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Résumé
Dérégulation de ’axe endocrine FGF15/FGF4 lors d’infection du systéme
entérohépatique.
Par
Guillaume Romain
Département de microbiologie et infectiologie

Mémoire présentée a la Faculté de médecine et des sciences de la santé
Faculté de médecine et sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, J1IH 5N4

Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19 chez ’humain ; FGF15 chez la souris) est un
régulateur central du métabolisme hépatique. Cette molécule a un impact important au
niveau de la différentiation neurologique et de D’oreille interne au stade feetal. A 1’age
adulte, le patron d’expression est restreint au systéme gastro-intestinal. Contrairement aux
autres membres de la superfamille des FGFs, FGF19/15 agit de mani¢re endocrine car il
n’est pas retenu par la matrice extracellulaire et peut rejoindre la circulation sanguine.
L’expression de FGF19/15 est induite par les acides biliaires au niveau de I’intestin gréle,
plus précisément 1’iléon. Les acides biliaires lient le récepteur nucléaire Farnesoid-X-
Receptor (FXR) qui peut ensuite s’hétérodimériser avec Retinoid-X-Receptor (RXR) pour
se lier au promoteur de FGF19/15, ce qui enclenche son expression. Une fois dans le sang,
I’hormone rejoint le foie et son action est médiée par le complexe de récepteur Fibroblast
Growth Factor Receptor 4 (FGFR4) et B-Klotho (BKL). Une fois les récepteurs activés,
FGF19/15 module la glycémie en inhibant la néoglucogenese hépatique et en activant la
synthese du glycogene, le flux protéique en activant elF4B et la lipémie en inhibant les
enzymes clefs de la lipogénese. FGF19/15 joue aussi un role majeur au niveau du
métabolisme biliaire. Ce dernier permet de réduire la production d’acide biliaire en
inhibant la Cholesterol 7-o0. oxygenase (CYP7A1).

Les travaux présentés dans ce mémoire portent dans un premier temps sur la
caractérisation des conséquences amenées par I’infection sur [’axe endocrine
FGF15/FGFR4. Un premier manuscrit traite de I’expression des différents génes clefs du
systeme et de leur perte lors d’une infection a Salmonella typhimurium, 1’agent pathogene
causant la fievre typhoide chez la souris, et des conséquences sur I’homéostasie biliaire. 11
est possible de remarquer une perte de I’expression de FGF15 au niveau de I’intestin et de
FGFR4 et B-Klotho au niveau du foie, en plus de plusieurs transporteurs responsables
d’amener différents composants clefs de la bile a la vésicule biliaire ou a la circulation
sanguine. Le deuxiéme volet du travail consistait a déterminer le mécanisme derriere la
perte du complexe de récepteurs FGFR4/B-Klotho. Les résultats préliminaires démontrent
que la perte de B-Klotho semble étre médi€¢e seulement par le processus inflammatoire
normal et la perte de FGFR4 semble étre Sa/monella dépendante, par le biais de la voie c-
Jun N-terminal kinases (JNK) et le facteur de transcription Hepatic Nuclear Factor 1
alpha (HNF1a)

Mots Clefs : Salmonella typhimurium, FGF15, FGF19, FGFR4, B-Klotho, inflammation,
acides biliaires.
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1. Introduction

Le systéme digestif consiste d’un tractus s’allongeant de la bouche jusqu’au rectum
et comprend plusieurs organes auxiliaires qui permettent la digestion de la nourriture. Ce
tractus rempli cinq fonctions majeures : le mouvement de la nourriture au travers du
systeme, la sécrétion de sucs digestifs et de mucus, la digestion, 1’absorption de cette
nourriture digérée et I’¢limination des déchets par défécations. Le systéme digestif contient

plusieurs mécanismes de défense afin de se débarrasser des microorganismes ingérés.

