les cellules sont misent en culture le

temps voulu.

3. Extraction de protéines

L’extraction des protéines est réalisée avec du tampon de lyse Triton (1 % Triton X-
100 (ICN Biomedicals), 50 mM Tris-HCI (Invitrogen) pH 7,5, 100 mM NaCl (Fisher),
5 mM EDTA (Fisher) pH 8,0, 40 mM B-glycérophosphate (Sigma-Aldrich), 50 mM NaF
(Sigma-Aldrich), 200 uM d’orthovanadate de sodium (Sigma-Aldrich), 5 % glycérol
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(Fisher)) supplémenté d’inhibiteurs de protéases (aprotinine 0,5 mg/mL, utilisation 1:1000
(Roche Diagnostics), leupeptine 0,5 mg/mL, utilisation 1:1000 (Sigma-Aldrich), pepstatine
0,7 mg/mL, utilisation 1:1000 (Sigma-Aldrich) et PMSF 17,4 mg/mL, utilisation 1 :100
(Sigma-Aldrich)). Les protéines sont extraites dans des volumes allant de 100 a 200 pL de
tampon de lyse Triton selon la grosseur des culots de cellules. Suite a une incubation sous
agitation a 4 °C pendant 5 a 10 minutes, un traitement-choc de 2 minutes d’incubation a
I’azote liquide, 2 minutes d’incubation a 37 °C et 5 secondes de vortex a intensité moyenne
est répété 10 fois afin d’avoir également une bonne lyse nucléaire. Les échantillons sont
alors centrifugés a 13 500 rpm a 4 °C pendant 5 minutes pour culoter les débris cellulaires.
Le surnageant contenant les protéines est alors récupéré et la concentration est dosée par la
méthode de Bradford a I’aide de la trousse Quick Start Bradford Protein Assay Kit 1 (Bio-
Rad). Les extraits de protéines sont alors conservés a -80 °C jusqu’a leur utilisation en

immunobuvardage de type Western.

4. Immunobuvardage de type Western

Les échantillons de protéines sont tout d’abord préparés en diluant 50 pg de
protéines pour un volume final de 45 pL. dans du Laemmli 2 X (125 mM Tris-HCI pH 6,8,
4,6 % SDS (Laboratoire MAT), 20 % glycérol, 0,01 % bleu de bromophénol (VWR), 5 %
B-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich)). La dénaturation des échantillons s’effectue par la
suite en plagant les échantillons 7 minutes dans de I’eau bouillante. Pour séparer les
protéines selon leur poids moléculaire, celles-ci sont migrées sur un gel d’acrylamide avec
le marqueur de poids moléculaire Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas). Les gels d’acrylamide sont utilisés & des concentrations optimales selon les
poids moléculaires des protéines a séparer. Les gels ont majoritairement été effectués avec
une concentration d’acrylamide de 10 % ou 15 %. Les gels de séparation (volume de
30 mL) sont préparés comme suit : 375 mM Tris-HCI pH 8,8, 33 % (pour gel 10 %) et
50 % (pour gel 15 %) d’une solution d’acrylamide/Bis 30 % (Bio-Rad), 0,1 % SDS, 0,1 %
persulfate d’ammonium (EMD Chemicals), 0,07 % TEMED (EMD Chemicals). Aprés une
solidification d’au moins 1 heure, le gel de concentration (volume de 10 mL) est préparé

comme suit : 375 mM Tris-HCI pH 6,8, 13,4 % (pour un gel de concentration de 4 %)
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d’une solution d’acrylamide/Bis 30 %, 0,1 % SDS, 0,1 % persulfate d’ammonium, 0,1 %
TEMED. Une fois les gels préts et les échantillons chargés, la migration est effectuée a
10 mA (Power Source 300V, VWR) pour 16 heures durant la nuit dans un tampon de
migration (25 mM Tris (Invitrogen), 190 mM glycine (Roche Diagnostics), 0,1 % SDS.
Une fois les protéines séparées, celles-ci sont transférées sur une membrane de PVDF
0,45 um (GE Healthcare) pendant 5 heures a 220 mA dans du tampon de transfert (25 mM
Tris, 190 mM glycine, 10 % éthanol (Les Alcools de commerce)). Suite a cela, I’efficacité
du transfert est visualisée grice a une coloration au rouge de Ponceau 0,2 % (Sigma-
Aldrich). Une fois décolorée, la membrane est alors incubée avec une solution de blocage
(blotto) composée de 10 % de lait en poudre (Carnation, Nestlé) dilué dans du TBS/T
(20 mM Tris-HCI pH 7,6, 140 mM NaCl, 0,1 % Tween-20 (EMD Chemicals)). Suite a ce
blocage, la membrane est incubée sous agitation toute la nuit & 4 °C dans |’anticorps
primaire dilué dans du blotto (Tableau 1). Par la suite, le lendemain, 3 lavages de
10 minutes sous agitation sont effectués avec du TBS/T. Les membranes sont alors
incubées 1 heure a TP avec I’anticorps secondaire approprié (Tableau 1) couplé a la
peroxydase de raifort dilué dans du blotto. Suite & I’incubation, la membrane est lavée 3
fois pour 10 minutes sous agitation avec du TBS/T. Aprés ces lavages, le complexe
protéine/anticorps est alors révélé par radiographie en utilisant le réactif Western
Lightning® Plus-ECL (PerkinElmer) et les films radiographiques Biomax Light (Kodak)
Le MIN-R Mammography Processor device (Kodak) est ’appareil utilisé pour révéler les
films. L’analyse de I’expression des protéines est alors effectuée de maniére semi-

quantitative en utilisant le logiciel gratuit ImageJ (http:/rsbweb.nih.gov/ij/) pour la

densitométrie des bandes d’intérét.

5. Extraction d’ADN génomique

Le culot des cellules récoltées est resuspendu dans 500 uL de tampon A (300 mM
de sucrose (Sigma- Aldrich), 60 mM KCI (Fisher), 15 mM NaCl, 60 mM Tris-HCI pH 8, 0,
2mM EDTA pH 8,0, 0,5 mM spermidine (Sigma-Aldrich), 0,15 mM spermine (Sigma-
Aldrich)). Par la suite, 500 pL de tampon A avec NP-40 (Sigma-Aldrich) 1 % est ajouté et

le tout est mélangé. Les tubes sont incubés 5 minutes sur glace puis centrifugés 15 minutes


http://rsbweb.nih.gov/ii/

Tableau 1. Anticorps utilisés pour les immunobuvardages de type Western

(coupk HRP)

Protéine reconnue| Anticorps | Dilution Espéce Compagnie
CLDNI1 sc-22932 1:200 Mouton | Santa Cruz Biotechnology
b FXR sc-13063 1:200 Lapin  |Santa Cruz Biotechnology
‘é GAPDH 14C10 | 1:10000 | Lapin Cell Signaling
g HA sc-7392 1:500 Souris | Santa Cruz Biotechnology
& OCLN s¢c-5562 1:200 Lapin | Santa Cruz Biotechnology
S VIL1 sc-28283 1:500 Lapin |Santa Cruz Biotechnology
:té Z0-1 sc-10804 | 1:500 Lapin | Santa Cruz Biotechnology
Z0-2 sc-11448 1:200 Lapin | Santa Cruz Biotechnology
Z0-3 sc-11449 1:200 Lapin  |Santa Cruz Biotechnology
o & IgG lapin A
-5 NA93tV | 1:5000 Ane GE Health
g § (coupk: HRP) ealthcare
= 8 5
< 3 [gGsours | \1ag34v | 1:5000 | Mouton GE Healthcare
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a 7000 rpm a 4 °C. Le surnageant est retiré jusqu’au niveau du culot, 1 mL de Tampon A
est ajouté et le tout est mélangé pour défaire le culot. Une centrifugation de 15 minutes a
7 000 rpm & 4 °C est alors effectuée puis le surnageant est retiré. Suite a ces extractions, les
noyaux cellulaires obtenus sont resuspendus dans 1| volume (=400 pL) de tampon B
(150 mM NaCl ,5 mM EDTA pH 7.,8). Le méme volume de tampon C (20 mM Tris-HCI
pH 8,0, 20 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 7,8, 1 % SDS) est par la suite ajouté. A ce
mélange, 450 ng/mL de protéinase K (Concentration stock de 10 mg/mL) (Roche
Diagnostics) est ajouté puis le tout est incubé 3 heures a 37 °C. Par la suite 150 ug/mL de
RNase A (Concentration stock a 5 mg/mL) (Roche Diagnostics) est ajoutée et incubé
1 heure a 37 °C. Suite a ces traitements, pour ce qui est de I’extraction d’ADN en tant que
telle, un volume équivalent de phénol (Ambion) est ajouté au volume présent dans le tube
et le tout est agité 5 minutes puis centrifugé 5 minutes & 13 500 rpm a 4 °C. La phase
aqueuse est transférée dans un nouveau tube, une seconde extraction au phénol peut €tre
effectuée si nécessaire. Par la suite, un demi-volume de phénol est ajouté et le tout est agité
manuellement pendant 5 minutes. A cela, un demi-volume de chloroforme (Fisher) est
ajouté et le tout est agité manuellement 1 minute puis centrifugé 5 minutes a 13 500 rpm a
4 °C. La phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube puis, afin de faire précipiter
I’ADN génomique, 0,2 M de NaCl est ajouté avec 2 a 2,5 volumes d’éthanol 100 % froid.
Le flocon d’ADN est transféré dans un nouveau tube contenant de 1’éthanol 70 % puis
culotté via une centrifugation de 8 minutes a 13 500 rpm a 4 °C. L’éthanol est alors retiré et
le culot est séché a I’air avant d’étre resuspendu dans un volume approprié d’eau sans
DNases, RNases et protéases. L’ADN est alors dosé avec un spectrophotométre

SmartSpec™ Plus (Bio-Rad) ou NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) et conservé a -20 °C.
6. Extraction d’ARN

L’ARN est extrait avec la trousse TOTALLY™ RNA Kit d’Ambion (Cedarlane). Le
culot de cellules récoltées est resuspendu dans un volume de 600 pL de solution
dénaturante (Ambion) et un volume (600 pL) de Phénol:Chloroforme:IAA (Ambion) est
par la suite ajouté. Les échantillons sont par la suite vortexés a intensité moyenne pendant

1 minute puis incubés sur glace pendant 5 minutes. Les échantillons sont alors centrifugés a
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13500 rpm a 4 °C pendant S minutes. La phase aqueuse est par la suite prélevée et
transférée dans un autre tube et un volume d’acétate de sodium (Ambion) correspondant a
10 % du volume initial est ajouté (60 pL). Aprés un léger mélange des tubes par inversion,
un volume (600 uL) de Phénol:Chloroforme:Acide (Ambion) est ajouté puis les
échantillons sont vortexés a intensité moyenne pendant 1 minute et incubés sur la glace
pendant 5 minutes. Les échantillons sont alors centrifugés a 13 500 rpm a 4 °C pendant
5 minutes. La phase aqueuse est prélevée et transférée dans un nouveau tube dans lequel est
ajouté un volume équivalent d’isopropanol (Fisher). Aprés mélange par inversion, la
préparation est incubée a -80°C pour un minimum de 30 minutes. Suivant une
centrifugation de 15 minutes a 13 500 rpm a 4 °C, le surnageant est retiré et le culot d’ARN
est lavé avec 300 uL d’éthanol 100 %. Le tout est a nouveau centrifugé 15 minutes a
13 500 rpm a 4 °C. L’éthanol est alors retiré et le culot séché quelques minutes a I’air avant
d’étre resuspendu dans un volume approprié (=60 a 100 puL) de solution d’élution
(Ambion). L’ARN est alors dosé avec un spectrophotométre SmartSpec™ Plus ou

NanoDrop 2000 et conservé a -80 °C.

7. Réaction de transcription inverse de PARNm

C’est une réaction de transcription inverse qui permet la synthese d’ADNc (ADN
complémentaire) a partir de 2 pg d’ARN préalablement extrait. La réaction est réalisée
comme suit : 1 pg d’Oligo(dT);s Primer 0,5 pg/uL. (Fermentas) pour la liaison spécifique
aux ARNm et 1 pL de INTP 10 mM (Fermentas) sont ajouté aux 2 pg d’ARN et le tout est
complété a un volume total de 12 pL en utilisant de I’eau sans DNases, RNases et protéases
(Wisent). Une incubation de 5 minutes a 65 °C est effectuée suivie d’une incubation de
5 minutes sur glace. Par la suite, un mélange contenant 4 pnL. d’AMYV buffer 5X (Roche
Diagnostics), 2 uL de DTT 0,1 M (Sigma-Aldrich) et 1 uL de RNaseOUT 40 U/uL
(Invitrogen) est ajouté. Le mélange est alors incubé a 42 °C pour 2 minutes, puis 1 pL de
RT AMV (Roche Diagnostics) est ajouté et I’incubation a 42 °C se poursuit pour
50 minutes. Comme derniére étape, les tubes sont incubés a 70 °C pour une durée de

15 minutes puis refroidis sur glace pour un minimum de 5 minutes. Le volume de 20 uL
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d’ADNc est alors dilué avec de I’eau sans DNases, RNases et protéases pour obtenir un

ratio de 1:10. L’ADNCc dilué est alors conservé a -80 °C pour utilisations lors de PCR.

8. Analyses de PCR quantitatif en temps réel (qQPCR)

Les analyses de qPCR sont effectuées avec 1’appareil Mx3000P (Stratagene). Le pré
requis aux analyses qPCR est en tout premier temps de caractériser les amorces utilisées.
Cette caractérisation se fait par I’utilisation d’une courbe d’efficacité des amorces qui se
traduit par une valeur d’efficacité de ladite paire d’amorces. Cette valeur doit se situer le
plus prés possible de 100 %. La courbe d’efficacité représente le niveau d’ADN amplifié
par rapport a la quantité d’ADNc présente dans chacune des dilutions et celle-ci est réalisée
en utilisant de ’ADNc de Caco-2/15 a 20 jours post-confluence diluée en série a 1:5, 1:10,
1:20, 1:40, 1:80 et 1:160. La courbe de dissociation est vérifiée pour s’assurer que les
amorces ne produisent pas de diméres. Les produits PCR sont migrés sur gel d’agarose 2 %
(EMD Chemicals) pour s’assurer que c’est bien le produit avec la bonne longueur qui est
amplifiée. Une fois I’efficacité des amorces confirmée, il est possible d’analyser
I’expression de génes en comparant les conditions traitées aux conditions contrdles.
L’expression du géne d’intérét est alors normalisée grice a I’expression du géne de
référence utilisé. Le ratio d’expression relatif est calculé avec Iefficacité (E) et le cycle

(E gone d'intérét)ACtgéne d'intéret{contrile—traité)

seuil (Ct) selon I’équation suivante: Ratio = P — (T T T )

(Evre férence)AC
(Pfaffl, 2001). Le mélange réactionnel pour un échantillon est composé de 10 uL de
Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies), de 1 pL
de I’amorce sens et de 1 pL de Ianti-sens (IDT) (Tableau 2). A cela est ajouté 0,38 pL du
colorant de référence ROX (solution mére diluée 1:500 dans de I’eau) (Agilent
Technologies) et le tout est complété par 5,63 pL d’eau sans DNases, RNases et protéases
pour un volume final de 18 pL. Ce mélange est multiplié selon le nombre d’échantillons a
analyser et est distribué dans des microtubes de plastique pour qPCR (Agilent
Technologies). Par la suite, 2 uL d’ADNc est distribué dans les tubes destinés aux
échantillons tandis que 2 pL d’eau sans DNases, RNases et protéases est ajouté au tube qui

sert de contrdle négatif sans ADNc. Suite a une breve centrifugation des tubes, ceux-ci sont
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Taille du produt
Amorces PCR
Symbole 1 Nom Sens Antisens (pb)
ATP-bidmng cassette, sub-family B .
) " g ,
ABCBI MDRIAR) X 5-CTTC AGGGTTTCACATTTGGC 5. GGTAGIC AATGCTCCAGTGG-3 135
ACTB Actn, bew 5 TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA- | 5-CAGCGGAACCGCTCATIGCCAATGG-Y 295
1-acylglycesol-3-phosphate O-
AGPAT2 kransferase 2 (ysophosphandic acd 5. GGACGGTGGAGAACATGAG-3' 5. GGTTGGAGACGATGACACAG-3 129
acylwansferase, beta)
Aldo-keto reductase famidy 1, member . , . 3

AKRIBIO B10 (akose 1 . 5. ACCTGTTCATCGICAGCAAG-3 §-CATCCCCAGACTTGAATCCC-3 147

ALDHIB1 Aldelyde dd"’d"”f B“s’l 1 famly, 5.CCCAAGCGTGATCCTGAAC-3 - ATGICTGGGTTCAGAATGGG-3' 150
ALPT Alkalne phosphatase_mestral 5-GCCAACTICCAGACCATCG-3 5-CCACTCCTACTGACTITCCTG S 124
APOAS “Apolipoproten A-IV 5. ATGTTCCTGAAGGCCGTG-3' 5 TGGAAGAGGGC ATTGAGTTG-3' 138
APOB Apolpoprotein B 5-TCATGITGCCCTAAAAGC TG 5 GGACTGCCTGITCTCAATG-3' 148

CAPRINI Cell cycle associated protem | 5-TGAGTGGACAGITGAAACGG- 3 5_CCATAAGGICTTGTACTCGCTGS 149

CDo CDS molecule 5. GGCTTCCTCTTGGTGATATICG.3 5'-GGCTCATCCTIGGTTITCAG.S' 134

CDC25A Cell divison cycle 25 homolog A 5 TGTTGAAGAGACCAGAACGATC-¥ 5-GGGAAGATGCCAGGGATAAAG- 3 150

Cadherm 1, type 1, E-cadhemn !
CDHI 5-CCTGGACGCTCGGCCTGAAG-3 5'.CATAAGGCGGGGCTGTGGGG-3' 158
(epuhelal) ___
CHD9 Chvomodoman ::::‘; DNA binding - ATGTGTCGGAGGGTTTIGTC-3' 5".CCTGTTCCCGTACTTTCCTTAG¥ 136
CDKNIA (p21) C""*d"’“(':;’ 'C":“” whibgor 1A 5. TGTCCGICAGAACCCATG3' 5 TGGGAAGGTAGAGCTTGG-3' 218
CLDNI Claudn 1 §-TTGACTCCTTGC TGAATCTGAG-3' S TTCTGCACCTCATCGICTIC-3' 145

CNNM3 Cycln M3 5. AGCACCATCACTCGITICTAC-3 S TGTTCACCTICTGCACGATG-3' 124

CTNNAI Catenn {cadber ab“ .t ciated protem), 5. TICGGAGTACATGGGCAATG- 5-C AGGAAAGAATCTGAAACGIGG-¥ 142
CUX1 Cut-Tke homeobox 1 5. ACCTGAAAACCAAATACGATGAAGS | 5-CGATGAGAGCTGITCCCTIAAGS 140

DBNDD2 Dysbinde (dysttobrevn bindmg protem $.TCTTTCCCATCGTGCGTC-3' 5. TCTGGCTGTAAAATGTCCTCG-3' 135

1) donsin contanmng 2
DCAF6 DDB! and CULA associated facior 6 | $-GATTGTATCCTGCTCTGGAGATG-3' $'.GAAAAGTGTAAGGGTCATTGGG-¥ 143
DEPTOR DEP doman contznrg MTOR- 5 TTAGAAAGGATGACGGCACC-3 5'.CTCATACTIGACCCCTTCCTC- 137
mteracting protein