Le bol alimentaire, partiellement digéré, quitte I’estomac et rejoint le petit intestin.
En moyenne, 9 litres de chyme gastrique et de sécrétions provenant du pancréas, du foie et
de la vésicule biliaire sont déversés au niveau du duodénum. Environ 95% de ce liquide est
réabsorbé par les entérocytes le long de I’intestin gréle (Sonne, P. ef al. 2014). Le petit
intestin est divis€ en trois parties: le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Les trois
architectures partagent la méme structure formée, de D’intérieur vers I’extérieur, d’une
muqueuse, une sous-muqueuse, une couche musculaire interne, une couche musculaire
externe et une séreuse. La muqueuse du petit intestin comprend des villosités qui projettent
vers le centre de la lumiére et qui sont séparées par des cryptes. Le type de cellule
prédominant dans I’épithélium est I’entérocyte, ce sont des cellules absorbantes contenant
des microvillosités du coté apical. Les cellules caliciformes sont retrouvées entre les
entérocytes, leur fonction est de sécréter la mucine, le composant majeur du mucus. Les
cellules entéroendocrines sont retrouvées a I’intérieur des cryptes, elles sont responsables

de sécréter des facteurs endocriniens, des messagers locaux et d’interagir avec le systeme



nerveux entérique (Schonhoff, SE. et al. 2004). Les cellules de paneths sont retrouvées
dans le fond des cryptes. Elles contiennent des granules qui renferment plusieurs composés
antimicrobiens. Lorsqu’exposées a des bactéries ou a des antigénes, les cellules de paneth
sécretent le contenu des vésicules dans la lumiére intestinale, ce qui contribue au maintient

de la barriere gastrointestinale.

La digestion se produit majoritairement au niveau du duodénum, tandis que
I’absorption des nutriments se produit dans le jéjunum et I’iléon. Le jéjunum et I’iléon sont
histologiquement identiques, a I’exception de leurs villosités et la présence de cellules de
Paneth. Le reste du bol alimentaire atteint ensuite le gros intestin. Il faut environ 16 heures
au colon pour terminer la digestion. Son role est d’absorber I’eau et les nutriments restants
et d’envoyer les particules indigestes au rectum pour excrétion. Le colon est aussi
responsable d’absorber les vitamines synthétisées par la microflore intestinale comme la

vitamine K (Shearer MJ. ef al. 1996).

1.1 Axe foie-intestin

Le foie joue un role important au niveau de ’homéostasie et de la défense contre
certaines pathologies et le stress. En réponse a I’inflammation chronique, le foie synthétise
des protéines de phase aigiie, ce qui modifie le métabolisme des macronutriments et le
volume de cellules immunitaires augmentent (Leroux, A. ef al. 2012). Des anomalies au
niveau du systeme gastro-intestinal et les maladies infectieuses sont associées a un plus
grand risque de développer des stéatohepatites non-alcooliques et des cirrhoses (Kobayashi,

Y. etal 2012).



Les acides biliaires, qui permettent la solubilisation des graisses au niveau de
’intestin, jouent un réle au niveau de la stimulation des récepteurs aux acides biliaires, au
maintien de D’intégrité¢ intestinale et a la régulation du métabolisme du glucose et des
lipides dans le foie (Smith, MI. et al. 2013). La quantité d’acide biliaire sécrétée par le foie
varie selon le nombre de repas et la teneur en lipide de ceux-ci, le volume peut varier entre
12 et 36 grammes par jour. Le niveau basal de synthése du foie est d’environ 600 mg par
jour, ce qui est suffisant pour remplacer ce qui a ét¢ perdu dans les féces. Un mécanisme de
recyclage est donc nécessaire pour assurer une quantité adéquate d’acides biliaires en tout
temps, ce mécanisme se nomme la « circulation entérohépatique » (voir figure 1 p. 4). Cela
se produit au niveau de 1’1léon terminal et du colon, les acides biliaires sont réabsorbés et
retournés au foie par la veine porte hépatique. Le recyclage se produit de 4 a 12 fois par
jour habituellement. Si la réabsorption n’est pas possible, le foie peut synthétiser jusqu’a 6

g d’acides biliaires par jour (Walter, F. et al. 2008)

Les acides biliaires sont des surfactants digestifs qui aident a I’absorption des
lipides et des vitamines liposolubles au niveau de la lumiére intestinale. La synthese
d’acides biliaires représente la principale voie catabolique du cholestérol, environ 50% du
cholestérol est transformé par jour (Insull, W. et al. 2006). Cette production se produit
exclusivement au niveau du foie dans les hépatocytes par une série de réactions
enzymatiques qui rend le cholestérol plus hydrosoluble. La production est majoritairement
faite dans les hépatocytes dans la périphérie de la veine centrale hépatique (Twisk, J. et al.
1995). Les acides biliaires issus de cette voie sont les acides biliaires primaires. Chez

I’humain, il s’agit de I’acide cholique (CA) et I’acide chénodésoxycholique (CDCA).
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Figure 1. Schématisation de la circulation entérohépatique des acides biliaires.

Les acides biliaires sont synthétisés au niveau du foie et stockés dans la vésicule
biliaire. L’apport alimentaire provoque une éjection de la bile dans la lumiere du
duodénum. Les acides biliaires parcourent le petit intestin. L’absorption passive se
produit tout au long du petit intestin, 'absorption active se produit dans l'iléon et le
tout retourne au foie. Adapté de Walter, F. et al. 2008



Au niveau de la lumiéreintestinale, les bactéries métabolisent le CA et le CDCA en acides
biliaires secondaires, soit I’acide déoxycholique et I’acide lithocholique respectivement

(Lefebvre, P. et al. 2009).

Les étapes menant a la synthése d’acides biliaires primaires commencent par
I’hydroxylation du cholestérol par une enzyme du cytochrome p450, la cholestérol 7a-
hydroxylase (Cyp7Al). Cette enzyme constitue ’étape limitante de la voie neutre de
biosynthese des acides biliaires (Pullinger, CR. et al. 2002). L’activit¢ de Cyp7Al est
sujette a une régulation complexe. Les acides biliaires peuvent aussi étre synthétisés par
une autre voie métabolique, dit la voie acide. L’enzyme responsable de cette voie est la
Cyp27A1 qui convertit les oxystérols en acides biliaires. Seulement 6% des acides biliaires
sont faits de cette maniere (Crosignani, A. et al. 2007). Le ratio de CA : CDCA est
déterminé par I’interaction des intermédiaires de la voie avec I’enzyme Cyp8B1, ce ratio

détermine I’hydrophobicité de la bile (Staels, B. et al. 2009).

Ces acides biliaires vont ensuite €tre stockés au niveau de la vésicule biliaire sous
forme de bile, un mélange de micelles avec des phospholipides et du cholestérol
principalement. Par contre, les acides biliaires primaires sont d’abord conjugués avec la
taurine ou la glycine pour réduire 1’hydrophobicité (Lefebvre, P. et al. 2009). Lorsque le
bol alimentaire fait son entrée dans le petit intestin, il y a augmentation de la concentration
d’acides gras et d’acides aminés et cela est détecté par les cellules L. Il y a sécrétion de la
cholécystokinine (CCK) au niveau du sang (Liddle, RA. ef al. 1985). Le récepteur de
I’hormone est présent au niveau de la couche musculaire entourant la vésicule biliaire, la

fixation de CCK cause une contraction du muscle ce qui permet le déversement de la bile



au niveau de la lumiére intestinale (Moran, TH. et al. 2004). Les acides biliaires sont
réabsorbés par les entérocytes par deux mécanismes, 'un d’eux passif et I’autre actif.
L’absorption passive se trouve au niveau de tout D’intestin et est responsable de la
réabsorption des acides biliaires déconjugués. La réabsorption active se produit
principalement au niveau de I’iléon terminal, la protéine ASBT permet le passage de la
molécule vers le cytoplasme. Les acides biliaires sont par la suite transportés du coté
basolatéral par des protéines de transport et exportés dans la circulation par le complexe
OSTa-OSTp. Les acides biliaires sont tirés de la circulation de la veine porte par la sodium-
taurocholate cotransporting peptide (NTCP) sur la membrane des hépatocytes et renvoyés

dans les canalicules biliaires par la bile salt export pump (BSEP) (Dawson, P. et al. 2009)