DGKD Diacyighycerol kinase, deka 5-GICTICGACCTCATGAACGG-3' 5 TTATGAAGGTTGAGGCTGICG- 3" 140
DST Dystonmn 5-GAAACAGAGC AAAATGGACGAG-3' 5-TTCGGCGITICACTGGAG-3' 134
FABPS Fatty acid bidig protem 6_ieal 5. TCACTTGGTCCCAGCACTA-3' 5-CTTGICACCCACGATCTCT-3' 182
FASN Fatty acid synth 5-CAAGCTGAAGGACCTGICTAG-Y' 5-CGGAGIGAATCTGGGTTGATG. 3 147
FATZ FAT tumor suppressor homolog 2 5-GICAATGCTGAGGICCACTAC-3' 5 -CTGCCTICACTGIC AGAGIATG-3' 142
FGD4 Frabn 5- ACATGACAGAACGTATICCCC-3' 5-CTTAAGGAGCATCTCATACCGG-3' 137
FGFI9 Fibroblast growth factor 19 5-CATTTGGGCTIGTCACCG-3' 5-GIGGACTCAGGACTGITCTIG-3' 149
FLADI Flavin adenine dinuckeotide syrthetase 5.CTCCTGCACCTCTTCCATG-3' 5-TCCTGTAGAAACTGTTCCAGC-3' 19
FOXAI Forkhead box Al 5. AGGGC TGGATGGTTGIATIG.3' 5 TGAGITCATGTTGCTGACC G-3' 145
GANC Ghucosidase, alpha. nevtral C S TCTGTTCTACCATGCACACG.3' 5-GTGGCTTITGGTTC TGIGAC-3' 150

GAPDH Gyceraldehyde-3-phosphate 5. ACATCGCTCAGACACCATGG- 5-GTAGTTGAGGTC AATGAAGGG- 142
GAS? Grwih amest-specific 7 5-AGAACTCCTTGGCTTCACAG-3' 5 AGCTIGGCAGAGAACTTGAG. 3 109
GDI2 GDP di whibtor 2 5 AGACTTGGGAACAGAAAGCC-3' 5-GCGCTICATTTCCTC AAAGIC-3' 139

GOLGAZ Golgn A2 5-GTTAGAGATGAC GGAACTCCTG 5-CTAACCGACTCCATTACCTGC -3 138
GSN Gelsoln 5-GTCCTACCTTTCCAGCCATATC-3' 5 - TGITGGAACCTTICGATICTCC-3" 149

GUCY2C Guanylate cyclase 2C (heat stable 5-GGTGCTTCTGTATACCTCTGTG-3' 5-CCCCGOCCTGTAATATCATTAG3 147

X YOCQ'DI‘!
HSPB1 Heat shock 27kDa proten | 5-ATGTICAACCACTTCGCCC-3 5-GTGAAGCACCGGGAGATG.3' 118
IFIHI Interferon mduced "’"h hebcase € 5 TTGATGGTCCTC AAGTGGAAG-3' 5-CTTCTGCCAAACTTGTGTCTG-3' 150
TGAV v 5'-GGC ATAGATGACTTIGITICAGG- 3 5 TGGCAGCTACAGAAAATCCG 3' 145
LAMB2 Lamann, beta 2 (lamin S) 5-GCTGCGCTTAGAGCCCCAGG-3' 5-GGGCACTICCCCCTGICCGT-3' 236
LCOR Ligand dependent muclear receptor 5-ACTC ACCTCTGGACCTTACTG ¥ 5-GCCCGTTCCCTTGAGTAC-3' 150
CCHQ!CS”I
LEPR receptor 5. TCAACCAGTACAATCCAGICAC-3' 5 TITGOGC TCAGATATGGGATG- 3 m
UPA Lpase A, "mm"‘:’;“ cholesterol . TGGTTITGAC GTGTGGATGG-3' 5'.TGAAGTTAATGGAAGCTGGTAGG-3' 143
LPIN3 Lon3 5-GGAGAAGGIGGTAGACATTGAG-3' 5-C AAGGGATGGGTGAGGTG-3' 147
LRPI Low dersty b‘;‘:":‘l’w“”"m 5. TCTTCAGCGACATCCACTITG-¥' 5. TGTC GTGTAGCTTGTCCAATAG 3 146
MEPIA Mepm A, alpha (PABA pepude $-GATGTTCCGTCTCAAGTCCTG-3' 5-GGCC AATGGAAATGTTCTGTC-3' 134
hydrolase)

MOGAT2 Monoacylglycerol O-acyk 2 $.GACTATITCCCCATCTCGCTG-¥' 5'.AAGATCGAAGAGAAGCCTGTG-3' 143
MSLN Mesothelin 5-CTTCGTGAAGATCCAGICCTTC-3' S-CCTCAGCCACAGICAACG-3 140
MTTP Microsomal triglyceride transfer protein §-TCAGAAACTTCCTGGCCTTC-3 5. AATGGCTICTAATGAGTC TGAGG-3' 149
MUC13 Mucne 13 5-AGGAAGATGC TAATGGGAACTG-3' 5-GAATGACAATGCC AGCGATG-3' 17
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MYCBP Myx brdmg proten 5.GCTGTC ACTATGGCCCATTAC-Y S_AGC ACTGTTAGGTTTCTCTGG 3 1a1
MYOIA Myosn IA S_TTTTGTGAGAGGGTGGAAGG- 5 TCTAAGACGTTTGTGGATGGC -3’ 150
MYOSB Myosa VB 5-ACCACATCIITTACCAGCTCTG.3' STTCTCAAAGICCTCAGCATCG.Y 145
MYO7A Myosn 7A 5. ACAAAGCCATCACCGACAG-3 S-GCATCAGCCCGTAGTTCTT-3 150
MYOTB Myosn VIIB 5. AGAC AAAGAC TGGAAAGC GG-5' - AAGGACTITC IGGATGCTGAG-¥ 121
NAPA N-ethybmmleande- senstve factor §.GCCATTGACATCTACGAACAGG 3 5. TCCTCATACTTTTGGACAGCC-3¥' 149
attachment proten, alpha
NCOA7 Nuclear receptor coactvator 7 5-GGAAATC GGCATCACTAGACAG-S 5-AATGAGGGCTGAATGTGTAGAG 3’ 150
NOSTRIN Nanc oxade synthase trafficker 5-CTGAGAAGGAGAAGCGGAAG- 3 S CTGGTAGCAGITC TCTAGIGTG 3 146
NPHPI Nephvocysti | - AGCTCATGCCTTC ACAACTG-3' 5. AACCTGIATGCTCATICCTGG3' 146
NPNT Neph 5-ATAGCCAGGATAAGGTGCCAGCT-3' 5-GGOGC TTCAGGCC ACACTCATT-3 148
NROB2(SHP) | Tvelear '”"‘:;::’2“" 0. gowB. 5-GCTGTCTGGAGTCCTTCTGG-3 5-GAATGGACTTGAGGGTGGAG- ¥ 24
NR1H4 (FXR) Nuclear '“""‘:;::”4“" Lgowh 5-CGCGIC AGCAGGGAGGATCA-¥ 5.CCATCACACAGTTGCCCCCG-¥ 170
NRIZEXR) | ek '”":::‘;‘ﬁ‘z"" Leowl | 5 cGCCATTACTCTGAAGICCTAC-3 5'-GGGTGTATGTCCTGGATGC -3 150
NRIP1 Nuclear receptor mteracting protein 1 5'.GGGAAGTGITTGGATTGIGAG-3' 5. AAAGTAGCTCTGATGTCATCCG-3* 145
OCIN Occhuin - AAGCAAGTGAAGGGATCTGC-S 5 GGGGTTATGGTCCAAAGTCA-3' 704
OSGINI (Oodatre sress pduced gowh BROMT 5. CATGGTGATCCTGAGCCAAG S 5-ACGFAGICCCTGTAGTAGIGG-¥ 138
R ————
PLEKHGS family G (with RhoGef domain) member - TTITTGGGATGAGGTGCTGG-Y' 5.CATGGICTGCTICACTCGG-3' 150
6
PPARA ' profferato 5-GCTATCATTACGGAGICCACG-3' 5-TCGCACTTGTCATACACCAG-3' 88
receptor alpha
PPARGCIA (PGC-10y | ©eroXsone prokferator-acthvated 5. AGCAGC AGAGAGGGAACTTTG-¥ 5'.CAGCCATCAAGAAAGGACACA-¥ 128
receptor gamima, coactivator | apha
PPRCI (PRC) f proiferato 5-CTTCCTCATCCTCATCATCCA-¥ $-CCTCTGITICAGCTCTGATCG-3' 215
receptor gamma, coactivator-related 1
PYY Peptide YY - AGCGGTATGGGAAAAGAGAC-3' 5-CGTGGITGGCAGATCTCC -3 1a7
REMIS RNA biding motif protem 15 5-TCATGATCATIGICCGTGGG-3' 5-.CCGCTGTTCAACCAGITITG 139
RBP2 Retnol bding proten 2, celar 5. ACAAACCCTCACCGAACC-3' 5-AGTGAGACGTACTGCAATCTTG-3' 135
Rho- A i
ROCK1 led-col 5. AGAGAAGGCTGAAAATC GGG 3' 5-TCCAGTTGCAGGGTTAGATTC-3' 150
protem kinase i
RWDD3 RWD domam contanng 3 5-GCCGCGATTITCTGCAG-3' 5-TCCGCATCCATAAATCCTICAG. 3 107
SDCI Syndecan | 5-GAAGATC AAGATGGC TCTGGG-3 5-GITC TGGAGACGTGGGAATAG 3" 145
SEC31A SEC31 homolog A 5-TCGCCAGGATGAAGITAAAGG-3' 5 TCTC AAGGGAAGC ATTCGTAC-3' 1a1
sI s isomaltase (alpha-ghicosid: 5-GAGGACACTGGCTTGGAGAC-3' 5-ATCC AGCGGGTAC AGAGATG-3' 157
SLC20Al Sokuee camer famly 20 (phosphate 5-GCCTGCACAGTTGGAATAAAC-3 5'.GGGACATACAAAGAACCAGACG-3' 150
transporter), member |
SLCZ6A3 Sohse camer family 26, mermber 3 5. TCGIGCTGATTIGICGITCTAG- Y 5-AATCATATTIGICCTITCGCCAC-3' 147
Sohste camer family 35 (UDP-
ghucuronc acd/UDP-N- . . | "
SLC35D1 5.CTCTGACTTIGGC ATTTGATCTG-3 5. AGAGCAGTCCATATTITCCCAG3 128
acetylgalactosammne dual transporter),
member D1
SLCOAS Sohte carner famly 9 (sodnmhydrogen| 5. T ITTGC ATTTCTTOGCCTG 5-GGAGGTAGGAAAGAGGGAAAATG-3' 126
exchanger), member 8
SNX17 Sarting nexan | 5 TICCATTCCCGAAACCGAG-3' 5-.CCATACTCCITCCGAAGCTG- 3 147
sopz Superoxide di 2, mitochondrial 5'-CCTGGAACCTCACATCAACG-3' 5.GCTATCTGGGCTGTAACATCTC-3' 138
SOX12 SRY (sex determunng region Y)-box 12 5'-CTAGCATCGC AGACCTGG-3' 5.GCCCCAATACCTGATTCCTG-3 100
TGIF2 TGFB-mduced factor homeobox 2 5-CACCGCTACAACGCCTAC.3 5-TCTTIGCCATCCTICC GAAG 3" 123
TIPI (ZO-1) Tight junction "“’“’l')‘ 1 {zona occhuders $-TGCTGAGTCCTTTGGTGATG-3' . AATTTGGATCTCCGGGAAGAC-3' 123
TIP2 (Z0-2) Tight junction "“’"2')' 2 (zona occhadens 5. GCTTATGAGAGGGTTTTGCTG-3 5.CCTGCATCTTITGGITCCG-3' 146
TIPS z0-3) | Tgiwcton ’m";)‘ 3 {na occhuders |, 5 AGICAGTGCTGGTGAAG 3 $.CCCCGTTGATCTGTAGAATGAG 3" 150
TLE3 Transducar ke of spht 3 5-GAATAACTCTGTGICACCCTCG Y 5-CACTCTTGICICCATCACTGIC-3" 143
TLR3 Tolk Re receptor 3 S TCAACTITCTGATAAAACCTITGCC-3 | _5-AGATGACAAGCCATTATGAGACA-3 148
Trehalase (brush-border membrane
5 . N .
TREH e GATTTCAGATGCCAAACTGCG-3 5.GCACAATGAAGGGATGTTCTG-3 140
USP9X Ubiquitn specific peptidase 9, X-finked | 5-AGATCACCTGTTGCCTGAAG -3' 5'-GACGAAGGAGAATAC ACAATGC-3' 149
UTRN Utrophan_ 5 GTGAATGTGCTTGTGGATGC -3 5. TCTGC CTGTTTC CGICAATG. 3" 148
VAV3 Vav3 guanne ;‘3‘“’ exchange 5'-ACAAGGAGCCAGAACATICAG-3 5. TTGCACAGAAGTCATACCGAG-¥' 108
Vet Vicuin 5 AACCAAGGCATAGAGGAAGC-3" S TCTCTTCATGGCTTCAGIGIC-3' 147
VILI Vilin 1 5. AGCTGCCATCTACACCACAC-3' 5-ACCTCTCCAGCTACCACGIT-3' 228
ZNF148 Zinc finger proten 148 S_AACAAATC AGAGAGCCAGTAGAC-¥ S-CATTGCAGIGCTCACAAACG-3' 138
ZNF292 Zinc finger proten 292 5-GTGAAAATGTAGCCTTGGITCTG-3' 5-GCCATTCTCCATCAGCTTTTC-3° 146

La concentration d’utilisation des amorces est de 10 ng/uL.
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installés dans DP’appareil. Les conditions d’amplification sont comme suit: 1cycle de
dénaturation initiale a 95 °C pour 10 minutes et 40 cycles de plateaux successifs de 95 °C
pour 30 secondes; 60 °C pour 20 secondes et 72 °C pour 30 secondes. Apres ces 40 cycles,
une courbe de dissociation est incorporée selon les conditions suivantes : 95 °C pour
1 minute, 60 °C pour 30 secondes et augmentation graduelle de la température jusqu’a la
maintenir a 95 °C pour 30 secondes. Les calculs sont effectués par la suite avec les valeurs

de Ct obtenues.

9. Analyse d’expression génique par micro-puces a ADN

9.1. Design expérimental

Les cellules Caco-2/15 sont cultivées jusqu’a 20 jours post-confluence puis traitées
avec le GW 4064 tel que décrit précédemment. Trois répliquas de cellules Caco-2/15
traitées 24 heures au GW 4064 1 pM sont alors comparés a trois répliquas de cellules Caco-
2/15 traitées 24 heures au DMSO (contrdle). L’ ARN extrait de ces conditions est utilisé
pour des analyses sur des micro-puces de type Human Gene 1.0 ST de la compagnie

Affymetrix, effectuées au centre d’Innovation Génome Québec de I’'Université McGill.

9.2. Extraction d’ARN pour la micro-puce 8 ADN

L’extraction d’ARN pour la micro-puce est effectuée de la méme maniére que
’extraction normale, sauf qu’une étape de purification de I’ARN sur colonne est effectuée
avec le RNeasy® Mini Kit (Qiagen). L’ARN extrait préalablement avec le TOTALLY™
RNA Kit d’Ambion est resuspendu dans 100 pL d’eau sans DNases, RNases et protéases.
L’ARN est dilué par ’ajout de 350 pL. de tampon RLT (Qiagen) et 250 uL. d’éthanol
100 %. Le tout est bien mélangé par inversion puis transféré dans une colonne RNeasy
(Qiagen). Les colonnes sont centrifugées a TP 15 secondes a 10 000 rpm et I’éluat est par la
suite jeté. Par la suite, 80 pL de DNase 1 (mélange de 10 uL. de DNase I (Qiagen) avec
70 uLL de tampon RDD (Qiagen)) est ajouté a chaque colonne et celles-ci sont incubées

15 minutes a 35 °C. Par la suite, 350 pL de tampon RW1(Qiagen) est ajouté aux colonnes
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et une centrifugation de 15 secondes 10 000 rpm a TP est effectuée. Une fois I’éluat jeté,
500 puL de tampon RPE (Qiagen) est ajouté a la colonne le tout suivit d’une centrifugation
de 15 secondes 10 000 rpm a TP. Un dernier lavage avec 500 uL. de tampon RPE est
effectué en centrifugeant 2 minutes 10 000 rpm a TP. La colonne est par la suite centrifugée
a sec a vitesse maximale pendant 1 minute. Une fois cette derniére centrifugation effectuée,
la colonne est placée dans un nouveau tube et on y ajoute 30 uL d’eau sans DNases,
RNases et protéases. Suite & une incubation de | minute a TP, les colonnes sont
centrifugées 1 minute 10 000 rpm a TP pour éluer I’ARN. Le volume d’ARN élué est par la
suite replacé sur la colonne et élué a nouveau pour concentrer I’ARN. Finalement, ’ARN
est dosé avec un spectrophotométre SmartSpec™ Plus et conservé a -80 °C avant d’étre

envoyé au centre d’Innovation Génome Québec.

9.3. Détermination des génes modulés avec le logiciel FlexArray

Le logiciel FlexArray (Blazejczyk et al., 2007) est utilisé€ pour analyser les données
brutes de la micro-puce. Les fichiers .CEL sont en premier lieu groupés selon le design
expérimental (traitement au DMSO et traitement au GW 4064). Les données brutes sont
alors traitées sous I’algorithme APT (Affymetrix Power Tools). Les fichiers requis sont le
HuGene-1_0-st-vl.r4.pgf (Probe Group File), le HuGene-1 0-st-vl.r4.clf (CEL Layout
File) et le HuGene-1_0-st-vl.rd.all.ps (Probeset List File). La méthode de normalisation
choisie est la RMA (Robust Multichip Average) et le fichier HuGene-1_0-st-v1.r4.bgp est
utilis€ comme fichier de sonde d’arriére-plan (Background Probe File). Une fois les
données traitées a 1’algorithme APT, un test de student avec variance égale est effectué en
comparant les données des cellules traitées par rapport aux cellules contrdles. Les données
sont alors annotées pour pouvoir associer des génes aux sondes, et ce, avec le fichier
HuGene-1_0-st-vi.na30.1.hg19.probeset.csv. Une fois annotées, les données comme le
nom du géne, I'induction (fold change) et la valeur p sont exportées et la liste de geénes
modulés peut étre faite selon les critéres désirés. Les divers fichiers utilisés pour les

analyses ont été obtenus de la compagnie Affymetrix.
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9.4. Formation de classes de génes avec le logiciel ToppGene Suite

Le logiciel en ligne ToppGene Suite (http://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp) est

utilisé pour classifier les génes en classes fonctionnelles. Avant tout, la liste de génes est
faite avec ceux qui présentent une valeur p <0,05. La liste a classer est alors entrée selon le
format d’abréviation HGNC et analysée selon les parameétres de ToppGene suivant :
Catégories : Processus Biologiques, Correction : Bonferroni, Limite de la valeur p : 0,01,
Limite du nombre de génes : 1 <n <1500. Pour terminer, les 10 classes régulées les plus
significativement sont regroupées ensemble dans un tableau. Les codes d’identifications
GO sont présents a titre d’annotations des processus biologiques et ce, dans 1’optique du
projet de l'ontologie de génes qui est de standardiser la représentation de processus

biologiques entre les espéces et les banques de données (http://www.geneontology.org/).