1.2 La cholestase

La cholestase se produit lorsqu’il y a un arrét du débit biliaire dans les voies
hépatiques pouvant provoquer une jaunisse, ou un ictere. Cet arrét est caractérisé par un
obstacle physique de I’évacuation de la bile, ce blocage peut étre au niveau intra-hépatique
ou extra-hépatique. La cholestase peut se produire lors de deux circonstances, lorsqu’il y a
une perturbation des mécanismes de production de la bile au niveau de I’hépatocyte ou
lorsque les mécanismes de sécrétions et de transit de la bile sont entravés (Trauner, M. et
al. 1998). La formation de la bile est controlée par une variété de systemes d’importations
et d’exportations localisées au niveau basolatéral et apical des hépatocytes et des

cholangyocytes, respectivement.



La cholestase héréditaire est caractérisée principalement par une mutation au niveau
des geénes responsables du transport des composantes de la bile. Ces défauts sont par contre
trés rares, mais révelent plusieurs mécanismes derriere les pathologies de formation de la
bile. Dans la plupart des désordres biliaires, 1’altération de 1’activité des transporteurs est
une conséquence de la cholestase et non la cause. Les modifications sont dues au fait que le

foie essaie de se débarrasser des exces de bile dans les hépatocytes.

La cholestase induite par I’inflammation est la cause la plus commune d’ictére chez
les patients hospitalisés (Whitehead, MW. et al. 2001). Les cytokines pro-inflammatoires
réduisent I’expression des genes codant pour les transporteurs des composantes de la bile et
causent des changements structurels du cytosquelette (Geier, A. et al. 2006). La
reconnaissance des cytokines par les cellules réduit D’activité transcriptionelle des
récepteurs nucléaires et des facteurs de transcription menant a une inhibition de
I’absorption basolatérale (Ntcp, Oatp) et de I’excrétion vers la canicule biliaire (Bsep,
Mrp2) (Kim, MS. ef al. 2003). L’inflammation provoque aussi une augmentation de
I’expression d’autres protéines d’exportation controlée par NF-kB, ce qui confére aux
cellules une résistance au stress métabolique induit par les cytokines (Vos, TA. et al. 1998).
En plus des changements observés dans les hépatocytes, les cytokines augmentent la
concentration de monoxyde d’azote (NO) dans les cholangiocytes, ce qui inhibe la

sécrétion de la bile et peut mener a une cholestase ductale (Spirli, C. ef al. 2001).

1.3 Le recépteur nucléaire FXR
Les acides biliaires agissent comme ligand naturel pour le récepteur nucléaire

Farnesoid-X-Receptor (FXR). L’activation par son ligand cause son hétérodimérisation



avec le récepteur nucléaire Retinoid-X-Receptor (RXR). Le complexe peut ensuite se lier a
des ¢léments promoteurs de génes et controler la transcription de ceux-ci (Kemper, JK. et
al. 2011). Une des cibles majeures de FXR est la protéine SHP (small heterodimer partner).
SHP agit comme un répresseur de transcription, ¢’est un récepteur nucléaire qui n’a pas de
domaine de liaison a ’ADN (Zhang, Y. et al. 2008). SHP est responsable de 1’inhibition
des genes jouant un role dans la synthése d’acides biliaires. La liaison avec LRH-1 (/iver
receptor homologue-1) inhibe 1’expression de la cholesterol 7a-hydroxylase, soit I’enzyme

limitant dans la production d’acides biliaires (voir figure 2 page 9).