10. Transfection transitoire des Caco-2/15

Les cellules Caco-2/15 sont ensemencées dans des pétris 100 mm (Corning) avec
une quantité de 3 000 000 de cellules par pétris afin d’étre a 80 % de confluence le jour de
la transfection, soit le lendemain. La transfection est effectuée avec la Lipofectamine 2000
(Invitrogen) selon les recommandations du fournisseur. Briévement, 10 ug de vecteur
d’expression (Tableau 3) est ajouté a 4,5 mL d’OPTI-MEM (Gibco). A ce milieu est ajouté
un mélange de Lipofectamine 2000 équivalent au double de la quantité d’ADN transfecté et
d’OPTI-MEM (20 pL dans 480 pL) préalablement incubé 5 minutes a température picce.
Une fois les deux mélanges combinés pour un volume final de 5 mL, le tout est incubé
20 minutes a température piéce pour permettre la formation de liposomes. Par la suite le
milieu de transfection est ajouté aux cellules préalablement lavées au PBS 1X. Aprés une
incubation de 4 heures dans I’incubateur a cellules (37 °C a 5 % de CO,), le milieu est
changé pour 10 mL de milieu de culture habituel et la transfection se poursuit pour un

minimum de 48 heures.


http://toppgene.cchmc.org/enrichment.isp
http://www.geneontology.org/

Tableau 3. Vecteurs d’expression et d’essais luciférase utilisés
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Vecteur Promoteur du vecteur | Protéine exprimée Résistance
pLenti + hFXR HA CMV FXR humain couplé 8 {1 ciine
I'étiquette HA
g pcDNA/Cdx2 CMV Cdx2 humain Ampicilline
g % B-globine Homologue de Cdx2
% g pBAT Cdx3-HA (ajoutée au vecteur | chez le hamster couplé | Ampicilline
o
o pLenti HNFlo CMV HNFlo de rat Ampicilline
pBabe puro HNF4a Sv40 HNF4a de rat Ampicilline
] @ pGL3-Basic+ FXRal/o2 FXRal/o2 Luciférase Ampicilline
03
S 2
5 2 pGL3-Basic+ FXRa3/04 FXRa3/a4 Luciférase Ampicilline
5 & — ”
S phRL-SV40 Renilla SV40 Rénilla synthétique | 5 icilline
_(hRluc)

Les cartes générales des vecteurs sont présentées dans la section annexe.
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11. Production de lentivirus et infection de cellules
11.1. Production de lentivirus

La production de lentivirus est effectuée en transfectant a la Lipofectamine 2000
selon le protocole de transfection déja établi, des vecteurs spécifiques a la production de
lentivirus. Cette transfection s’effectue dans les cellules 293T ensemencées dans des pétris
100 mm. 10 pg de chacun des vecteurs pLP1, pLP2, pLP/VSVG ainsi que du vecteur
pLenti permettant I’expression de la protéine d’intérét (Tableau 3) sont ajoutés au mélange
de transfection. Les vecteurs pLPl, pLP2 et pLP/VSVG permettent I’expression des
protéines de structure et de réplication du virus alors que le vecteur pLenti présente la
séquence codante du géne qui va étre intégrée au génome des cellules via I’infection. Apres
2 jours de transfection, le milieu de culture (6 mL) des pétris est filtré a I’aide d’un filtre
0,45 pm (Millipore) et aliquoté en échantillons de 1 mL dans des microtubes. Ces tubes

contiennent alors les particules virales et sont congelés a -80 °C jusqu’a leur utilisation.
11.2. Infection de cellules

Du polybréne (concentration finale de 4 pg/pL) (Sigma-Aldrich) est ajouté au 1 mL
de suspension virale avant son utilisation. Cela annule la présence de charges répulsives
entre la surface de la cellule et les virus, permettant une optimisation de I’infection. Ce
I mL de suspension virale est ajouté¢ aux cellules a infecter desquelles le milieu a été
préalablement retiré. Une incubation d’une heure s’en suit et par la suite 4 mL de milieu de
culture DMEM 10 % FBS contenant du polybréne (concentration de 4 pg/pL) est ajouté.
Les cellules en infection sont incubées pour 48 heures et par la suite elles sont sélectionnées
avec I'utilisation de I’antibiotique blasticidine (Invitrogen). A titre d’exemple, pour des
Caco-2/15 infectées, les cellules sont traitées a 8 mg/mL d’antibiotiques pendant 10 jours,

et ce, avec passages. Une fois la sélection terminée, les cellules peuvent étre utilisées.
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12. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)

Pour I’'immunoprécipitation de la chromatine, le traitement avec agoniste est
préalablement effectué sur les cellules cultivées en pétri de 100 mm dans un volume final
de 10 mL de milieu de culture. Le complexe ADN-protéine est fixé par I’ajout de 270 pL.
de formaldéhyde 37 % (Fisher) pour une concentration finale de 1 %. Le tout est agité
faiblement pendant 15 minutes a TP. Par la suite, 500 pL de glycine 2,5 M est ajouté puis
incubé 5 minutes pour cesser le processus de fixation causé par le formaldéhyde. Le milieu
est retiré puis les cellules sont lavées deux fois avec 2 mL de PBS 1X froid contenant des
inhibiteurs de protéases. Les cellules sont ensuite détachées du pétri avec 1 mL de PBS 1X
froid contenant des inhibiteurs de protéases et le tout est placé sur glace dans un tube de
1,5 mL. Les tubes sont ensuite centrifugés 2 minutes a 5 000 rpm a 4 °C et le surnageant est
jeté apreés cette centrifugation. Le culot est alors resuspendu dans | mL de tampon de lyse
cellulaire 3 TP (5 mM HEPES (Sigma-Aldrich), 85 mM KCl, 0,5 % NP-40 contenant des
inhibiteurs de protéases : aprotinine 0,5 mg/mL, utilisation 1:1000, leupeptine 0,5 mg/mL,
utilisation 1:1000, pepstatine 0,7 mg/mL, utilisation 1:1000 et PMSF 17,4 mg/mL,
utilisation 1 :100. Les tubes sont alors incubés 20 minutes a 4 °C sous agitation suivie
d’une centrifugation 5 minutes a 2 000 rpm a 4 °C. Le surnageant contenant les protéines
cytoplasmiques est alors retiré jusqu’au niveau du culot. Par la suite, le culot est lavé avec
500 pL de PBS 1X froid contenant des inhibiteurs de protéases et centrifugé 5 minutes a
2 000 rpm. Le surnageant est alors retiré et un deuxiéme lavage est effectué. Suite aux
lavages, le culot est resuspendu dans 400 pL. de tampon de lyse nucléaire (50 mM Tris-
HCI, 10 mM EDTA, 1 % SDS) contenant des inhibiteurs de protéases. Le tout est incubé
20 minutes a 4 °C sous agitation. Viens alors I’étape de sonication du lysat qui doit étre
faite selon des conditions préalablement déterminées pour obtenir des fragments d’ADN
dont la taille se situe de 500 a 1000 pb (dans le cas des Caco-2/15 20 jours post-confluence,
quatre sonications de 10 secondes sont suffisantes). Les lysats sont par la suite centrifugés
10 minutes a 13 000 rpm a 4 °C puis le surnageant est alors aliquoté en fraction de 200 puL
dans de nouveaux tubes de 2 mL. Les aliquots de surnageant sont alors dilués dix fois en
ajoutant 1800 pL de tampon de dilution pour ChIP (16,7 mM Tris-HCI, 1,2 mM EDTA,
167 mM NaCl, 1,1 % Triton X-100, 0,01 % SDS) contenant des inhibiteurs de protéases.
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Par la suite, 80 uL. de protéine A agarose / ADN de sperme de saumon (50 % slurry)
(Millipore) est ajouté & chaque tube pour une étape de clarification qui consiste en une
agitation 1 heure a 4 °C. Suite a cette incubation, I’agarose est culotté grice a une
centrifugation de 5 minutes 4 2 000 rpm a 4 °C et le surnageant est transféré dans un
nouveau tube de 2 mL. L’input est alors prélevé, soit 2 uL (0,1 %) ou 20 uL (1 %) et
conservé a -80 °C pour étre délié en méme temps que les autres échantillons. Les tubes
pour I’expérimentation sont alors préparés comme suit : 5 pg d’anticorps (Tableau 4) sont
ajoutés a la fraction pour I'immunoprécipitation de la protéine d’intérét, 5 pg d’IgG sont
ajoutés a la fraction pour le contrble et un tube sans ajout d’IgG est conservé dans le but
d’étre le contrdle avec I'agarose seul. Tous les tubes sont alors incubés sous agitation a
4 °C pendant la nuit. Le lendemain, 80 pL. de protéine A agarose / ADN de sperme de
saumon (50 % slurry) est ajouté aux tubes et ceux-ci sont incubés sous agitation a 4 °C
pendant 2 heures ce qui a pour effet de récolter le complexe anticorps-protéine-ADN.
L’agarose est alors culotté par une centrifugation de 3 minutes & 6 000 rpm a 4 °C. Le
surnageant est retiré en évitant de toucher & ’agarose. Par la suite, | mL de solution de
lavage est ajouté et le tout est incubé 5 minutes sous agitation a 4 °C. Les tubes sont alors
centrifugés 3 min a 6 000 rpm a 4 °C et le surnageant retiré. Ce lavage est refait une autre
fois avec 1 mL de solution. Les solutions de lavage utilisées séquentiellement sont : le
TSE-150 (0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl),
le TSE-500 (0,1 % SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, 500 mM
NaCl), le détergeant LiCl (1 % NP-40, 1 % désoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich),
1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 250 mM LiCl (Fisher)) et le TE (0,5 mM EDTA, 5 mM
Tris-HCI). Apreés les lavages, 200 uL de tampon d’élution (100 mM NaHCOj; (Fisher), 1 %
SDS) fraichement préparé est ajouté a chaque tube. Ces tubes sont alors incubés a 65 °C
20 minutes en vortexant toutes les 2 minutes pour une durée de 10 secondes a intensité
moyenne. Les tubes sont alors centrifugés 1 minute a4 13 000 rpm et le surnageant est
transféré dans un nouveau tube. A ce moment, 10 uL de NaCl 5 M est ajouté a chaque tube
et ceux-ci sont vortexés quelques secondes  intensité moyenne. A cette étape, le volume de
I’input est complété a 200 pL avec le tampon d’élution en plus de 10 pL de NaCl 5M. Les
tubes sont alors incubés a 65 °C pendant la nuit. Le lendemain, les tubes sont vortexés

quelques secondes, puis 2 pL de RNase A, (Concentration stock de 5 mg/mL) est ajouté et



Tableau 4. Anticorps utilisés pour les immunoprécipitations de la chromatine
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Protéine . Quantité .
; C
descendue Anticorps () Espéce ompaghie
2
8 = 35 FXR sc-13063 5 Lapin [Santa Cruz Biotechnology
S o
< ° 2 HA sc-7392 5 Souris | Santa Cruz Biotechnology
g o IgG de lapin sc-2027 5 Lapin |Santa Cruz Biotechnology
S E
BN
£ 3
< IgG de souris | 12-371 5 Souris Millipore
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les tubes sont incubés 30 minutes a 37 °C. Par la suite, 2 pL de protéinase K (Concentration
stock de 10 mg/mL) est ajoutés et chacun des tubes sont incubés 2 heures a 37 °C. Suite a
ces traitements, les échantillons sont purifiés avec le QIAquick PCR Purification kit
(Qiagen). La purification s’effectue selon les étapes suivantes : 5 volumes de tampon PB
sont ajoutés 4 1 volume d’ADN a purifier. Le mélange est ajouté¢ a une colonne et
centrifugé & 13 000 rpm pour | minute a TP, puis I’éluat est jeté. Ensuite, 750 pL de
tampon PE est ajouté et les colonnes sont centrifugées a 13 000 rpm pour 1 minute a TP,
puis 1’éluat est jeté. Une centrifugation a sec est alors effectuée a 13 000 rpm pour 1 minute
a TP. Les colonnes sont alors placées dans des tubes de 1,5 mL puis 30 uL. de tampon EB
est incubé dans chaque colonne 1 minute a TP. Le tout est centrifugé 13 000 rpm pour
1 minute a TP puis 20 pL. de tampon EB est ajouté dans les colonnes et incubé 1 minute a
TP. Une centrifugation finale de 13 000 rpm pour 1 minute a TP est faite et cela permet
d’avoir un volume final de 50 pL. d’ADN purifié. Les échantillons sont alors préts pour la
réaction de qPCR qui s’effectue en utilisant des amorces spécifiques aux régions étudiées
(Tableau 5). Les résultats de qPCR sont alors analysés pour déterminer I’enrichissement.
Briévement, ces calculs consistent en ’enrichissement de I’immunoprécipitation dans la
région d’intérét comparé a I’enrichissement d’une région ou la protéine cible ne se lie pas
(région contrdle). Ces calculs sont effectués pour les conditions de ChIP utilisant un
anticorps spécifique et un anticorps contréle (IgG).

ACt (Pour ChIP) = Ct(Ac spécifique, IgG) - Ct(lnput)

ou sans Ac

E(Région d'intérst+
, . Région contréle)
Enrichissement = | | ACt région | — | ACt Région

contrdéle d'intérst

13. Résistance transépithéliale

Pour les études de résistance transépithéliale (TEER), les cellules Caco-2/15 sont
ensemencées a une concentration de 70 000 cellules par puits dans des transwell de 12 mm
de diamétre et de 0,4 uM de grosseur de pores (Corning). Il est alors possible de mesurer la
résistance transépithéliale en mesurant aux moments désirés avec le volt-ohmmeétre

épithélial EVOM? (World Precision Instruments) équipé de 1’électrode STX2 (World
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Tableau 5. Amorces utilisées pour les immunoprécipitations de la chromatine

Amorces Taille du produit PCR
EXment de réponse cible .
et localisation Sens Antiscns (b
FXRE -71 pb, ) .
5'-TCCTCAAACCCGTTGCCATC-3 5'-ACCCCACTTCTTCTCCCTCC-3" 154
promotewr FABPS
F +3 321 pb, 5'-AGTAAACACACTGCAGGACG-3' 5'-TTAGCACAGGTACCTCGTCA-3' 93
promoteur FGF19
F N +221 pb. 5'-AATGTGACTGGTTGAGGGTG-3' 5'-CCAAGGACAGTGAAGTTATACCC-3' 141
gene MYO1A
F . +772 pb, 5-CTGTAAACTTCTGGCATGGAC-3' 5'-CCGGGTTCAGAGATGCAATAG-3' 297
géne MYOI1A
F N +1 868 pb, 5'-CTCTTGAGAGGTTTCAGGCAG-3' 5'-TGGGTGACAAGGACAAGC-3' 89
géne MYO7A
F N +16 761 pb, 5-ACTGCCCTGGTTACACTITG-3' 5'-ACCCCATTTAACAGTGACGAG-3' 165
gene MYO7A
F -266 pb, 5'-AACTCAGATGCCTCACAGATG-3' 5'-AACATTACTGGGAGCGTGTC-3' 300
promoteur DST
F ~48 299 pb, 5'-GCAAGGTGTAGCGGTGTATAT-3" 5-GTTTTATGAGGGTTAGTGTGCG-3' 92
promoteur DST
FXRE-1277 et -1 374 pb, 5-TGCCAGGATTACACTACGG-3" 5-GCTGCCTGAGTCATITATAGAG-3' 166
promoteur SLC20AL1
Cd:2 RE -38 pb, 5'-GATCAAGGAAAGCTGCTTAGG-3 5'-AATAGTTCACAGCTTTGAGAAATCA-3' 217
promoteur SI
Cd2 RE -201 pb, 5'-ACCATTCTGCCACCTTTIG-¥ 5-TTAAGAACTTTTAGAGGGTGGG-3' 114
promotewr FXRa3/ad
Région contrdle, chromosome 11
protéine hypothétique 5'-GTGGCCCACAGGTGTCGCTCAAGTCTTC-3' 5'-GGATGCAGTGTCCTTCTCCCCCAGATT-3' 329
LOC25858

La concentration d'utilisation des amorces est de 10 ng/pL sauf pour les amorces de la

région contrdle qui sont utilisées a 100 ng/uL.
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Precision Instruments). Briévement, la procédure est de laisser tempérer les cellules a
température piéce pendant 30 minutes et par la suite on peut insérer I’électrode en position
verticale sans toucher le fond du transwell (a environ 1 mm du fond). Le c6té le plus court
de I’électrode est en contact avec le milieu du compartiment apical et le c6té le plus long
avec le milieu du compartiment basal. Avec I’appareil placé sur I’option OHMS, il est
possible de mesurer la résistance. Un transwell sans cellules avec du milieu de culture est
utilisé comme blanc et cette valeur est soustraite a toutes les autres mesures. La mesure de
résistance transépithéliale relative est calculée en comparant les mesures a une valeur qui
est définie comme le niveau de base. Cette mesure est mise arbitrairement a 1 et il est ainsi

possible de comparer les modulations de résistance transépithéliale relatives.

14. Essais de blessures

Ces essais ont été réalisés sur des cellules Caco-2/15 ayant atteint la confluence.
Aprés avoir aspiré le milieu des cellules en cultures, jusqu’a 6 blessures sont effectuées sur
la monocouche de cellules en cultures en pétris de 100 mm. Les blessures sont réalisées par
une lame de rasoir taillée d’une largeur d’environ 3 mm, préalablement stérilisée dans
I’éthanol 100 %, fixée a une pince-étau. La monocouche est alors rincée deux fois avec du
PBS 1X et du milieu de culture DMEM sans FBS supplémenté avec 20 mM d’hydroxyurée
(Sigma-Aldrich), afin d’inhiber la prolifération cellulaire. Ces cellules avec blessures sont
alors soumises a divers traitements au GW 4064 et laissées en cultures a différents temps
avec prise de photos toutes les 24 heures. Les résultats sont compilés en effectuant la
moyenne de la distance parcourue par les cellules a partir de la marque causée par la

blessure.
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15. Constructions de plasmides des promoteurs de FXR couplés au vecteur

rapporteur d’expression de la luciférase
15.1. Amplification et clonage de la région promotrice de FXRal et FXRa2

La région promotrice de FXRal et FXRa2 a été amplifiée par PCR a partir de
250 ng d’ADN génomique de Caco-2/15 extrait selon le protocole déja détaillé en utilisant
les amorces appropriées (Tableau 6). L’amplification est réalisée avec le thermocycleur
MyCycle:rTM (Bio-Rad) en utilisant la Cloned Pfu DNA Polymerase (Stratagene).
L’amplification est réalisée comme suit : 1 cycle de dénaturation initiale & 95 °C pendant
5 minutes; 40 cycles comprenant une dénaturation de 1 minute a 95 °C, un appariement des
amorces de 1 minute a 60 °C et une élongation de 4 minutes a 72 °C le tout se terminant
avec une é€longation finale de 10 minutes a 72 °C suivit du refroidissement de la réaction
PCR jusqu’a 4 °C. Un produit PCR de 1 532 pb est obtenu suite & la migration sur gel
d’agarose 1 %. Le produit amplifié est extrait de 1’agarose en utilisant le QIAEX 1I® Gel

Extraction Kit (Qiagen) selon le protocole du manufacturier.

Le promoteur FXRal/a2 amplifié et purifié ainsi que le vecteur luciférase pGL3-
Basic ont été digérés avec les enzymes de restriction Bglll et HindIII avant d’étre purifiés
par migration sur gel d’agarose 1 % avec le QIAEX II® Gel Extraction Kit. Le promoteur
FXRal/o2 est inséré dans le vecteur pGL3-Basic grice a une ligation des extrémités
cohésives du fragment purifié et du vecteur plasmidique via la T4 DNA ligase (Roche
Diagnostics) dans une réaction a 16 °C réalisée pendant la nuit. Les plasmides ainsi ligués
sont transfectés chez les bactéries compétentes Escherichia coli TOPI10 et ce, par choc
thermique. La validité de la construction est effectuée par analyse de patrons de digestion
avec enzymes de restriction. La construction finale validée est nommée pGL3-Basic+

FXRal/a2.



Tableau 6. Amorces utilisées pour les clonages
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Amorces Taille du produit PCR
Nom Sens Antisens (pb)
Promoteur 5'-AGGCACTGTGCTAAGACAAAGGGT-3 5'-CGGAAGCTTAACCCACTCCCAAAGGAA-3' 532
FXRal/a2 Extension: Hind111
Promoteur 5'-ATAGAGCTCTGCTGGGTCTGCTGTAAC-3' 5'-CCTGGGAACTGAGACTTGCCATTT-3' 1612
FXRo3/a4 Extension: Sacl

La concentration d’utilisation des amorces est de 100 ng/pL.
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15.2. Amplification et clonage de la région promotrice de FXRa3 et FXRa4

La région promotrice de FXRa3 et FXRa4 a été amplifiée en utilisant les mémes
conditions que pour celle de FXRal et FXRa2 excepté que des amorces spécifiques a cette
région ont été utilisées (Tableau 5). Au final, un produit PCR de 1 612 pb est obtenu. Le
clonage du promoteur FXRa3/a4 présente les mémes étapes que pour le promoteur
FXRal/a2 avec pour modification le fait que seule ’enzyme de restriction Sacl est utilisée
pour digérer le promoteur FXRa3/a4 amplifié et purifié ainsi que le vecteur luciférase

pGL3-Basic. La construction finale validée est nommée pGL3-Basic+ FXRa3/a4.