La protéine FXR est exprimée surtout au niveau des organes responsables de la
circulation entérohépatique des acides biliaires, donc le foie et les intestins, mais elle est
aussi présente au niveau d’autres organes comme le tissu adipeux (Bishop-Bailey, D. et al.
2004). Les différents acides biliaires donnent divers niveaux d’activités a FXR. Les acides
biliaires sont classés du meilleur activateur au plus faible de la manicre suivante : acide
chenodéoxycholique, acide déoxycholique, acide lithocholique et acide cholique (Parks,
DJ. et al. 1999). FXR a une capacité de liaison différente en fonction de 1’hydrophobicité
de la molécule (Chiang, JY. 2009) Des études ont démontrées que des changements
sélectifs dans la composition des acides biliaires menaient a des conséquences
métaboliques (Li, F. ef al. 2013). Des déficiences en acide cholique et désoxycholique
causent une plus faible activation de FXR, ce qui contribue a un phénotype diabétique

(Haeusler, RA. et al. 2012).
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Figure 2. FXR contrdle lI'expression de FGF15 et module le métabolisme
hépatique.

La présence d’acides biliaires dans 'entérocyte permet la dimérisation de FXR et RXR.
Ce complexe active la transcription de FGF15. L’hormone rejoint le foie par la veine
porte hépatique et est reconnu par le complexe de récepteur FGFR4 et (-klotho. La
transducton de signal mene a une baisse de la synthese d’acides biliaires, une
augmentation de la synthese de glycogéne et des protéines et une diminution de la
gluconéogenese. Adapté de Potthoff M ] et al. 2012.
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1.4 Fibroblast growth factors (FGFs)

Les fibroblast growth factors (FGFs) sont reconnus par les fibroblast growth factors
receptors (FGFRs) dans les cellules cibles. Les FGFs sont retenus dans le tissu par une
composante de la matrice extracellulaire, [’héparine sulfate. Ce protéoglycan augmente
I’affinité¢ et la stabilit¢ du complexe FGF-FGFR (Ornitz, DM. 2000). Présentement, 4
FGFRs ont été découverts et les récepteurs FGFR1, FGFR2 et FGFR3 ont des variantes
d’épissages qui ont des affinités différentes pour les FGFs (Zhang, X. et al. 2006). Le
patron d’expression des FGFs et de leurs récepteurs offre un niveau additionnel de
discrimination car ils sont exprimés différemment dans les tissus (Jones, S. 2008). A
I’intérieur de la famille des FGFs, il existe 7 sous-groupes basés sur la séquence des acides
aminés. De maniere générale, les FGFs d’une méme famille partagent des séquences
d’acides aminés et des fonctionnalités similaires. Les FGFs sont normalement considérés
comme des facteurs paracrines et permettent la différenciation des tissus et I’organogénese

durant ’embryogénéese (Beenken, A. et al. 2009).

Ceci ne s’applique pas au sous-groupe de FGF19, FGF21 et FGF23 chez I’humain.
Les séquences protéiques de ces facteurs sont tres diverses, ils sont regroupés ensemble car
ils ne ressemblent pas aux membres des autres groupes (Goetz, R. ef al. 2007). 1ls partagent
par contre plusieurs propriétés, méme si leurs structures ne se ressemblent pas.
Premiérement, leur expression est régulée par des récepteurs nucléaires activés par des
ligands. L expression de FGF19 (FGF15 chez la souris) est régulée par FXR, un récepteur
d’acide biliaire. Le récepteur a acide gras peroxisome proliferator-activated receptors

(PPAR) régule I’expression de FGF21 (Inagaki, T. et al. 2007) et FGF23 est régulée par
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Vitamin D receptor (VDR) (Shimada, T. et al. 2005). Les FGFs typiques ont un motif
protéique composé de 12 feuillets B chargés positivement, ce qui permet la liaison a
I’héparine. Dans le cas des FGFs atypiques (FGF19, 21 et 23), le motif protéique est
perturbé (Harmer, N. et al. 2004). Ce changement diminue I’affinit¢ des FGFs atypiques
pour I’héparine et I’héparine-sulfate, ce qui permet aux facteurs de quitter I’espace
interstitiel. Ces 3 FGFs peuvent donc agir de maniere endocrinine. FGF23 est sécrété au
niveau de I’os et régule le métabolisme de la vitamine D et du phosphate au niveau du rein.
FGF21 est produit par le foie qui régule la réponse au jeline en signalant au niveau du
cerveau et du tissu adipeux. FGF19 est une hormone sécrétée par I’intestin en réponse aux

acides biliaires et a une action dans le tissu hépatique (Yu, X. ef al. 2005).

Les FGFs atypiques ont aussi besoin de la protéine P-klotho dans leurs
signalisations. B-klotho est une protéine transmembranaire avec un seul passage et le patron

d’expression est restreint a quelques tissus (Torres, PU. et al. 2007).

1.4.1 Fibroblast growth factor 19/15 (FGF19-FGF15)

FGF19 a été isolé en premier au niveau du cerveau humain, le cartilage fcetal, la
peau, la rétine, la vésicule biliaire et principalement au niveau de I’intestin (Nishimura, T.
et al. 1999). FGF15 est I’orthologue chez la souris (Xie, MH. et al. 1999). L’activation du
récepteur par FGF19 est plus complexe que dans le cas de FGF21 et 23. Ces derniers
n’interagissent pas directement avec les FGFRs et nécessitent B-klotho. FGF19 peut utiliser
le co-récepteur B-klotho ou interagir directement avec FGFR4 (Wu, X. et al. 2008) et
activer la transduction de signal. Cette caractéristique permet a FGF19 de fonctionner

seulement par FGFR4 ou avec de multiple FGFRs lorsque B-klotho est présent (Wu, X. et
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al. 2007).

FGF19 a une fonction au niveau du développement de I’oreille interne dans le
cerveau de poulet (Ladher, K. et al. 2000) et régule le métabolisme hépatique de la souris
(Tomlinson, E. ef al. 2002). Des souris transgéniques pour FGF19 sont protégées d’un gain
de poids et de I’obésité résultant d’une augmentation de ’utilisation d’énergie, 1’utilisation
de lipides. Il a aussi ét¢ démontré que la glycémie, le niveau de lipides sanguins et la
quantité de graisse dans le foie sont plus bas chez les souris transgéniques. FGF19 participe
a une boucle de régulation négative de la synthése des acides biliaires. Les acides biliaires
activent le récepteur nucléaire FXR au niveau de l’intestin et stimule la production de
FGF19. Lorsque I’hormone rejoint le foie, la signalisation par FGFR4 inhibe la

transcription de Cyp7A1 (Yu, C. et al. 2005).

1.5 Récepteurs de FGF15

1.5.1 Fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4)

FGFR4 est un récepteur tyrosine kinase qui régule la prolifération, différentiation et
la survie cellulaire (Turner, N. et al. 2010). Le récepteur posséde un domaine tyrosine
kinase intracellulaire qui est activé par la liaison de FGF19 sur le domaine
immunoglobuline extracellulaire. La liaison du facteur résulte en une homodimérisation du
récepteur, I’autophosphorylation de celui-ci et I’activation de la signalisation cellulaire. Les
voies activés sont, mais ne sont pas limitées a, la voie des MAP kinases, la voie anti-
apoptotique AKT-dépendant et la voie de signalisation des STAT (Ornitz, DM. et al. 1996).