16. Essais luciférase

Les cellules 293T sont ensemencées dans des plaques de 12 puits (Corning) avec
une quantité de 400 000 cellules par puits afin d’étre 2 80 % de confluence le jour de la
transfection. Différents vecteurs sont transfectés en différentes quantités (Tableau 3). De
maniére générale, selon les expériences, les vecteurs pGL3-Basic+ FXRal/a2 et pGL3-
Basic+ FXRa3/a4 sont utilis€és comme vecteurs rapporteurs de ’activité luciférase. Pour
activer les promoteurs, divers vecteurs d’expressions sont transfectés, soit pcDNA/Cdx2,
pLenti HNFla et pBabe puro HNF4a. Tous ces vecteurs d’expression ont été
généreusement fournis par le laboratoire du Dr Frangois Boudreau. Ces vecteurs permettent
respectivement ’expression de la protéine Cdx2 humaine, de HNFla de rat et de HNF4a
de rat. Le vecteur phRL-SV40 Renilla est transfecté a titre de contrdle pour normaliser
Pactivité luciférase afin de compenser pour les variations expérimentales telles I’efficacité
variable de transfection. Les ADN sont préparés en triplicata selon les conditions
expérimentales et transfectés en utilisant la Lipofectamine 2000 ou le X-tremeGENE HP
DNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics) selon les recommandations du fournisseur.
La transfection des vecteurs dans les 293T est effectuée pendant 48 heures dans

I’incubateur a cellules.

Apres la transfection de 2 jours, le milieu est retiré et les cellules sont lysées dans

250 uL de tampon de lyse passive 1X (Promega) en étant agitées faiblement pendant



46

15 minutes. Les lysats cellulaires sont resuspendus, transférés dans un microtube,
centrifugés 5 minutes a 16 000 g 4 4 °C et le surnageant (environ 250 pL) est transféré dans
un nouveau microtube. Les essais luciférase ont été réalisés avec 20 uL. de lysat protéique
de chacun des échantillons qui ont été distribués dans une plaque de 96 puits. L’activité
luciférase a par la suite été¢ mesurée avec le luminometre Microplate Luminometer ORION
(Berthold Detection Systems) selon le protocole établi de Dual luciferase assay. Ce
protocole consiste briévement en une premiére injection de 50 pL du substrat pour la
luciférase, le LAR 1I (Promega), ce qui permet I’acquisition d’un compte de RLU. Par la
suite 50 pL de substrat pour la luciférase rénilla, le tampon Stop’n’Glow (Promega), permet
d’effectuer un compte de RLU mais cette fois-ci pour la luciférase rénilla. Les valeurs de
RLU luciférase sont normalisées a celles de RLU rénilla pour obtenir un ratio

luciférase/rénilla relatif.
17. Analyses informatiques
17.1. Etudes de promoteurs
Ces études sont effectuées avec le logiciel Matlnspector (Genomatix Software) pour

ce qui est de I’identification de divers éléments de réponse sur les promoteurs étudiés. De

plus, le logiciel NUBIScan (http://www.nubiscan.unibas.ch/) est utilisé plus spécifiquement

pour caractériser les éléments de réponse 4 FXR. Egalement, la banque de données du
ChIP-seq de FXR chez la souris (Thomas et al., 2010) publiquement disponible

(http://genome.ucsc.edu, Custom Tracks : FXR intestine) a servi a localiser et confirmer la

présence d’éléments de réponse potentiels 8 FXR, et ce, en alignant les séquences d’ADN

de la souris avec celles de ’humain.

17.2. Alignements de séquences

L’alignement de séquences d’ADN est réalis¢ avec le logiciel BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) en utilisant I’algorithme intégré, ClustalW

Multiple aligment.


http://www.nubiscan.unibas.ch/
http://genome.ucsc.edu
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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17.3. Analyses statistiques

C’est avec I’hypothése que les données analysées suivent une distribution normale
que le test de Student non pairé avec intervalles de confiance de 95 % est effectué sur les
variables s’exprimant en moyennes avec €cart type. Les résultats sont présentés comme non

significatif (Ns) ou significatifs, soit : * = p < 0,05, ** =p < 0,01 et *** =p <0,001.
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I - RESULTATS

1. Validation de ’expression de FXR dans le modéle cellulaire Caco-2/15

Pour valider la pertinence de I’utilisation de notre mode¢le cellulaire, les Caco-2/15,
nous avons vérifié les niveaux d’expression de FXR dans ces cellules lors du processus de
différenciation cellulaire suite a ’atteinte de la confluence. Les résultats montrent que tant
au niveau de I’expression protéique qu’au niveau de I’expression de ’ARNm (tout
isoformes de FXR confondus), FXR est présent dés le début du processus de différenciation
des cellules Caco-2/15 (atteinte de la confluence, 0 jour). L’expression de FXR est plus
marquée a partir de 15 jours post-confluence pour étre maximale a 20 et 30 jours suivant

I’atteinte de la confluence par les Caco-2/15. (Figure 6).

2. Détermination des conditions idéales de traitement avec I’agoniste de FXR, le

GW 4064, dans les Caco-2/15

Le GW 4064, agoniste synthétique de FXR, permet I’activation de la protéine et
méne a la transcription de génes cibles. Pour déterminer les conditions optimales
d’activation de FXR dans les Caco-2/15, des cellules a différents niveaux de confluences
(15, 20 et 25 jours post-confluence) ont été traitées pendant différents temps avec le
GW 4064 (4, 12 et 24 heures) et ce, a deux concentrations (1 ou 10 pM). La quantification
de l’expression génique de SHP et FABP6, des cibles connues de FXR, révéle que
I’expression de SHP est beaucoup moins induite que celle de FABP6 suite a I’activation de
FXR. Au final, la majorité des expériences subséquentes ont été effectuées sur des cellules
Caco-2/15 a 20 jours post-confluence avec un traitement de 24 heures de 1 pM de

GW 4064 (Figure 7).
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Figure 6. Profil d’expression de FXR dans les cellules Caco-2/15

Expérimentation préliminaire pour évaluer I'expression de FXR au long du processus de
différenciation des cellules Caco-2/15 lors de I'atteinte de la confluence (0 jour) jusqu’a
30 jours post-confluence. A. Expression relative par qPCR de ’'ARNm de FXR tout
isoformes confondus, normalisée a I’expression de ’ARNm de la GAPDH. La moyenne
avec l'écart type présentée est obtenue d’un triplicata du méme échantillon.
B. Inmunobuvardage de type Western sur des protéines totales de cellules Caco-2/15
durant le processus de différenciation. Le panneau du haut présente la détection de FXR et
celui du bas la détection de la GAPDH a titre de contrdle. C. Expression relative de la
protéine FXR normalisée a I'expression de la GAPDH. Les valeurs sont obtenues avec des
mesures de densitométrie réalisées sur I'immunobuvardage de type Western présenté en B.
La moyenne avec I’écart type est obtenue d’un triplicata de la mesure de densitométrie du
méme immunobuvardage.
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Figure 7. Détermination des conditions de traitement optimales au GW 4064

Expérience préliminaire afin d’évaluer I'activité transcriptionnelle optimale de FXR suite &
I’activation par son agoniste, le GW 4064, dans les cellules Caco-2/15. A. Expression de
I’ARNm de SHP relative a celle du controle GAPDH, par qPCR, dans des cellules Caco-
2/15, a 15, 20 et 25 jours post-confluence. Les cellules traitées durant 4, 12 et 24 heures
avec 1 pM (colonnes grises) ou 10 uM (colonnes noires) de GW 4064 sont comparées aux
cellules contrdles traitées 12 heures avec le DMSO (colonnes blanches). Les moyennes
avec écarts types présentées sont obtenues d’un triplicata du méme échantillon. B.
Expression relative de ’ARNm de FABP6 évaluée dans les mémes conditions que pour
SHP.
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3. L’activation de FXR ne semble pas avoir d’impact sur ’expression de certaines

protéines de jonctions épithéliales

Dans le but d’explorer si I’activation de FXR modulerait la transcription de cibles
importantes pour le maintien de I’intégrité et de la structure de la barriére épithéliale
intestinale, les niveaux d’expression des protéines de jonctions ZO-1, ZO-2, Z0O-3, OCLN
et CLDNI1 ainsi que de la protéine structurale VIL1 ont été analysés dans les cellules Caco-
2/15 & 20 jours post-confluence et traitées 24 heures au GW 4064 (1 uM). Pour toutes ces
cibles potentielles, que ce soit au niveau de I’expression de I’ARNm ou des protéines, nous
n’observons pas d’expression différentielle suite a D’activation de FXR (Figure 8).
L’obtention de ces résultats nous a menés vers une approche a large échelle de type micro-
puce 2 ADN dans le but d'identifier des processus biologiques autres que la régulation de

I’absorption des acides biliaires dans lesquels FXR pourrait étre impliqué.

4. L’activation de FXR dans un contexte d’étude a large échelle de I’expression
génique révele que dans les cellules Caco-2/15, différents processus biologiques sont

modulés

Avec I’objectif de trouver de nouveaux génes cibles a FXR ainsi que des processus
biologiques associés, une analyse par micro-puce 8 ADN a été effectuée en comparant en
triplicata des cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence traitées pour 24 h au GW 4064
(1 uM) et des cellules contrdles traitées au DMSO. L’analyse des niveaux d’expression
suite & la micro-puce 4 ADN suggére qu’une activation de FXR dans ce modeéle régule de
nombreux génes. En effet, avec une limite significative fixée a p <0,05 on obtient 3 675
génes régulés positivement et 4 314 genes régulés négativement. Ces genes peuvent €tre
regroupés selon des classes fonctionnelles de processus biologiques. Cette analyse de
regroupements suggere que des processus tels I’organisation du cytosquelette, les processus
métaboliques liés au phosphore, 1’adhésion biologique et les processus reliés aux filaments
d’actine sont dans les 10 processus les plus significativement modulés par I’activation de
FXR dans les cellules Caco-2/15 (Tableau 7). Suite a I’obtention de ces processus

biologiques par les analyses de miro-puce 8 ADN, nous nous sommes demandé s’il existait
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Figure 8. Détermination de I’expression de cibles potentielles de FXR dans les cellules
Caco-2/15

A. Analyse de I'expression relative par QPCR de ’ARNm de génes cibles potentiels de
FXR Des cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence sont traitées avec 1 uM de
GW 4064 pour 24 heures (colonnes noires) versus au DMSO (colonnes blanches).
L’expression des cibles est normalisée a I’expression de ’ARNm de la GAPDH dans tous
les cas. Les résultats sont présentés comme une moyenne avec |'écart type associé de trois
expériences indépendantes. B. Immunobuvardage de type Western sur des protéines totales
de Caco-2/15 a 20 jours post-confluence traitées avec 1 pM de GW 4064 pour 24 heures
versus au DMSO. L’expression de la GAPDH est présentée a titre de contréle. Des
immunobuvardages représentatifs de trois expériences indépendantes sont présentés.
C. Expression relative des protéines normalisée a 1’expression de la GAPDH. Les valeurs
sont obtenues avec des mesures de densitométrie réalisées a partir de trois
immunobuvardages de type Western indépendants pour les cibles testées. Les colonnes
noires représentent le traitement et les blanches la condition contréle. La moyenne est
présentée avec I’écart type.



Tableau 7. Classification des processus biologiques dont les génes sont régulés par
Pactivation de FXR
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Processus biologiques Identification GO Valeur p
Organisation du cytosquelette GO:0007010 2,778 x 10°"?
Processus métaboliques liés au phosphore GO:0006793 8,061 x 107"
Adhésion biologique G0:0022610 1,475 x 10"
Processus reliés aux filaments d'actine GO0:0030029 1,148 x 10°®
Modification de la chromatine GO:0016568 9.006 x 107
Morphogenése de composantes cellulaires G0:0032989 1.498 x 10°°
Mouvement de composantes cellulaires GO:0006928 1,951 x 107
Voies de signalisation intracellulaire GO:0023034 2,127 x 107
Localisation cellulaire GO:0051674 4,766 x 10™
Cycle cellulaire GO:0007049 6,176 x 10°°

La liste de processus biologiques comporte des génes présentant une modulation
significative (p < 0,05) de I’expression suite a I’activation de FXR dans les cellules Caco-
2/15. Ces geénes sont classés en processus biologiques avec une correction pour
comparaisons multiples de type Bonferroni. La limite significative est fixée a p <0,01. Les
10 processus biologiques les plus significatifs sont présentés dans le tableau avec leurs

identifications GO et leurs valeurs p associées.
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une corrélation entre la classification fonctionnelle des génes modulés par Pactivation de

FXR et un phénotype observable lors d’essais cellulaires.

5. L’activation de FXR n’influence pas la résistance transépithéliale lors du processus

de différenciation des cellules Caco-2/15

Nous avons réalisé des essais de résistance transépithéliale dans les cellules Caco-
2/15 puisque le profilage d’expression génique de celles-ci suite a I’activation de FXR a
révélé la modulation des classifications ontologiques suivantes: [’organisation du
cytosquelette et I’adhésion biologique, deux processus biologiques que 1I’on peut associer a
Pintégrité épithéliale. Ces essais montrent qu’un traitement continu au GW 4064 a
concentration de 1 pM lors de la différenciation des cellules Caco-2/15 n’amene pas
d’augmentation significative de la résistance transépithéliale, et ce, de la confluence jusqu’a
20 jours post-confluence. De fagon surprenante, & 30 jours post-confluence, on observe une
diminution significative d’environ 18 % de la résistance transépithéliale des cellules traitées

au GW 4064 (Figure 9). Ces résultats suggérent que I’intégrité épithéliale n’est pas affectée

par P’activation de FXR du moins jusqu’a 20 jours post-confluence.

6. La surexpression et P’activation de FXR ménent a4 une augmentation de la

résistance transépithéliale a 20 jours post-confluence dans des cellules Caco-2/15

Puisque la résistance transépithéliale des cellules Caco-2/15 est déja trés forte a
10 jours post-confluence, alors que FXR n’est que peu induit, nous avons utilisé des
conditions expérimentales ou FXR peut étre activé dés I’atteinte de la confluence. Dans des
conditions ou la surexpression de FXR est constante (Figure 10A) et non
physiologiquement induite durant la différenciation, la résistance transépithéliale est
légérement, mais significativement augmentée de 1,10 fois lorsque les cellules sont traitées
au GW 4064 (1 uM) pendant 24 heures, par rapport a la condition contrdle (Figure 10B).
Suivant I’obtention des résultats de résistance transépithéliale, nous nous sommes tournés
vers un autre processus qui concerne aussi I’organisation du cytosquelette et 1’adhésion

biologique, soit le mécanisme de restitution épithéliale.
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Figure 9. Modulation de la résistance transépithéliale par ’activation de FXR lors du
processus de différenciation des cellules Caco-2/15

La résistance transépithéliale d’une monocouche de cellules Caco-2/15 est mesurée a
différents temps durant une cinétique de différenciation, de 0 a 30 jours suivant I’atteinte de
la confluence. Ces cellules sont traitées au GW 4064 ou au DMSO (contréle). Toutes les
valeurs de résistance transépithéliale sont relatives a une valeur du contréle DMSO obtenue
au jour 0. Les valeurs présentées sont la moyenne avec écart type de trois cinétiques de
différenciation indépendantes (*** = p < 0,001).
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Figure 10. Modulation de la résistance transépithéliale par I’activation de FXR dans
des Caco-2/15 surexprimant FXR

L’essai de résistance transépithéliale est réalisé sur des cellules Caco-2/15 surexprimant la
protéine FXR humaine couplée a I’étiquette HA (hFXR HA). A. Immunobuvardage de type
Western confirmant la stabilité de la surexpression de hFXR HA tout au long du processus
de différenciation des cellules Caco-2/15. Le panneau du haut présente la détection de
hFXR HA par un anticorps Anti-HA et celui du bas la détection de I’actine a titre de
contréle. B. Résistance transépithéliale relative mesurée sur des cellules Caco-2/15 a
20 jours post-confluence surexprimant hFXR HA et traitées 24 heures au GW 4064 (1 uM)
(colonne noire) ou au DMSO (colonne blanche). Les résultats sont la combinaison de
quatre expériences indépendantes et sont présentés comme une moyenne avec | écart type
(* =p <0,05).
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7. L’activation de FXR ne favorise pas la restitution épithéliale aprés une blessure

Un essai de la restitution épithéliale aprés une blessure a été effectué afin d’évaluer
une possible correspondance physiologique entre la modulation, par I’activation de FXR,
de génes ayant un réle dans les processus biologiques reliés aux filaments d’actine et a
I’organisation du cytosquelette. Pour se faire, nous avons traité des cellules Caco-2/15 a
5 jours post-confluence, avec du GW 4064 (1 pM) pour les 72 heures suivant les blessures.
L’hypothése d’une optimisation de la restitution €pithéliale par I’activation de FXR n’a pas
été confirmée puisqu’il n’y a pas de différence significative de migration des cellules
traitées par rapport a celles controles (Figure 11A et B). On peut cependant affirmer que
FXR est bien activé dans ces conditions puisque 1’expression de ’ARNm d’un gene cible

de FXR, FABP®6, y est fortement induite (Figure 11C).

Avec les résultats de résistance transépithéliale et ceux des essais de blessures, peu
révélateurs quant a la signification des processus biologiques identifiés par notre micro-
puce a ADN, nous avons décidé de cibler des genes précis présents dans la classe
d’organisation du cytosquelette. Le but de cette manceuvre étant de confirmer la modulation

de la transcription de certains génes ciblés par I’activation de FXR.

8. Validation de la modulation de Pexpression de différents génes cibles potentiels de

FXR identifiés par les résultats de micro-puce a ADN

Pour identifier et valider de nouvelles cibles transcriptionnelles &8 FXR a partir des
nombreux génes modulés dans notre analyse de micro-puce 8 ADN, nous avons ciblé ceux
classés dans le processus biologique d’organisation du cytosquelette. Nous avons confirmé
que les génes MYOIA, MYO7A, DST, VCL et NPHPI ont une expression
significativement plus grande dans les cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence
traitées pendant 24 heures avec 1 uM de GW 4064 comparativement aux cellules contréles.
En effet, on observe pour MYOIA et MYO7A une augmentation respective de 1,56 et 1,77
fois de I’expression de I’ARNm. Les niveaux d’expression pour DST, VCL et NPHP1 sont

quant a eux augmentés de 2,40, 1,36 et 1,40 fois respectivement (Figure 12).
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_Figure 11. Effet d’une activation de FXR en contexte de restitution épithéliale par
analyses d’essais de blessures

A. Essais de blessures réalisés sur des Caco-2/15 a 5 jours post-confluence. Photographies
de blessures prisent au plus fort grossissement par microscopie confocale. Suite aux
blessures, les cellules ont été traitées pendant 72 heures avec 1 pM de GW 4064 ou au
traitement controle DMSO. B. Mesure de la migration en 72 heures, en distance relative par
rapport 4 la marque de la blessure, faite & partir de six blessures indépendantes pour la
condition traitée (colonne noire) et controle (colonne blanche). Les moyennes avec écart
type sont présentées. C. Analyse de I’expression relative par QPCR de ’ARNm de FABP6
dans les cellules Caco-2/15 a S jours post-confluence utilisées pour les essais de blessures.
L’expression de FABPG est normalisée a I’expression de la GAPDH, avec présentation de
moyenne * écart type (*** = p <0,001).
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Figure 12. Validation d’une modulation de I’expression de génes cibles potentiels de
FXR

Analyse de I'expression relative par qPCR de 'ARNm de génes identifiés pour étre
modulés par I"activation de FXR dans une micro-puce a ADN. Les résultats proviennent de
la combinaison de trois expérimentations indépendantes comparant des cellules Caco-2/15
a 20 jours post-confluence traitées avec 1 pM de GW 4064 pour 24 heures (colonnes
noires) a des cellules contrdles traitées au DMSO (colonnes blanches). L’expression des
cibles est normalisée a I’expression de la GAPDH et les résultats sont présentés comme une
moyenne * écart type (* = p < 0,05, ** =p <0,01).
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9. FXR ne se lie pas aux éléments de réponse potentiels identifiés pour les génes

MYO1A, MYOT7A et DST

Afin de déterminer si les cibles confirmées par expériences indépendantes de QPCR
sont des cibles transcriptionnelles directes de FXR, des analyses informatiques ont été
faites pour repérer des FXRE au niveau du promoteur de ces génes. Ces analyses ont mené
a I’'identification d’éléments de réponse potentiels a FXR pour les g¢nes MYOIA, MYO7A
et DST. Brievement, ces FXRE ont ¢té identifiés comme étant de type IR9 et DRO pour
MYOIA, respectivement a 221 et 772 pb en aval du site d’initiation de la transcription
(Figure 13A). Pour MYO7A, des éléments IR0 et DR1 ont été identifiés respectivement a
1 868 et 16 761 pb en aval (Figure 13B). Finalement, pour le gene DST, des sites DR1 et
DR8 ont été localisés respectivement a 48 299 et 266 pb en amont du site d’initiation de la
transcription (Figure 13C). Des analyses d’immunoprécipitation de la chromatine pour
FXR, effectuées dans des cellules Caco-2/15 20 jours post-confluence et traitées au
GW 4064 (1 uM), démontrent que les régions d’ADN ayant des FXRE potentiels ne sont
pas significativement enrichies pour la présence de FXR (Figure 13). La technique utilisée
est cependant bien au point puisque pour le promoteur de cibles connues de FXR, telles
FABP6 et FGF19, nous observons des enrichissements pour la présence de FXR de 11,49
et 26,24 fois par rapport au contréle IgG (Figure 14). Les éléments de réponse ciblés pour
ces deux contrdles proviennent, dans le cas de FABP6, de comparaisons informatiques avec
les données du ChIP-seq (http://genome.ucsc.edu) et dans le cas de FGF19, d’informations
de la littérature (Holt et al., 2003).

10. Présentation des différents génes testés par expériences de qPCR

Pour tenter d’identifier de nouvelles cibles transcriptionnelles a FXR, plusieurs
expériences de qPCR ont été faites sur des échantillons d’ADNCc de cellules Caco-2/15 a
20 jours post-confluence traitées au GW 4064 (1 uM). La pertinence qui sous-tend
’analyse de ces cibles potentielles est illustrée sous forme de diagramme de Venn (Figure

15). En effet, 56 cibles potentielles testées sont modulées par I’activation de FXR dans
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Figure 13. Inmunoprécipitation de la chromatine ciblant des régions du génome
ayant des FXRE potentiels dans les génes cibles identifiés

La ChIP est faite sur des cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence traitées 24 heures
avec | uM de GW 4064. Les résultats sont obtenus de trois expériences indépendantes
(moyenne et écart type). Les histogrammes montrent |'enrichissement de la région ciblée
lorsqu’un anticorps Anti-FXR est utilis€¢ (colonnes noires) comparativement a un IgG
(colonnes blanches). Cet enrichissement est normalisé par rapport & I’enrichissement d’une
région contrdle ou il n’y a pas de FXRE potentiel. Représentation schématique du génome
et histogrammes de ChIP effectués sur deux sites potentiels pour A. MYOIA, B. MYO74 et
C. DST.



64

Promoteur FABP6 2473 2508 3658 O UTR
— - . Een
[ GGGTGAaTAACCT | IR1 (.71 ) — Intron
500 bp
E 15+ el Promoteur FABP6
] t . anc
g m. Anr-x; G SAc
Z 107 '
£
&
PSR
0-
IgG  Ami-FXR
FGF19 ] UTR
280 3684 B Exon
|4 i l ]
l\\l = Intron
AGTTCAgTGACCT | IR1 3371
40_ L—-—-—J
e 500 bp
30+ FGF19
==

Enrichissement
[ %)
[~
1

IgG  Ami-FXR

Figure 14. Immunoprécipitation de la chromatine ciblant des régions du génome ou
FXR est connu pour se fixer (validation de la technique)

ChIP de FXR réalisée sur des cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence et traitées
24 heures avec 1 pM de GW 4064.L°¢élément de réponse potentiel 8 FXR est présenté dans
le schéma des genes et promoteurs de A. FABP6 et B. FGF19. Le panneau de gauche
présente I’enrichissement de la région ciblée lorsqu’un anticorps Anti-FXR est utilisé
(colonnes noires) comparativement a un IgG de méme isotype (colonnes blanches). Cet
enrichissement est calculé en tenant compte de 1’enrichissement d’une région contrdle ou il
n’y a pas de FXRE potentiel. Les résultats proviennent de la combinaison de trois
expériences indépendantes (la moyenne + écart type est présentée (** =p <0,01)). Le
panneau de droite illustre une expérience représentative de ChIP ou I’ADN enrichi et
amplifié par PCR est migré sur gel d’agarose 2 %.
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Figure 15. Représentation graphique des génes analysés par qPCR pour identifier des
cibles modulées par P’activation de FXR

Classification selon trois critéres de sélection des génes analysés pour leur modulation
d’expression suite a I’activation de FXR dans les cellules Caco-2/15, par analyses de qPCR.
Les génes choisis proviennent soit de nos résultats de micro-puce a ADN, soit de la banque
de données publique d’un ChIP-seq pour FXR effectué sur I’intestin de souris ou ont été

choisis selon d’autres critéres.
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notre micro-puce a ADN et 57 cibles présentent des sites de liaison potentiels a8 FXR selon
la base de données publique d’une expérience de ChIP-seq de FXR dans I’intestin de souris

(Thomas et al., 2010) (http://genome.ucsc.edu). De ces génes testés, 31 présentaient les

deux critéres de sélection et 16 ont ¢été analysés suivant d’autres critéres. Mis a part les
génes déja confirmés comme régulés par I’activation de FXR, tels MYOIA, MYO7A,
DST, VCL, NPHP1 et les divers génes servant de contréle, comme FABP6, la majeure
partie des génes nommés dans la figure 15 ne présentent pas de différences significatives
d’expression génique entre la condition de traitement au GW 4064 et la condition contrdle.
Le géne SLC20A1 est une exception notable qui sera détaillée subséquemment. Il est a

préciser que les résultats de modulation d’expression ne sont pas affichés dans la Figure 15.

11. L’activation de FXR module I’expression de SLLC20A1 dans les cellules Caco-2/15

SLC20A1 est un transporteur de phosphate inorganique sodium-dépendant présent a
la surface des entérocytes qui favorise 1’absorption du phosphate inorganique. (Sabbagh et
al., 2011). Selon nos analyses qPCR, une augmentation significative de 1,65 fois de
I’expression du transcrit de SLC20A1 est observée lorsque les cellules Caco-2/15 a 20 jours
post-confluence sont traitées avec 1 pM de GW 4064 (Figure 16A). Le traitement
supplémentaire avec un agoniste de RXR, I’acide 9-cis rétinoique, n’améne pas d’effet
synergique a I’augmentation de I’expression par I’activation unique de FXR. Un tel effet
synergique est cependant observable pour ce qui est de la cible connue de FXR, FABPG6.
Ces observations illustrent bien comment I’activation de I’hétérodimeére FXR-RXR peut
étre permissive (Figure 16B). Au final, nos résultats montrent que I’activation spécifique de

FXR méne a une augmentation de 1’expression du transcrit de SLC20A1.

12. FXR se lie au niveau du promoteur de SLC20A1 dans une région contenant deux

éléments de réponse potentiels

Pour déterminer si SLC20A1 est une cible transcriptionnelle directe de FXR, des
analyses du promoteur ont été effectuées. Ces analyses informatiques montrent la présence

de deux FXRE au niveau du promoteur de SLC20A1, soit un IR1 et un DR1 situés
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Figure 16. Modulation de P’expression de PARNm de SLC20A1 par Pactivation de
FXR avec le GW 4064
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Analyse de I'expression relative par gPCR de I’ARNm de la cible SLC20A1 (en A.) et de
FABP6 a titre de contréle (en B.). Dans les deux cas, les résultats sont obtenus de trois
expériences indépendantes qui comparent des cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence
traitées avec | uM de GW 4064 pour 24 heures (colonnes noires) et des cellules contrdles
traitées au DMSO (colonnes blanches). En plus, un traitement de 1 mM de 9cRA est
effectué pour deux de ces conditions. L expression des cibles est normalisée a I'expression
de la GAPDH et les résultats sont présentés comme moyenne avec écart type
(**=p<0,01, *** =p <0,001).
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respectivement a 1374 et 1277 pb en amont du site d’initiation de la transcription. Par
technique d’immunoprécipitation de la chromatine réalisée dans des cellules Caco-2/15 a
20 jours post-confluence et traitées au GW 4064 (1 pM), on observe un enrichissement de
I’occupation de cette région d’ ADN par FXR qui est de 44,09 fois supérieure a la condition
contrdle. Ces résultats suggérent que FXR, en présence de son agoniste, peut étre lié

spécifiquement a cette région du promoteur de SLC20A1 (Figure 17).

Notre premier objectif qui était d’étudier le rdle transcriptionnel de FXR dans la
régulation de fonctions intestinales non liées au métabolisme des acides biliaires a €té
accompli par les résultats présentés précédemment. Pour ce qui est de notre deuxi¢me
objectif de recherche, soit d’étudier la régulation différentielle des isoformes de FXR en
contexte épithélial intestinal, nous avons analysé les deux promoteurs de FXR. Les résultats

pour cet objectif sont présentés ci-contre.

13. Le promoteur FXRa3/a4 contient des éléments de réponse a Cdx2 et ’'un d’entre

eux est bien conservé

Avec pour objectif d’étudier de quelle fagon est régulée ’expression de FXR au
niveau intestinal, des analyses des deux promoteurs de FXR ont été réalisées in silico.
L’étude par analyses informatiques du promoteur FXRal/a2 et du promoteur FXRa3/a4 a
permis I’identification de sites de liaison potentiels pour de nombreux facteurs de
transcription. Les résultats obtenus a partir des analyses faites avec le logiciel MatInspector
montrent que des sites de liaison pour le facteur Cdx2 sont uniquement présents au niveau
du promoteur le plus interne de FXR, soit le promoteur FXRa3/a4 (Figure 18A). L’élément
de réponse du facteur Cdx2 est connu comme étant une région d’ADN riche en adénine et
thymine. La séquence consensus est A/CTTTATA/G avec une orientation directe ou
inversée (Alkhoury ef al., 2005). En plus de la présence de ces éléments, une analyse
d’alignement des séquences pour le géne FXR du rat, de la souris et de I’humain montre
une forte homologie de la séquence de liaison de Cdx2 au niveau de ces trois espéces pour

le site le plus proximal de I’initiation de la transcription (Figure 18B).
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ChIP réalisée sur des cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence traitées 24 heures avec
| pM de GW 4064. Les éléments de réponse potentiels a FXR sont présentés dans le
schéma du gene et du promoteur de SLC20A1. Le panneau de gauche présente sous forme
d’histogramme [’enrichissement de la région ciblée lorsqu’un anticorps Anti-FXR est
utilisé (colonne noire) comparativement a un IgG de méme isotype (colonne blanche). Cet
enrichissement est calculé en tenant compte de 1’enrichissement d’une région contrdle ou il
n'y a pas de FXRE potentiel. Les résultats proviennent de la combinaison de trois
expériences indépendantes présentées comme une moyenne + écart type (** = p <0,01). Le
panneau de droite illustre une expérience représentative de ChIP ou I’ADN enrichi et

amplifié par PCR est migré sur gel d’agarose 2 %.
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Figure 18. Identification d’éléments de réponse potentiels 2 Cdx2 sur le promoteur
FXRoa3/a4

Résultats de I’analyse bioinformatique des promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/04. A. Schéma
présentant le géne codant pour FXR avec ses deux promoteurs. Des éléments de réponse
potentiels pour Cdx2 sont localisés par des marqueurs jaunes. B. Alignement de séquences
du promoteur FXRa3/a4 de rat, de souris et d’humain pour un des éléments de réponse
potentiel a Cdx2.
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14. Le facteur Cdx2 favorise une activation de la transcription au niveau du

promoteur FXRoa3/a4

Afin de vérifier I’effet transcriptionnel de Cdx2 sur les promoteurs de FXR, des
essais luciférase utilisant les promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4 ont été réalisés dans les
cellules 293T. Dans ce modéle, des conditions de transfection utilisant différentes quantités
du vecteur d’expression pour la protéine Cdx2 humaine (pcDNA/Cdx2), soit 0, 200, 400 et
800 ng aménent des effets bien distincts selon I’utilisation du rapporteur pGL3-Basic+
FXRal/02 ou pGL3-Basict+ FXRa3/a4. En effet, pour les conditions étudiées au niveau du
promoteur FXRal/o2, on observe trés peu de changements au niveau de Iactivité
luciférase, mis a part une légére augmentation dans les conditions utilisant 400 et 800 ng de
vecteur pcDNA/Cdx2. Ces augmentations relatives au controle sont de I’ordre de 1,27 et
1,56 fois (Figure 19A). Pour ce qui est des conditions analysées au niveau du promoteur
FXRa3/a4, lactivité luciférase augmente dés I'utilisation de 200 ng de vecteur
pcDNA/Cdx2 et ce, a un niveau de 1,59 par rapport au contrdle. L’augmentation est
d’autant plus importante lorsque 400 et 800 ng de vecteur pour 'expression de Cdx2 sont
utilisés. On observe des augmentations respectives de 2,40 et 3,73 fois de Dactivité

luciférase par rapport au contrdle sans transfection de pcDNA/Cdx2 (Figure 19B).

15. Cdx3-HA est capable de lier I’élément de réponse a Cdx2 dans des cellules Caco-
2/15

Pour vérifier si 1’élément de réponse & Cdx2 le plus conservé est bel et bien
fonctionnel, une immunoprécipitation de la chromatine a été mise au point pour cibler
I’étiquette HA dans les cellules Caco-2/15. Ces cellules utilisées pour les ChIP sont
confluentes et ont été transfectées avec un vecteur d’expression pour Cdx3-HA (pBAT
Cdx3-HA). Comme validation de la technique, I’élément de réponse connu pour Cdx2 au
niveau du promoteur de la sucrase-isomaltase est présenté a titre de contrdle. 11 a été ciblé
avec des amorces déja établies comme fonctionnelles pour cet élément de réponse
(Gendron et al., 2006). On observe un enrichissement d’environ 40 fois de la présence de

Cdx3-HA sur cette région d’ADN par rapport au contrdle IgG ce qui indique que la
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Figure 19. Effet de Cdx2 sur les promoteurs FXRal/a2 et FXRo3/a4

Les cellules 293T sont transfectées avec I’agent de transfection X-tremeGENE HP avec
400 ng de I'un ou I"autre des vecteurs rapporteurs, soit pGL3-Basic+ FXRal/a2 (en A.) ou
pGL3-Basic+ FXRa3/a4 (en B.) en plus de quantités croissantes (200, 400 et 800 ng) de
pcDNA/Cdx2 et de 5 ng de vecteur phRL-SV40 Renilla. Le vecteur pcDNA3.1 sert de
vecteur vide afin que la méme quantité d’ADN plasmidique soit transfectée dans les
cellules. Les résultats sont représentatifs de cing expériences indépendantes effectuées en
triplicata et sont présentés comme un ratio luciférase/rénilla relatif (avec moyenne et écart
type) ayant comme niveau de base pour les comparaisons statistiques, la condition sans
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technique est valide pour I’utilisation de I’anticorps Anti-HA (Figure 20A). Pour ce qui est
de notre promoteur d’intérét, soit le promoteur FXRa3/a4, on observe un enrichissement
d’environ 2 fois par rapport au contrdle sur I’élément de réponse potentiel situé a 201 pb en
amont de D’initiation de la transcription. Nos résultats suggérent donc que Cdx3-HA se lie a

cette région de maniére spécifique (Figure 20B).

16. Les promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4 contiennent des éléments de réponse a
HNF1la et HNF4a

Afin de complémenter les études des promoteurs de FXR, nous avons effectué des
analyses informatiques avec le logiciel Matlnspector. Notre objectif était d’identifier des
éléments de réponse potentiels pour les facteurs de transcription HNFla et HNF4a. Ces
deux facteurs ont été ciblés puisque tel que mentionné plus tot, ils ont été identifiés comme
régulant I’expression de FXR au niveau du promoteur FXRal/a2 dans des cellules
hépatiques (Lou et al., 2007) et (Zhang et al., 2004). Puisque nous étudions les promoteurs
dans un modéle cellulaire intestinal, les analyses informatiques nous ont permis d’évaluer
la présence d’éléments de réponse & HNFla et HNF4a au niveau des promoteurs. Sans
surprises nous avons observé la présence d’éléments de réponse 8 HNFla et HNF4a au
niveau du promoteur FXRal/a2. Pour le promoteur FXRa3/a4, quatre éléments de réponse

potentiels 8 HNF la et un élément pour HNF4a ont été identifiés (Figure 21).

17. Le facteur de transcription HNFla favorise P’activité transcriptionnelle au niveau

des promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4

Dans le but d’évaluer I’activité transcriptionnelle de HNFla au niveau des
promoteurs FXRal/02 et FXRa3/a4, des essais luciférases ont été réalisés dans les cellules
293T. La transfection de quantités croissantes de vecteurs d’expression pour HNFla
(pLenti HNF1a, 200, 400 et 800 ng) résulte en une augmentation significative de I’activité
luciférase sous le contréle du promoteur FXRal/a2. Par contre, Iactivité luciférase atteint
rapidement un plateau a environ 20 fois d’augmentation et ce, peu importe les conditions

utilisées au niveau de I’étude de ce promoteur (Figure 22A). Dans le cas du promoteur
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Figure 20. Immunoprécipitation de la chromatine ciblant une région du promoteur
FXRo3/a4 ayant un élément de réponse potentiel a Cdx2

ChIP de I'étiquette HA réalisée sur des cellules Caco-2/15 confluentes transfectées avec
10 ug de vecteur d’expression pBAT Cdx3-HA permettant I'expression de Cdx3 couplé a
I'étiquette HA. L’élément de réponse potentiel a Cdx2 est présenté dans le schéma des
génes et promoteurs de la sucrase-isomaltase (en A.) et de FXRa3/a4 (en B.). Le panneau
de gauche présente I’enrichissement de la région ciblée lorsqu’un anticorps Anti-HA est
utilisé (colonnes noires) comparativement a un IgG de méme isotype (colonnes blanches).
L enrichissement est calculé en tenant compte de I’enrichissement d’une région controle ol
il n’y a pas d’éléments de réponse potentiels a Cdx2. Les résultats proviennent de la
combinaison de trois expériences indépendantes (moyenne avec écart type (* = p < 0,05,
*** =p <0,001)). Le panneau de droite illustre une expérience représentative de ChIP ou
I’ADN enrichi et amplifi¢ par PCR est migré sur gel d’agarose 2 %
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Figure 21. Identification d’éléments de réponse potentiels 8 HNFla et HNF4a sur les
promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4

Schéma présentant le gene de FXR avec ses deux promoteurs ou des analyses
bioinformatiques ont permis d’identifier des sites de liaison potentiels pour les protéines
HNFla et HNF4o. Les éléments de réponse potentiels sont localisés par des marqueurs
bleus pour HNFla et rouges pour HNF4a. Les sites pour Cdx2 déja identifiés sont
présentés (en jaune).
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Figure 22. Effet de HNF1la sur les promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4

Les cellules 293T ont été transfectées avec 1’agent de transfection Lipofectamine 2000 avec
400 ng d’un des deux vecteurs rapporteurs pGL3-Basic+ FXRal/a2 (en A.) ou pGL3-
Basict FXRa3/a4 (en B.) en plus de quantités croissantes (200, 400 et 800 ng) de pLenti
HNF1la et de 5 ng de vecteur phRL-SV40 Renilla. Le vecteur pLenti a servi de vecteur vide
afin que la méme quantit¢é d’ADN plasmidique soit transfectée dans les cellules. Les
valeurs sont le résultat de triplicata et sont présentées comme un ratio luciférase/rénilla
relatif avec moyenne et écart type ayant pour niveau de base la condition sans transfection
de pLenti HNFla (** =p < 0,01, *** = p <0,001).
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FXRa3/a4, une induction croissante de Pactivité luciférase est plutdt observée suite a
I’ajout de vecteur d’expression pLenti HNFla comparativement & la condition contrdle.
Plus précisément, cette forte augmentation de I’activité luciférase est de 69,67, 107,57 et
154,63 fois suite a la transfection de 200, 400 ou 800 ng de vecteur d’expression pLenti
HNFla (Figure 22B). Ainsi, les deux régions promotrices de FXR répondent a la présence

de HNFla, bien que I’effet sur le promoteur FXRa3/a4 soit le plus impressionnant.

18. Le facteur de transcription HNF4a favorise Pactivité transcriptionnelle seulement

au niveau du promoteur FXRa3/a4

Pour déterminer P’activité transcriptionnelle de HNF4a au niveau des promoteurs
FXRal/a2 et FXRa3/a4, des essais luciférases ont été effectués dans les cellules 293T. La
transfection de HNF4a n’améne pas de changement significatifs des niveaux d’activité
luciférase sous le contréle du promoteur FXRal/a2, et ce, méme en présence de quantités
croissantes du vecteur pBabe puro HNF4a (Figure 23A). Par contre, nous observons une
augmentation légére, de 1,60 fois par rapport au contrdle, de I’activité luciférase sous le
contrle du promoteur FXRa3/04 en présence de 200 ng de vecteur pBabe puro HNF4a.
Dés que 400 et 800 ng, de vecteurs sont transfectés, nous observons une saturation de
Pactivité luciférase a des niveaux du double de la condition contréle (Figure 23B). Au
final, il n’y a que le promoteur FXRa3/a4 qui répond a la présence du vecteur d’expression

pour HNF4a.

19. La combinaison des facteurs Cdx2, HNFla et HNF4a améne un profil d’activité
transcriptionnel différent du promoteur FXRa3/a4 comparativement au promoteur
FXRal/a2

Afin d’étudier I’effet de tous ces facteurs sur I’activité transcriptionnelle des deux
promoteurs de FXR, des essais luciférases ont été réalisés. Les conditions de transfection
varient selon différents motifs de combinaisons de vecteurs permettant I’expression de
HNF1a, HNF4a et Cdx2. Lorsque HNFla est le seul facteur présent, nous observons une

forte augmentation de I’activité luciférase sous le contrdle des promoteurs FXRal/a2 et
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Figure 23. Effet de HNF4a sur les promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4

La transfection des cellules 293T est réalisée avec la Lipofectamine 2000 avec 400 ng d’un
vecteur rapporteur pGL3-Basict+ FXRal/a2 (en A.) ou pGL3-Basic+ FXRa3/04 (en B.) en
plus de quantités croissantes (200, 400 et 800 ng) de vecteur pBabe puro HNF4a et de 5 ng
de vecteur phRL-SV40 Renilla. Le vecteur pBabe puro a servi de vecteur vide afin que la
méme quantité d’ADN plasmidique soit transfectée dans les cellules. Les résultats
présentés ont €té obtenus de triplicata et les valeurs sont un ratio luciférase/rénilla relatif
avec moyenne et écart type ayant pour valeur de comparaison la condition sans transfection
de pBabe puro HNF4a (** =p < 0,01, *** = p <0,001).
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FXRa3/a4, tel que déja noté précédemment. L’ajout du facteur HNF4a résulte en une
réduction de ’activité luciférase d’environ 50 %, autant pour le promoteur FXRal/a2 que
FXRa3/a4. La condition présentant le duo de facteurs HNFla et Cdx2 méne a une forte
activité luciférase, mais pas significativement différente de la condition avec HNFla seul,
et ce, pour les deux promoteurs. C’est lorsqu’on ajoute le facteur Cdx2 a la condition
présentant le duo HNFla et HNF4a qu’une différence d’activité luciférase est observable
entre les deux promoteurs étudiés. En effet, pour ce qui est du promoteur FXRal/a2, il n’y
a pas d’induction supplémentaire de I’activité luciférase suite a la transfection de vecteur
d’expression de Cdx2 en plus de ceux pour HNFla et HNF4a. Par contre, pour le
promoteur FXRa3/a4, il y a une augmentation significative de I’activité luciférase dans les
cellules ot HNFla, HNF4a et Cdx2 sont surexprimés, par rapport aux cellules oli seul
HNFla et HNF4a sont surexprimés. De plus, cette augmentation est du méme ordre de
grandeur que 1’induction de ’activité luciférase suite aux conditions de surexpression de

HNF1a seul ou de celles combinant HNF1a et Cdx2 (Figure 24).
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Figure 24. Effet d’une combinaison des facteurs Cdx2, HNF1la et HNF4a sur les
promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4

Les cellules 293T sont transfectées a la Lipofectamine 2000 avec 400 ng du vecteur
rapporteur pGL3-Basic+ FXRal/a2 (en A.) ou pGL3-Basic+ FXRa3/a4 (en B.) en plus
5 ng de vecteur phRL-SV40 Renilla. Différentes combinaisons des vecteurs d’expression
pour Cdx2 (pcDNA/Cdx2), HNFla (pLenti HNF1a) et HNF4a (pBabe puro HNF4a) sont
utilisées pour observer I’effet sur I’activité luciférase. Les vecteurs vides pcDNA3.1, pLenti
et pBabe puro ont servit de vecteurs vides afin que la méme quantité d’ADN plasmidique
soit transfectée dans les cellules. Les résultats présentés sont représentatifs de cing
expériences indépendantes effectuées en triplicata. Les valeurs sont montrées comme un
ratio luciférase/rénilla relatif avec moyenne et écart type ayant comme niveau de base pour
les comparaisons statistiques, la condition sans transfection de pcDNA/Cdx2, pLenti
HNFla ou pBabe puro HNF4a (Ns = Non significatif, * = p < 0,05, ** = p <0,01).
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IV - DISCUSSION

Les recherches réalisées lors de ma maitrise ont permis de montrer que dans un
modéle cellulaire d’épithélium intestinal, les Caco-2/15, on observe une forte expression de
FXR et que I'activité de cette protéine peut étre modulée par son ligand dans ce modéle.
Plus précisément, des processus biologiques modulables par I'activation de FXR sont
suggérés par nos résultats de micro-puce a ADN. L’exploration plus approfondie des
classes d’organisation du cytosquelette, d’adhésion biologique et de processus reliés aux
filaments d’actine a montré que la régulation de ces processus n’a pas de conséquences sur
I’étanchéité cellulaire et de restitution épithéliale dans ces cellules. Pour ce qui est de
I’identification de nouvelles cibles transcriptionnelles a FXR, les résultats suggérent le géne
SLC20A1 comme nouvelle cible transcriptionnelle directe de FXR. Finalement, pour ce qui
est de I’étude de I’expression de FXR dans le contexte épithélial intestinal, mes travaux
suggérent un processus de régulation de [’activité transcriptionnelle du promoteur

FXRa3/04 distinct du promoteur FXRal/a2 avec pour facteur clé la protéine Cdx2.

1. Le modéle cellulaire Caco-2/15 est un bon modéle pour étudier ’activation de FXR

Pour ce projet de recherche, notre modéle principal est la lignée cellulaire Caco-
2/15. Cette lignée de carcinome du célon humain est un clone de la lignée parentale Caco-2
(Beaulieu et Quaroni, 1991). Elle a notamment la caractéristique de présenter une forte
activité de I’enzyme de la bordure en brosse sucrase-isomaltase. Les cellules Caco-2/15
présentent la méme propriété majeure des Caco-2 soit la formation post-mitotique d’une
monocouche de cellules polarisées lors de la formation de jonctions cellules-cellules. Les
cellules aprés environ 3 semaines forment des domaines membranaires apical et basolatéral
distincts. L’organisation du cytosquelette et la présence de jonctions serrées fonctionnelles
donnent a ces cellules une physiologie remarquablement similaire aux entérocytes
différenciés ce qui en fait un trés bon modéle épithélial intestinal (Chantret et al., 1988). La
limitation de ce modéle provient de I’origine des cellules qui tel que mentionné plus t6t est

colorectale. Plusieurs études confirment cependant que lorsque bien différenciées, les
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cellules Caco-2 présentent des propriétés d’absorption typiques du petit intestin. Ces
propriétés comme 1’absorption de lipides ainsi que la formation de chylomicrons et
I’absorption de vitamines (telle la vitamine B12) et des acides biliaires font en sorte que les
cellules Caco-2 et implicitement leur clone Caco-2/15, représentent de fagon non distincte
les segments jéjunum et iléon du petit intestin (Lakshmana Rao et Sankar, 2009);
(Luchoomun et Hussain, 1999). Les cellules Caco-2 expriment, en plus de nombreux
transporteurs apicaux et basaux, différents récepteurs nucléaires tels VDR, GR, PPAR,
FXR, SHP et LRH-1 ce qui fait de ces cellules un outil pour les analyses d’expression
génique. Dans les cellules Caco-2 cependant, les niveaux des récepteurs CAR et PXR sont
faibles ou inexistants (Sun et al., 2008). Le profil d’expression pour FXR a déja été
caractérisé au niveau des cellules Caco-2 (De Gottardi et al., 2004). En effet, dans ces
cellules, on observe une expression de FXR seulement a partir de 14 jours post-confluence.
Nos résultats d’analyses qPCR et d’immunobuvardage de type western montrent que le
modele cellulaire Caco-2/15 présente une expression minimale et détectable de FXR, et ce,
des I’atteinte de la confluence (Figure 6, page 49). Cette présence précoce de I’expression
de FXR fait des Caco-2/15 un modele encore plus intéressant que les Caco-2. Méme avec
la présence de cette expression précoce de FXR, nous avons plutét décidé de tester
Pactivation de FXR a des jours de confluence tels 15, 20 et 25 jours étant donné
’acquisition par les cellules de propriétés d’entérocytes différenciés et des possibilités que

ce phénotype implique au niveau de différents processus biologiques.

L’activation de FXR a été testée avec son ligand synthétique le GW 4064 et ce, a
diverses conditions afin de trouver celles étant optimales. Comme génes cibles testés nous
avons choisi SHP et FABP6, des cibles de FXR bien documentées, I’'une pour son activité
de régulation négative de I’expression de génes et ’autre pour sa capacité a lier les acides
biliaires (Bavner et al., 2005) et (Kramer et al., 2001). Les résultats d’analyses qPCR
montrent que I’activation de SHP reste bien modeste comparativement a celle de FABP6
(Figure 7, page 50). Ce n’est pas nécessairement surprenant si I’on prend en considération
les roles distincts de FXR au niveau du foie et de I’intestin. Comme mentionné, au niveau
de la circulation entérohépatique des acides biliaires, le role de FXR dans le foie consiste a

réguler négativement la synthése des acides biliaire alors qu’au niveau de I’intestin il
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consiste plutot a favoriser leur absorption (Lee et al., 2006); (Modica et al., 2010). La
fonction de SHP au niveau des hépatocytes comparativement aux entérocytes pourrait
expliquer en partie la plus grande modulation de I’expression de FABP6 dans notre mode¢le.
C’est pour cela que pour le reste de nos expérimentations, le géne cible FABP6 est celui qui
est utilisé comme contrdle positif de I’activation de FXR. La condition de bases pour la
majorité de nos traitements au GW 4064 a été établie comme un traitement de 24 heures
avec une concentration de GW 4064 fixée a 1 uM, le tout effectué¢ sur des Caco-2/15 a
20 jours post-confluence. Ces conditions ont été préférées aux autres pour deux raisons
principales. Premiérement, le traitement de 1 uM, bien qu’il n’améne pas les niveaux
d’expression les plus élevés, est considéré plus sir que le traitement a 10 pM sur la
monocouche de Caco-2/15 bien différenciée oli de nombreux récepteurs nucléaires sont
exprimés. En effet, le GW 4064 est en mesure d’activer spécifiquement FXR jusqu’a des
concentrations de 1 uM (Maloney et al., 2000) bien qu’une récente étude suggére qu’il
puisse aussi agir a cette dose comme ligand des récepteurs reliés a I’cestrogéne, notamment
ERRYy in vitro (Dwivedi et al., 2011). Deuxiémement, il se peut qu’a des concentrations
trop élevées, I’agoniste meéne a des activations non spécifiques et non physiologiquement
pertinentes de FXR. Malgré cela, le GW 4064 reste un des meilleurs agonistes & FXR
disponibles sur le marché car lorsqu’il est utilisé a des concentrations adéquates, il ne
présente pas de risques de toxicité cellulaire qui seraient présents si des acides biliaires tels
le CDCA étaient utilisés comme agoniste. Bien que des ligands synthétiques ayant une
biodisponibilité supérieure au GW 4064 existent, comme le 6-ECDCA (INT 747), ils sont
plus souvent utilisés lors d’études animales. Méme s’il possede une grande biodisponibilité,
le 6-ECDCA a une force de liaison 8 FXR inférieure par trois fois au GW 4064 (Pellicciari
et al., 2002). Dans le cas de notre modele cellulaire Caco-2/15, le GW 4064 est un agoniste
parfaitement adéquat puisque le traitement est effectué directement sur les cellules,
éliminant ainsi le besoin d’un ligand a forte biodisponibilité, mais suscitant plutot le besoin

d’une forte affinité pour FXR.
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2. FXR n’est pas impliqué dans la régulation de I’expression de certaines protéines de

jonctions et de structure

Des études portant sur FXR en contexte inflammatoire ont suggéré que I’activité
transcriptionnelle de celui-ci au niveau des entérocytes, pouvait avoir un effet direct sur
I’intégrité de la muqueuse intestinale (Gadaleta er al., 2011). Cette idée que FXR, en
contexte pathologique d’inflammation, puisse réguler I'intégrité épithéliale, nous a menés a
nous intéresser a ’expression de cibles pouvant moduler cette intégrité. Puisque notre
hypothése est que FXR contribue au maintien d’un épithélium intestinal intégre et
fonctionnel, nous avons décidé d’élargir I’idée de Gadaleta et ses collaborateurs a un
contexte physiologique plutét qu’inflammatoire. En effet, en contexte inflammatoire, des
structures comme les jonctions cellulaires peuvent étre affectées et il nous semblait
intéressant de vérifier si dans un modele physiologique, FXR aurait un réle au niveau de
ces jonctions. Dans notre modéle cellulaire utilisé pour mimer la physiologie normale de
I’épithélium intestinal, nous avons vérifié la modulation de I’expression de PARNm et des
niveaux d’expression protéiques de ZO-1, ZO-2, ZO-3, CLDNI1, OCLN et de VILI. Les
cellules Caco-2/15 ont été traitées selon les conditions de base prédéterminées. Les
protéines zonula occludens 1, 2 et 3 ainsi que la claudine 1 et I’occludine sont des protéines
structurales des jonctions serrées de I’épithélium (Marchiando et al., 2010). Puisque les
jonctions serrées sont connues comme ayant la propriété de réguler I’étanchéité de la
barriére épithéliale, nous avons voulu évaluer dans des conditions physiologiques, si
’activation de FXR pouvait mener a la régulation positive de I’expression de ces cibles. En
plus, nous avons testé dans ces conditions I’expression de la villine qui est une protéine
structurale importante au niveau du cytosquelette d’actine dans les microvillosités
(Bretscher et Weber, 1979). Les résultats obtenus montrent que 1’activation de FXR par son
ligand dans les cellules Caco-2/15 ne module aucunement I’expression de ces cibles, que ce
soit au niveau de I’ARNm ou protéique (Figure 8, page 53). Il se peut que nos conditions
expérimentales ne contiennent pas les stimuli adéquats pour favoriser la régulation des
cibles étudiées. En effet, dans des conditions physiologiques intestinales, on retrouve la
présence d’une flore bactérienne qui peut créer une réponse immune dite physiologique

mais plus faible qu’en contexte inflammatoire. L’ajout de LPS a faible concentration au
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niveau du devis expérimental favoriserait peut-étre une variation de I’expression ou de la
localisation des protéines structurales. Il serait 4 déterminer si FXR, dans ces conditions,
contribue au phénotype observé. Il faut également prendre en considération le fait que
FXR, en temps normal, est activé par les acides biliaires dans un contexte d’absorption de
nutriments. On peut alors se demander si I’ajout de lipides pourrait également servir de
stimulus en plus de I’activation de FXR par le GW 4064. Ici, la recherche de cibles de FXR
servant a maintenir la structure apicale des entérocytes suivant I’entrée de micelles de

lipides dans la cellule serait pertinente.

3. L’analyse par micro-puce 2 ADN de Peffet d’une activation de FXR suggére de

nouveaux processus biologiques et de nouveaux génes cibles potentiels pour FXR

Avec notre traitement au GW 4064 (1 uM) dans les cellules Caco-2/15 & 20 jours
post-confluence pendant 24 heures, nous avons réalisé une expérience de type micro-puce a
ADN. L’avantage d’une telle stratégie est qu’il est possible de déterminer a large échelle
quels génes sont régulés par un facteur de transcription. Pour un récepteur nucléaire avec
un ligand connu tel que FXR, une telle stratégie peut étre avantageuse puisqu’il est alors
possible de contrdler le temps et le niveau d’exposition au ligand et donc d’avoir une
fenétre d’activation contrdlée de I’activité transcriptionnelle du facteur étudié. Dans notre
cas, on observe seulement les génes qui sont activés aprés 24 heures de traitement. Il se
peut fort bien que certains soient activés plus t6t, d’autres plus tard ol bien que les résultats
pour certaines cibles soient le produit d’une cascade d’éveénements faisant d’eux des génes
cibles indirects. Ce sont 12 les limitations de cette méthode. Un des avantages majeurs par
contre est qu’il est possible de classer les génes modulés en différents processus
biologiques. Avec les génes modulés significativement dans notre micro-puce, des analyses
informatiques de classification ont montré que dans les 10 processus biologiques les plus
régulés, on retrouve les processus d’organisation du cytosquelette et d’adhésion biologiques
ainsi que des processus reliés aux filaments d’actine (Tableau 7, page 54). Ces résultats
sont intéressants du fait que ces processus biologiques peuvent fort bien étre impliqués dans

le maintien de I’intégrité épithéliale intestinale. En effet, le maintien de I’étanchéité des
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jonctions cellulaires et de I’adhésion cellules-cellules est un processus qui requiert un

cytosquelette d’actine dynamique (Rodgers et Fanning, 2011).

I est connu que la résistance transépithéliale des cellules Caco-2/15 augmente avec
la confluence (Sun et al, 2012). Nous voulions donc déterminer si [’activation de FXR
régule a la hausse cette résistance qui est un signe d’une plus grande étanchéité épithéliale.
Les premiéres expériences de mesure de résistance transépithéliale effectuées lors du
processus de différenciation des cellules Caco-2/15 de 0 a 30 jours post-confluence
montrent qu’il n’y a pas de différences significatives entre des cellules traitées ou non au
GW 4064 1 uM jusqu’a 20 jours post-confluence. Cependant, on observe une diminution
de 18 % de la TEER de la condition ou FXR est activé par rapport au contrdle, et ce, a
30 jours post confluence (Figure 9, page 56). Ces résultats a 30 jours sont surprenants
puisque nous n’avons pas démontré que I’expression de protéines impliquées dans cette
résistance au niveau des jonctions serrées variait avec 'activation de FXR (Figure 8, page
53). Dans les cellules Caco-2/15, 1’effet observé n’est pas causé par une variation dans les
niveaux d’expression de FXR puisque ceux-ci ne different pas entre 20 et 30 jours post-
confluence (Figure 6, page 49). 1l se pourrait que la diminution observée soit causée par un
effet chronique du GW 4064 étant donné la longue durée du traitement sur les cellules. Tel
que déja mentionné, le GW 4064 peut activer un autre récepteur nucléaire que FXR, soit
ERRy (Dwivedi et al., 2011). On peut donc supposer que I’agoniste, apres un traitement de
longue durée, est en mesure d’activer d’autres récepteurs nucléaires. Ces activations moins
spécifiques pourraient notamment résulter en des modulations de processus biologiques tels
I’apoptose, ’adhésion entre les cellules ou la matrice et la réponse inflammatoire, ce qui
expliquerait la diminution de résistance transépithéliale observée, et ce, par une altération
de la monocouche de cellules Caco-2/15. Au niveau de I’effet chronique de la molécule
GW 4064 en tant que telle, peu d’études ont été effectuées, mais on sait tout de méme que
la relaxation du muscle lisse est altérée, notamment au niveau d’artéres ol la vasorelaxation
est grandement inhibée (Kida et al., 2009). En effet, la sensibilit¢ a [’oxyde nitrique du
muscle vasculaire lisse d’explants artériels de lapin est réduite suite a une stimulation

chronique de FXR avec le GW 4064 (10 uM).
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Comme autre expérience de mesure de résistance transépithéliale, nous avons
effectué des mesures sur des cellules Caco-2/15 surexprimant a I’aide d’infection lentivirale
une protéine FXR couplée a une étiquette HA. Cette surexpression ameéne des niveaux de
FXR élevés et stables de 0 a 20 jours post-confluence (Figure 10A, page 57). Suite a
’activation de FXR par le GW 4064 dans ces cellules bien différenciées, nous observons
une augmentation significative de 10 % de la résistance transépithéliale (Figure 10B, page
57). Ces résultats suggérent que FXR peut augmenter la TEER au niveau d’une
monocouche de cellules Caco-2/15 en condition de surexpression de FXR et d’activation
par un agoniste durant 24 heures. Puisque ces résultats ont été obtenus dans des cellules
Caco-2/15 a 20 jours post-confluence et qu’en temps normal, la résistance transépithéliale
est relativement stable et maximale dés 10 jours (Figure 9, page 56), on peut supposer que
le méme essai de surexpression de FXR a 5 jours ol méme dés Iatteinte de la confluence
meénerait a une augmentation de TEER plus importante que 10 %, étant donné que celle-ci
n’a alors pas encore atteint un niveau plateau. De telles expérimentations restent cependant
a effectuer pour vérifier si la surexpression de FXR au début du processus de
différenciation des cellules Caco-2/15 méne a une augmentation significative de la
résistance transépithéliale, indiquant un réle possible pour FXR au niveau de I’étanchéité

cellulaire.

Suite & I’obtention de résultats intéressants mais imparfaits sur le role de FXR dans
la résistance transépithéliale, nous nous sommes tournés vers I’étude d’un processus
impliquant une réorganisation du cytosquelette d’actine, soit la restitution épithéliale. C’est
un processus par lequel, lorsqu’endommagées, les cellules épithéliales réparent la
monocouche, entre autres, par la migration cellulaire. Cette action est indépendante de la
prolifération cellulaire et se déroule comme suit : les cellules polarisées sur le bord de la
blessure se dédifférencient et migrent pour refermer la blessure. Une fois la blessure
refermée, les cellules se repolarisent. Lors de la migration cellulaire, les lamellipodes
proviennent du désassemblage des microvillosités de la bordure en brosse et le
cytosquelette d’actine avec les myosines agit comme tapis roulant pour faire progresser ces
lamellipodes. La régulation de la formation de points d’adhésions focaux avec des

intégrines permet I’adhésion des cellules qui peuvent ainsi migrer et refermer la blessure
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(Blikslager et al., 2007); (Seltana et al., 2010). Nous avons voulu vérifier si la restitution
épithéliale des cellules Caco-2/15 est plus rapide lorsque FXR est activé par son ligand. En
effet, en plus d’avoir documenté par nos expériences de micro-puce a ADN qu’une
activation de FXR modulerait P'expression de geénes associés a l’organisation du
cytosquelette, nous savons que les acides biliaires sont toxiques pour la cellule (Yamada,
2009). Cela nous porte a croire qu’en contexte physiologique, I’activation de FXR par les
acides biliaires pourrait stimuler la restitution épithéliale pour contrer I’effet dommageable
de ces molécules présentes dans les micelles de lipides absorbées a la surface apicale des
entérocytes. Pour évaluer le role protecteur de FXR, nous avons réalisé des essais de
blessures dans les cellules Caco-2/15 a 5 jours post-confluence. Le traitement au GW 4064
a duré 72 heures, soit le temps complet laissé aux cellules pour migrer. Nous avons observé
une migration des cellules au-dela de la marge de la blessure, et ce, autant dans la condition
controle que dans celle ou FXR est activé (Figure 11A, page 59). En quantifiant la distance
de migration des cellules, nous avons montré qu’il n’y a pas de différences significatives de
I’étendu de la migration des cellules lorsque FXR est activé (Figure 11B, page 59). Ces
résultats suggérent que FXR ne serait pas impliqué dans le mécanisme de restitution
épithéliale au niveau des Caco-2/15, et ce, méme si FXR est bel et bien actif a 5 jours post-
confluence. En effet, des analyses qPCR des cellules utilisées pour les essais de blessure
montrent que le transcrit de FABP6 est augmenté lors du traitement par rapport au controle
(Figure 11C, page 59). On peut donc supposer que dans nos conditions expérimentales, le

motif de génes cibles de FXR associ¢ aux sels biliaires est actif.

De maniére générale, il peut étre difficile a partir d’un processus biologique de
déterminer quels génes précis sont régulés par FXR. Une stratégie de confirmation de la
variation de ’expression de cibles de FXR par qPCR est donc utilisée. Comme cibles
intéressantes révélées par notre expérience de micro-puce 8 ADN, les myosines IA et VIIA
ont attiré notre attention. Dans les entérocytes, des faisceaux d’actine paralleles (=10 a 30)
servent a supporter les microvillosités qui sont de petites projections de la membrane
plasmique (=1 a4 5 um). La présence d’une haute densité de ces microvillosités améne un
probléme, a savoir que la tension de surface de la membrane plasmique tend a promouvoir

un état ou celle-ci est fusionnée et donc, dépourvue de microvillosités (Nambiar et al.,
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2010). C’est la que des protéines motrices comme MYO1A et MYO7A entrent en jeux, et
ce, de deux fagons bien précises. Premiérement elles favorisent le transport de composantes
des microvillosités telles des enzymes de la bordure en brosse et deuxiémement, ces
myosines générent une force d’adhésion entre la partie intérieure de la membrane
plasmique et les faisceaux d’actine (Nambiar et al., 2010). La myosine 1A, une des plus
abondantes, est essentielle au maintien de la bordure en brosse épithéliale et permet
également la sécrétion de vésicules par les entérocytes (Tyska et al., 2005); (McConnell et
Tyska, 2007). Dans un modeéle de souris ot I’expression de la myosine IA est abolie, on
observe en effet des défectuosités au niveau de la membrane, du cytosquelette et de
I’expression d’enzymes de la bordure en brosse des entérocytes (Tyska et al., 2005). La
protéine myosine VIIA quant & elle, aurait des fonctions similaires a la myosine 1A au
niveau des microvillosités, mais elle est mieux connue pour son implication dans le
maintien de la structure des stéréocils (Nambiar et al, 2010). Nos expériences de
quantification d’expression de I’ARNm indépendantes a notre micro-puce montrent que
’activation de FXR méne a une augmentation significative de 1,56 fois pour MYOIA et
1,77 fois pour MYO7A de I’expression de ’ARNm par rapport a la condition contrdle
(Figure 12, page 60), suggérant un lien potentiel entre I’activation de FXR et le maintien

des microvillosités dans les entérocytes.

Une autre cible dont nous avons voulu confirmer la modulation est la dystonine.
Cette protéine est membre de la famille des plakines et une composante des
hémidesmosomes. Elle est présente dans les épithéliums et contribue a 1’adhésion de la
membrane cellulaire aux filaments intermédiaires du cytosquelette d’actine (Sonnenberg et
Liem, 2007). Il a également été montré que la protéine participe au maintien de la polarité
des kératinocytes (Hamill ez al., 2009). Au niveau de notre modéle cellulaire épithélial
intestinal, on observe une augmentation de I’expression de ’ARNm de DST lorsque FXR
est activé. Cette augmentation significative est quantifiée & un niveau de 2,40 fois par
rapport au controle (Figure 12, page 60). Dans le méme ordre d’idées, nos résultats
montrent que I’expression du transcrit de la vinculine augmente de 1,36 fois suite a
Pactivation de FXR dans les cellules Caco-2/15 a 20 jours post-confluence (Figure 12, page

60). La vinculine est une protéine qui est localisée au niveau de I’interface cellule-matrice
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régulée par les intégrines ainsi qu’au niveau de jonctions cellules-cellules régulées par les
protéines cadhérines. Un des rdles de la vinculine est de permettre, lorsque sous sa forme
active, la maturation des points focaux d’adhésion, ce qui peut favoriser la migration des
cellules (Carisey et Ballestrem, 2011). Bien que I’expression de ’ARNm de la vinculine
augmente lorsque FXR est activé dans les cellules Caco-2/15, il faut prendre en
considération que cette induction n’est sans doute pas suffisante pour favoriser un
processus biologique comme la migration cellulaire, considérant I’absence d’effet de
I’activation de FXR lors de nos essais de blessures (Figure 11, page 59). Néanmoins, la

modulation significative de I’expression de la vinculine reste tout de méme intrigante.

Le dernier géne dont nous avons confirmé la modulation de ’expression de
PARNm suite a l’activation de FXR est celui de la néphrocystine 1. Pour ce géne,
I’expression du transcrit est 1,40 fois plus élevé dans la condition traitée par rapport au
contréle (Figure 12, page 60). La famille des protéines néphrocystines est bien étudiée au
niveau du rein ol il est établi que des mutations dans les génes de cette famille causent une
maladie rénale, la néphronophtise. Dans un contexte plus général et non pathologique,
NPHPI est régulé a la hausse lors de la polarisation de cellules épithéliales et serait requis
pour la formation adéquate des jonctions serrées, du moins dans le modéle cellulaire
épithélial de rein MDCK (Delous et al., 2009). Advenant un réle similaire dans les cellules
épithéliales intestinales et considérant les processus biologiques modulés par I’activation de
FXR lors de notre étude de micro-puce, il se pourrait que [’activation de FXR meéne a
’augmentation de I’expression de NPHP1, contribuant ainsi au maintien d’un épithélium

intestinal fonctionnel.

Avec la confirmation de nos résultats d’expression de micro-puce a ADN par
expériences de qPCR, nous avons établi que Pactivation de FXR méne a une régulation
positive de I’expression des genes MYO1A, MYO7A, DST, VCL et NPHP1. Pour évaluer
si les augmentations observées sont le résultat d’'une activité transcriptionnelle directe de
FXR et non d’une cascade d’événements, nous avons effectué des analyses
d’immunoprécipitation de la chromatine en ciblant FXR. Des analyses informatiques nous
ont permis d’identifier des FXRE potentiels pour les cibles MYO1A, MYO7A et DST,
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mais pas pour VCL et NPHP1. Pour MYOIA et MYO7A, ces éléments ne sont pas
directement situés au niveau du promoteur, mais plutdt dans des introns (Figure 13A et B,
page 62). Cette observation n’est pas surprenante puisqu’il a été établi par analyse
génomique par ChIP-seq que 31 % des sites de liaison de FXR sont situés au niveau
d’introns, alors que seulement 16 % sont 10 kb en amont des génes (Thomas et al., 2010).
On sait que la chromatine présente une certaine flexibilité¢ et que des éléments de réponse
qui ne sont pas nécessairement dans le promoteur proximal du géne peuvent contribuer a la
transcription du gene. Par exemple, au niveau du géne SHP, deux FXRE sont documentés.
L’un est localisé au niveau du promoteur proximal et I’autre dans un intron suivant la
région 3’ UTR du géne. 11 a été déterminé que ces deux éléments sont fonctionnels et qu’ils
ménent 4 la formation d’une boucle dans ’ADN qui devient alors trés accessible aux

facteurs de transcription généraux (Li et al., 2010).

Méme si la localisation des éléments de réponse identifiés pour nos cibles d’intérét
n’est pas classique, il se peut que ceux-ci soient fonctionnels. Par contre, I’absence de
FXRE pour les cibles VCL et NPHP1 suggére plutdt que I’augmentation d’expression de
I’ARNm observée ne serait pas le résultat d’une liaison directe de FXR dans le promoteur
ou dans une autre région de ces génes. A notre surprise, nos analyses de ChIP montrent que
pour les éléments de réponse potentiels identifiés, il n’y a pas d’enrichissement de Ia liaison
de FXR (Figure 13, pages 62 et 63). Cela nous suggére que MYOIA, MYO7A et DST ne
sont pas des génes cibles directs de FXR et que ces génes pourraient étre régulés de fagon
indirecte par des mécanismes encore non identifiés, tout comme VCL et NPHPI. Il se peut
également que la zone d’ADN testée pour la présence d’éléments de réponse lors des essais
de ChIP ne soit pas la bonne. De plus, plusieurs des FXRE identifiés ont des motifs
imparfaits qui ne suivent pas les combinaisons classiques telles IR1, DR1 et ER8 (Figure 4,
page 11). La présence d’autres récepteurs nucléaires prés de sites de liaisons peut
¢galement étre requise pour ’activation de la transcription de ces génes dans un complexe
protéique avec FXR. Par exemple, on sait que le récepteur nucléaire LRH-1 peut se lier aux
mémes €léments de réponse que FXR et mener a un effet de synergie. La contribution avec
LRH-1 serait surtout pertinente pour la régulation de I’expression de genes régulant le

métabolisme des lipides (Chong et al., 2010); (Chong et al., 2012), mais d’autres récepteurs
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pourraient avoir cette action dans notre modele cellulaire et dans les processus que nous

avons étudiés.

4. Découverte de SLC20A1 comme nouvelle cible transcriptionnelle de FXR dans le
modéle Caco-2/15

Dans le but de trouver une nouvelle cible transcriptionnelle directe a FXR, nous
avons effectué un criblage de I’expression de différents génes dans nos conditions de
traitement sur les cellules Caco-2/15. Ces expériences de qPCR ont été faites en classifiant
les génes selon deux critéres de sélection, soit ceux modulés selon nos résultats de micro-
puce ou bien ceux présentant un ou des sites de liaison potentiels & FXR dans leur
promoteur et ce, déterminé par I’analyse d’une banque de données de ChIP-seq (Thomas et
al., 2010). Sous forme schématique (Figure 15, page 65), 31 geénes présentent nos deux
critéres de sélection, alors que 25 et 26 ont été choisis respectivement selon les résultats de

micro-puce et les études de promoteurs. 16 génes ont été testés pour d’autres raisons.

Nous avons trouvé que I’activation de FXR méne a la modulation de I’expression de
SLC20A1, et ce, méme si initialement ce géne n’a pas été identifié dans notre micro-puce
mais plutdt a partir de la possibilité de FXR a lier son promoteur. Néanmoins, les résultats
de nos analyses qPCR montrent que I’activation de FXR dans les cellules Caco-2/15 bien
différenciées augmente significativement de 1,68 fois I’expression de I’ARNm de
SLC20A1 par rapport au contrdle (Figure 16A, page 67). Dans le cas de cette cible, nous
avons vérifié si un traitement avec le GW 4064 combiné a I’acide 9-cis rétinoique, le ligand
de RXR, peut mener a I’activation synergique de la transcription, telle que documenté par
exemple pour FABP6 (Figure 16B, page 67). Ce n’est cependant pas ce qui est observé
pour SLC20A1, suggérant donc une activation possiblement exclusive via FXR. Pour
déterminer si SLC20A1 est un géne cible direct de FXR, contrairement aux génes MYOIA,
MYO7A, DST, VCL et NPHP1, nous avons fait un essai par ChIP a I’image de ce qui a été
fait pour tester les autres cibles. Nos résultats d’analyses du promoteur ont en premier lieu
identifié des éléments de réponse IRl et DRI situés précisément a ’emplacement que

I’analyse du ChIP-seq prédisait. L’immunoprécipitation de la chromatine elle-méme
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montre que la région englobant ces deux éléments de réponse est enrichie de 44,09 fois
pour la présence de FXR par rapport au controle (Figure 17, page 69). Nos résultats
montrent que FXR peut se lier au promoteur du géne SLC20A1 et que I’activation de FXR
par son ligand synthétique méne a une augmentation de la transcription de ce géne. Ces

résultats suggérent que SLC20A1 est une cible transcriptionnelle directe de FXR.

SLC20A1 est un transporteur de phosphate inorganique sodium-dépendant. II
permet notamment le transport du phosphate extracellulaire vers Iintérieur de la cellule et a
été détecté au niveau de la surface apicale des entérocytes (Sabbagh er al., 2011). Plus
spécifiquement, une €tude a caractérisé son expression au niveau de I’intestin du rat. On y
découvre que I’expression de ’ARNm de SLC20A! augmente du duodénum vers le
jéjunum pour étre maximale au niveau de I’iléon (Giral et al., 2009). Ces informations sont
trés intéressantes puisque tel que déja mentionné, FXR est plus fortement exprimé au
niveau de I’iléon et nos résultats de ChIP supportent que SLC20A1 est une cible directe de
FXR dans notre modele cellulaire. SLC20A1, une protéine qui régule I’absorption du
phosphate peut étre un indicateur que la classe des processus métaboliques liés au
phosphore, identifiée par notre analyse par micro-puce mais initialement mise de coté.
(Tableau 7, page 54), est une piste pour I’identification d’une nouvelle fonction de la
protéine FXR dans I’intestin. L’activation de FXR se produisant majoritairement dans
I’iléon et menant a I’expression maximale de SLC20A1 dans cette région, est peut-tre le
reflet d’'un mécanisme d’absorption actif du phosphate inorganique qui n’aurait pas été
préalablement bien absorbé au niveau du duodénum et du jéjunum. Ce mécanisme pourrait
contribuer a éviter les pertes de phosphore lors de I’absorption des nutriments. On peut
donc supposer que FXR via SLC20A1, contribue au bon maintient du niveau de phosphate
inorganique absorbé par I’organisme. Egalement, on peut se demander si I’activation de
FXR dans un contexte pathologique de malabsorption du phosphore dans I’intestin pourrait
rétablir cette absorption via SLC20A1. I serait intéressant d’effectuer plus de recherches en

ce sens, que ce soit par des modéles in vitro ou in vivo.



95

5. Cdx2 favorise Pactivation du promoteur FXRa3/ad4 par rapport au promoteur
FXRal/a2

Avec notre second objectif qui est d’étudier la régulation de I’expression de FXR
dans le contexte épithélial intestinal, nous avons fait des analyses informatiques des
promoteurs FXRal/02 et FXRa3/a4 afin de trouver des sites de liaisons potentiels de
facteurs de transcription différenciellement présents au niveau de ces promoteurs. Nos
analyses montrent des sites de liaison potentiels pour Cdx2 au niveau du promoteur
FXRa3/a4 alors que de tels sites sont absents de 1’autre promoteur (Figure 18A, page 70).
Le facteur de transcription Cdx2 est exprimé dans I’épithélium intestinal, et ce, de maniére
quasi exclusive (Moskaluk et al., 2003). Cdx2 favorise la différenciation cellulaire et
contréle notamment I’expression du géne de I’enzyme sucrase-isomaltase, une enzyme
digestive du sucrose (Suh et Traber, 1996). C’est un facteur essentiel qui dirige le
développement intestinal (Beck et al., 1999). Le fait que I’on retrouve des sites de liaison
pour Cdx2 exclusivement au niveau du promoteur FXRa3/04 est trés intéressant. En effet,
comme mentionné dans [’introduction, les isoformes de FXR les plus exprimés dans
I’intestin sont justement FXRa3 et FXRa4 (Huber er al., 2002). Il se pourrait alors que
Pexpression spécifique de ces isoformes dans I’intestin soit attribuable a I’expression de

Cdx2 dans ce tissu et a son absence au niveau du foie.

Pour tester cette hypothése, nous avons effectué des essais luciférases en utilisant
différentes quantités du vecteur d’expression pour Cdx2. Cdx2 semble, tel qu’attendu,
pouvoir activer de maniére plus importante le promoteur FXRa3/e4 (Figure 19, page 72).
Le fait que Cdx2 améne peu de variations dans I’activité du promoteur FXRal/a2 n’est pas
surprenant puisqu’aucun élément de réponse au facteur n’a été identifié sur ce promoteur.
Afin de déterminer si Cdx2 peut occuper le promoteur de FXRa3/a4 dans notre modéle
cellulaire, la technique de ChIP a été utilisée. La région de la chromatine choisie pour
analyse est celle contenant I’élément de réponse a Cdx2 le plus proximal a I’initiation de la
transcription, puisque c’est cet élément seul qui présente une homologie de séquence entre
les espéces (Figure 18B, page 70). Cette homologie entre le rat, la souris et I’humain

supporte la fonctionnalité de cet élément de réponse. Tel qu’attendu, nos analyses de ChIP
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confirment qu’il y a un enrichissement de la liaison de Cdx2 (Cdx3-HA) au niveau de la
région étudiée du promoteur (Figure 20B, page 74). Au final, on peut supposer que la
présence d’un élément de réponse a Cdx2 conservé et fonctionnel méne a I’activation du
promoteur FXRa3/04 dans les cellules intestinales comparativement au promoteur

FXRaol/a2 qui lui y serait activé de maniére minimale.

6. HNFla et HNF4a ont également des sites de liaisons potentiels au niveau du

promoteur FXRa3/a4 et ménent a Pactivation de ce promoteur

Tel que déja mentionné dans I’introduction, I’étude de la régulation de I’expression
de FXR a été effectuée surtout au niveau du foie, et donc, pour le promoteur FXRal/a2.
HNFla et HNF4a sont des facteurs de transcription capables de réguler 1’expression de
FXR dans différents contextes (Lou et al., 2007); (Zhang et al., 2004). Ces deux facteurs
étant exprimés tant au niveau du foie qu’au niveau de I’intestin (Pontoglio, 2000); (Babeu
et al., 2009), nous avons voulu déterminer si le promoteur FXRa3/a4 présente lui aussi des
éléments de réponses pour HNFla et HNF4a et ce, par analyses informatiques. Nos
résultats montrent la présence de quatre sites potentiels pour HNFla et d’un site potentiel
pour HNF4a au sein du promoteur FXRa3/a4 (Figure 21, page 75). Afin d’évaluer I’impact
de ces facteurs sur la transcription de FXRa3 et FXRa4, nous avons réalisé des essais
luciférases utilisant différentes quantités de vecteurs d’expression de HNF 1a ou de HNF4a.
A titre de controle, I’expérimentation a également été réalisée au niveau du promoteur

«hépatique» FXRal/a2.

Pour ce qui est de I’effet de HNF1a sur les deux promoteurs de FXR, I’induction de
’activité luciférase est beaucoup plus forte au niveau du promoteur «intestinal» FXRa3/a4
alors qu’elle se stabilise rapidement pour le promoteur FXRal/o2 (Figure 22, page 76).
Puisque HNFla est connu comme facteur régulant I’expression de FXR au foie, on peut
supposer, vu ’activation trés forte du promoteur FXRa3/a4, que le facteur de transcription
HNFla est aussi un facteur majeur régulant I’expression de FXR dans Pintestin. Ainsi, on

note que I’utilisation de 200 ng de vecteur d’expression de HNFla méne a une forte
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activation au niveau du promoteur FXRa3/04 et a I’activation maximale du promoteur

FXRal/a2.

Pour ce qui est de I’effet de HNF4a sur les deux promoteurs, les essais luciférases
effectués dans les mémes conditions que pour HNFla montrent que le promoteur
FXRa3/a4 a son activité saturée lorsque 400 ng de vecteur d’expression est utilisé,
Pactivité luciférase n’étant que doublée dans ces conditions (Figure 23, page 78). On peut
donc supposer que I’importance de HNF4o est moindre que celle de HNFla pour
’activation du promoteur FXRa3/a4. Dans le cas du promoteur FXRal/a2, il ne semble
pas y avoir de modulation de I’activité luciférase suite a 1’ajout du vecteur d’expression
pour HNF4a. Cette absence de modulation ne n’est pas tout a fait inattendue, puisque le
réle de HNF4a pour I’activation de la transcription de FXR a été décrit dans le foie mais
seulement en condition de jeline (Zhang er al., 2004). L’absence de PGC-1a et du facteur
de transcriptions PPARYy dans nos conditions expérimentales, normalement exprimés dans
le foie en jetine, pourrait donc expliquer I’absence d’induction par HNF4a de I'activité
luciférase sous le contréle du promoteur FXRal/a2. C’est pour de telles raisons qu’il faut
prendre en considération la limite de nos essais luciférases, soit qu’ils ne reflétent pas
nécessairement la réalité de I’intestin ou du foie, par le fait que la lignée cellulaire utilisée
est d’origine rénale (293T). De plus, il se peut qu’il y manque des facteurs essentiels tels
des coactivateurs ou des ligands (possiblement certains acides gras pour HNF4a (Dhe-
Paganon et al, 2002)). Ces cellules restent tout de méme un bon modele pour la

transfection, ’expression et I’étude d’interactions de facteurs désirés.

Puisque les facteurs HNFla et HNF4a sont présents tout deux au niveau du foie et
de I’intestin alors que Cdx2 est seulement exprimé au niveau de I’intestin, nous avons
voulu combiner ces différents facteurs dans le cadre d’essais luciférases afin d’étudier
Pactivation différentielle des deux promoteurs de FXR, dans des conditions se rapprochant

de celles du foie ou de ’intestin.
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7. Cdx2 semble favoriser I’activation du promoteur FXRa3/a4 dans le contexte ou

HNF1la et HNF4a sont présents

Pour évaluer comment interagissent les facteurs HNFla et HNF4a et Cdx2 au
niveau des promoteurs du géne FXR, nous avons réalisé des essais luciférase utilisant
différentes combinaisons de ces vecteurs d’expression (Figure 24, pages 80 et 81). Comme
condition de référence, nous avons choisi celle ou les vecteurs d’expression pour HNFla et
HNF4a sont présents puisque ces facteurs sont exprimés autant au foie qu’a I’intestin.
Puisque les deux promoteurs coexistent, nous prenons pour acquis que notre essai
luciférase refléte des conditions présentes au niveau de I’intestin lors de I’ajout du vecteur
d’expression pour Cdx2, étant donné sa présence exclusive dans ce tissu. Au niveau de nos
résultats, on constate que [’activité luciférase est maximale en présence de HNFla seul.
Cependant, cette condition ne représente pas bien I’état du foie et de I’intestin puisque
HNF4a est exprimé dans ces deux organes, d’ou le choix de la condition avec HNFla et
HNF4a comme condition de référence. On observe au niveau des deux promoteurs une
diminution de P’activité luciférase lorsque I’on compare la condition HNF1a seul a celle
HNF1la - HNF4a. Nous avons voulu évaluer que cet effet n’était pas causé par la présence
d’une trop grande quantité de vecteurs d’expression transfectés dans les cellules en utilisant
des quantités réduites de vecteurs (5 ng). Nous avons ainsi obtenus le méme profil de
diminution d’activité luciférase (Résultats non illustrés). Nous suggérons donc que HNF4a
permet une diminution ou plutdt un contrdle a la baisse de la transcription au niveau des

deux promoteurs de FXR.

Ce qui est vraiment intéressant est que lorsque I’on permet I’expression de Cdx2
avec HNFla et HNF4a au niveau du promoteur «intestinal» FXRa3/a4, on observe une
augmentation de I’activité luciférase par rapport a la condition de référence HNFla -
HNF4a. Cette augmentation va méme jusqu’a rejoindre le niveau d’activation observé
avec HNFla seul. Au niveau du promoteur «hépatique» FXRal/a2, pour les mémes
conditions, on n’observe pas de changement lorsque Cdx2 est ajouté a la condition
HNFla - HNF4a. Ces résultats nous aménent a penser que dans le contexte intestinal ou

Cdx2 est présent, que celui-ci méne a une augmentation de la transcription des isoformes
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FXRa3 et FXRa4, documentés comme étant les plus exprimés dans I’intestin. Cette
augmentation de la transcription pourrait se faire en contrecarrant I’inhibition de ’activité
de ce promoteur associée au facteur HNF4a. En effet, on peut imaginer qu’étant donné la
localisation trés proche des éléments de réponse potentiels 8 HNF4a et Cdx2 sur le
promoteur FXRa3/a4 (Figure 21, page 75), Cdx2 pourrait déplacer HNF4a par compétition
et ainsi permettre I’activation maximale du promoteur par le facteur HNF1a. Pour élaborer
un peu plus ce systéme, on sait que Cdx2 est une cible transcriptionnelle de HNF4ea, du
moins dans les Caco-2 (Boyd er al, 2009). On pourrait poser [I’hypothése que
’augmentation de Cdx2 par HNF4a méne a I’effet observé dans nos essais luciférases mais
en contexte physiologique. De plus, il est connu que SHP inhibe la transcription de HNF4a
(Lee et al., 2000) ce qui nous améne a penser que les isoformes intestinaux de FXR seraient
en mesure de réguler leur propre transcription et ce, avec I’implication certaine de Cdx2 et
HNF4a et possiblement de SHP. D’autres études seraient cependant nécessaires pour

valider ces hypothéses.

Avec tous nos essais luciférase, il semble évident que HNFla régule fortement
I’expression de FXR. L’étude d’autres facteurs de transcription spécifiques a I’intestin
comme Cdx2 ouvre la voie & une meilleure compréhension de la régulation de I’expression
différenticlle des isoformes de FXR dans les tissus, et ce, a partir de la régulation des
promoteurs FXRal/a2 et FXRa3/a4.
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V - CONCLUSION

La présente étude a permis d’étudier I'activité et la régulation de I’expression du
récepteur nucléaire FXR en contexte épithélial intestinal. Par rapport 4 notre premier
objectif qui était d’étudier le role transcriptionnel de FXR au niveau de I’intestin, nous
avons déterminé que FXR a le potentiel de contribuer a divers processus biologiques selon
nos données de micro-puce 2 ADN réalisées dans le modéle cellulaire intestinal Caco-2/15.
En effet, selon les regroupements de génes obtenus, I’activation de FXR peut mener a la
modulation de I’expression de I’ARNm de cibles comme MYOI1A, MYO7A et DST, et ce,
malgré que nous n’ayons pas documenté une liaison au promoteur de ces génes. La
découverte de cibles indirectes de FXR nous a menés a chercher de nouvelles cibles
directes de I’activation de FXR. Nous avons montré que dans les cellules Caco-2/15, FXR
peut se lier au promoteur de SLC20A1 et augmenter le transcrit de ce géne. Bien que seul
SLC20A1 ait été confirmé comme cible transcriptionnelle directe de FXR, cela suggére
tout de méme une fonction bien différente du métabolisme des acides biliaires, soit celle
d’absorber le phosphate de la lumiére intestinale. Pour ce qui est des processus d’adhésion
biologique et d’organisation du cytosquelette, bien que le réle de FXR dans ces processus
se soit avéré moins important que ce a quoi 1’on aurait pu s’attendre, il reste que nous
n’avons exploré que deux avenues possibles soit la résistance transépithéliale et la
restitution épithéliale. D’autres études ainsi que la recherche approfondie de I’implication
de FXR dans des processus liés au phosphore seraient des voies intéressantes a explorer.
Nos résultats au niveau de I’étude des deux promoteurs de FXR pour répondre a notre
second objectif montrent que le facteur de transcription intestinal Cdx2 serait un facteur clé
de la régulation de I’expression de FXR. Plus particuliérement, nous suggérons que dans le
contexte épithélial intestinal, la liaison de Cdx2 au promoteur FXRa3/a4 permet sa forte
activation, ce qui n’est pas le cas pour le promoteur FXRal/a2. Cela pourrait expliquer
pourquoi les isoformes FXRa3 et FXRa4 sont plus exprimés que les isoformes FXRal et
FXRa2 dans I’intestin. Des expériences supplémentaires pour déterminer les interactions
possibles entre les différents facteurs exprimés dans I’intestin et le foie seraient nécessaires

afin de mieux caractériser la régulation de I’expression différentielle des isoformes de FXR.
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V - PERSPECTIVES

Plusieurs perspectives intéressantes peuvent étre envisagées pour approfondir les
deux objectifs principaux du projet. Au niveau de I’étude des processus biologiques
documentés par nos résultats de micro-puce, il serait pertinent d’effectuer des essais quant a
savoir comment FXR peut contribuer a la régulation de processus métaboliques liés au
phosphore. Puisque c’est un sujet plutdt vaste, il serait intéressant de commencer par
vérifier I’effet que I’activation de FXR a sur I’absorption du phosphate inorganique.
Comme premiére piste a suivre, cela semble pertinent étant donné la fonction principale de
SLC20A1. Cependant, puisque les processus biologiques liés au phosphore n’impliquent
pas seulement son absorption, d’autres avenues seraient envisageables. Pour ce qui est des
processus d’adhésion et d’organisation du cytosquelette, des essais de résistance
transépithéliale pourraient étre faits dans un contexte inflammatoire. Par exemple, avec des
cellules Caco-2/15 traitées au DSS il serait intéressant de voir comment I’activation de
FXR méne a une diminution de I’effet inflammatoire. La recherche de génes cibles dans ces
conditions non physiologiques pourrait nous donner une idée quant a savoir quels génes
servant au maintien de I’intégrité épithéliale FXR est vraiment en mesure de réguler. 11
serait également intéressant de réaliser des essais d’adhérence des cellules Caco-2/15 avec
diverses composantes de la matrice extracellulaire pour déterminer si I’activation de FXR

favorise des interactions cellules-matrice.

Pour ce qui est du géne cible identifié, soit SLC20A1, des analyses de mutagenése
permettraient de déterminer avec précision la séquence a laquelle FXR se lie au promoteur.
Il serait également important de caractériser par essais luciférase I’activation de ce
promoteur par FXR et également de déterminer quelles autres protéines peuvent étre
impliquées. On pense notamment au partenaire de FXR, RXR ainsi qu’aux coactivateurs de
FXR. Des essais luciférase préliminaires semblent suggérer que le promoteur SLC20A1
répond a la présence de FXR activé par le GW 4064, mais que le coactivateur PGC-1a est

requis pour obtenir un effet transcriptionnel (Résultats non illustrés).
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Au niveau des perspectives de notre second objectif, des analyses supplémentaires
seraient requises pour bien caractériser la réponse du promoteur FXRa3/a4 aux facteurs
HNF1la, HNF4a et Cdx2. 11 serait pertinent de déterminer si d’autres éléments de réponses
potentiels sont uniquement présents au niveau du promoteur FXRa3/a4. La présence
d’autres éléments distincts permettrait d’approfondir encore plus la régulation de
I’expression différentielle de FXR dans les tissus. En effet, FXRa3 et FXRa4 sont les
isoformes prédominants au niveau des reins, bien que Cdx2 ne soit pas exprimé au niveau
de cet organe. Cela nous suggére que d’autres facteurs de transcriptions spécifiques aux
reins ou communs aux reins et a l'intestin peuvent activer le promoteur FXRa3/a4.
Egalement, il serait intéressant de soumettre un modéle cellulaire hépatique tel les HepG2 a
la surexpression de Cdx2 pour déterminer si I’expression de FXRa3 et FXRa4 augmente
dans ces conditions. Une telle expérience consoliderait encore plus le réle de Cdx2 en tant

que facteur favorisant I’expression des isoformes de FXR spécifiques a I’intestin.

Comme perspective plus générale et moins liée a mes deux objectifs, je crois que
I’étude de la région N-terminale des isoformes de FXR serait intéressante a réaliser. En
effet, la séquence d’acides aminés issue de l'utilisation des deux promoteurs n’est pas
identique lorsque I’on compare les isoformes par alignement informatique. Il serait
pertinent de déterminer si des modifications post-traductionnelles différentes sont présentes
au niveau de cette région et surtout si la liaison de coactivateurs ou corépresseurs propres a
chacune des paires d’isoformes se produit. Des recherches en ce sens meéneraient
possiblement a caractériser de maniére plus fine I’activité transcriptionnelle de FXRa3 et

FXRa4 par rapport a FXRal et FXRa2.
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Cartes des vecteurs pour Pexpression de protéines :

pLenti :

TOPO

IX_-— —_
1331 R T s e @

Comments for plenti6/V5-D-TOPO®
6963 nucleotides

RSV entiancat/promolter: bases 1-229
HIV-1 5" LTR: bases 230410
5 sphce donos: base 520
HIV-1 ps (y) packaging sequence: bases 521-565
HIV-1 Reav rasponse element {RRE): bases 1075-1308
3 splce acoapixr: base 1656
3 spkce accaplor: bass 1684
CMV promoter: bases 1809-2392
CMV forward priming site: bases 274-2294
Directional TOPO® site: bases 2431-2444
V5 apilopa. bases 2473-2514
V5({C-erm) reverse priming s#e; bases 2482-25¢2
SVA40 eatly promoter and ongin: bases 2569-2877
EM7 promoter: bases 2932-2998
Blasticdin ressstance gene: bases 2999-3397
AU3/HIV-1 3 LTR: bases 3484-3717

AU3: bases 3484-3536

Truncated HIV-1 3" LTR: bases 3537-3717
SV40 potyadenylation signal: bases 37893920
blapromoter. bases 4779-4877
Ampicitin {b/a) resistance gane: bases 4878-5738
pUC ongin: bases 5883-6556




pcDNA :

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Comments for pcDNA3.1 (+)
5428 nudeotides

CMV promoter: bases 232819
T7 promoter/priming site: bases 863-882
Muliple cloning site: bases 895-1010
pcDNA3. 1/BGH reverse priming site: bases 1022-1039
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pBAT :
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Le vecteur pBAT a ét€ produit a partir du clonage de la région 5> UTR du géne de la B-

globine en amont du site de clonage multiple du vecteur pBluescript SK+ (Annweiler ef al.,

1991).

f1 (+) origin 138-444
g-goladosidase o-fragment 463-816
multiple cloning site 653-760
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1 {+) on
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(sequence shown 601-826)

T7 Promoter
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||(pu li)ml Xbo | Sall
» K primer binding s e .
Hot |
Spe | Xba | tagl BsX i Sach Sacl

|
. .ATCGATAAGCTTGATATCGAAT TCCTGCAGCCCGOGGGATCCACTAGT TCTAGAGCGGC CGCCACCGCGGTGGAGCTCCA. . .

mer binding site

" T3 Promoter

3K primer binding site

| o-frog ment

.. .mTTTTG’TTC‘CCTTTAGTGAG(BTTMTT'TCGAGCTTGGCGTMT‘CATGGTCATAGCTGTTT('JC

T 13 prm et binding sie
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pBabe :
Pstl (6)
Scal (4735) Xbal (184)
Pvul (4625) N SLIR
Fspl(4477) /
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Cartes des vecteurs pour P’étude de promoteurs :

pGL3-Basic :

Muttipie cloning region 1 58
Luciferase gene (luc-} 88-1740
Glprimer2 binding sre 89-111
SV40 fate poly(A) signal 1772-1993
RVprimer4 binding site 208020861
ColE 1-dernved plasmid

replication origin 2318
P-lactamase gene (Ampr) 3080-3940
{1 origin 4072-4527

upstream poly(A) signal  4658- 4811
RVprimer3 binding site  4760-4779

ori

origin of

Direction of transcription

K—_\

replication
in E coli.

2010(Sall
2004 BamH|I

SV40 late
poly(A) signal

(for luc+ reporter)
Hpal 1902

Xbal 1742

Amp’
Gene confetring Ampicillin
resistance in E Col

1 ori
origin of replication
derived from
filamentous phage

Direction of ssDNA

FGL3‘ Basic stand synthesis
Vector
(4818bp)

luc+

cDNA encoding the
modified tirefly luciterase

Direction of transcription

Synthetic poly(A)
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signal / transcriptional

pause site
(for background
reduction)

Kpnl
Sacl
Miul
Nhel
Smal
Xhol
Bgill
Hindlli

&/ | Ncol 86
# Narl 121

11
15
21
28
32
36
53
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phRL-SV40 :
1883 BamH | phs:l;fovrw Byl 1
SVSS'J?: (3705bp) Kprr | 58
1631 Xpal En:gn?brri romoter
hRive Promotor Hind 11 420
\_ Pst| 462

Nhe €84

WT2vA04_DA

Figure 7. The phRL-SV40 Vector circle map. Additional description. —*—, position of intron;
hR/uc, synthetic cDNA sequence encoding the Renilla luciferase enzyme; Amp', gene confer-
ring ampicillin resistance in E. coff; ori, origin of plasmid replication in E. coli. Arrows within the
hR/iuc and Ampr gene indicate the direction of transcription.

phRL-SV40 Vector Sequence Reference Points:

SV40 early enhancer/promoter region 7-425
Chimeric intron 486-622
T7 RNA polymerase promoter (—17 to +2) 666-684
T7 promoter transcription start site 683
hR/uc reporter gene 694-1629
Sv40 late poly(A) region 1651-1872

B-lactamase (Ampf) coding region 2019-2879