FGFR4 est exprimé sous la forme d’un seul isoforme, le FGFR4c. En absence de B-klotho,
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seulement FGF19 peut étre reconnu par le récepteur et déclencher la transduction de signal

(Wu, X. et al. 2009).

Il a été démontré que FGFR4 est retrouvé dans plusieurs tumeurs, notamment celles
de la prostate, du colon, du pancréas, du sein et plusieurs autres (Sahadevan, K. et al.
2007). Ce qui suggére que le récepteur a une action au niveau de la division cellulaire. De
plus, les souris transgéniques pour FGF19 développaient plus de cancers hépatocellulaires
que les souris normales (Lin, BC. et al. 2007). Le récepteur a aussi une influence au niveau
du métabolisme biliaire dans le foie, son activation mene a la répression de Cyp7Al,
I’enzyme limitante dans la production d’acides biliaires. Cette diminution est controlée par
la protéine SHP. Ce facteur interagit avec LRH-1 et empéche la liaison au promoteur du

gene.

Le contrdle de I’expression de FGFR4 n’est pas bien connu. Une étude menée dans
une lignée cellulaire pancréatique surexprimant FGFR4 a révélé que la liaison de HNFla a

I’amplificateur du géne était essentiel (Shah, RN. ef al. 2002).

1.5.2 Le co-récepteur B-klotho

B-klotho fait partie de la famille klotho, c’est une protéine a un seul passage
transmembranaire d’environ 130 kDa avec un domaine cytoplasmique trés court. Le
domaine extracellulaire contient deux répétitions, chacune d’elle partageant une identité¢ de
20-40% avec la B-glucosidase bactérienne et la lactase glycosylcéramidase des mammiferes
(Ito, S. et al. 2000). Le co-récepteur est exprimé au niveau du tissu adipeux, du foie et du

pancréas (Ogawa, Y. et al. 2007).
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La distribution des FGFRs est treés étendue au niveau de 1’organisme, B-klotho est
exprimé selon un patron plus restrictif et facilite la formation du complexe FGF/FGFR. La
co-localisation des FGFRs et de B-klotho est nécessaire a la signalisation et permet de
spécifier le tissu cible pour la signalisation des FGFs (Polanska, UM. ef al. 2011). B-klotho
a d’abord ét¢ identifié comme agent contre le vieillissement, la surexpression de la protéine
a été associée a une durée de vie plus longue chez des souris (Kuro-o, M. ef al. 1997). Tres
peu d’information est disponible par rapport a I’expression du gene et de son action au

niveau du complexe FGF/FGFR.

2. Pathogenes du systéme entérique

Les modifications du métabolisme de 1’h6te sont souvent remarquées lors de
maladies infectieuses (McGuinness, OP. 2005). Les changements sont caractérisés par une
modulation du métabolisme du glucose, des lipides, des protéines et des acides aminés qui
peuvent mener a une perte nette de protéines et une hyperglycémie ressemblant au diabete

(Powanda, MC. Et al. 2003 et McGuinness Op. 2005).

2.1 Salmonella typhimurium

La bactérie Salmonella est un batonnet Gram-négatif. Le genre Salmonella
comporte 2 especes, Salmonella bongori et Salmonella enterica. 11 y a par contre plus de 2
500 sous-types de S. enterica. La prévalence des maladies causées par Salmonella est en
déclin dans les pays développés, Salmonella enterica sérotypes paratyphi et typhi causent

toujours des fievres entériques dans les pays en voie de développement, surtout en Asie et
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dans certaines régions de 1I’Afrique (Gordon, MA. 2009 et Sheikh, A. et al. 2009). Ces
pathogenes sont responsables d’environ 22 millions de nouveaux cas par année qui menent
a environ 20 000 déces, surtout dans les régions ou I’hygiéne personnelle est faible et

I’acces a de I’eau potable est impossible (Crump, J. et al. 2004)

Des désordres métaboliques ont été observés lors de 1’infection avec Salmonella,
incluant des changements au niveau des profils protéiques, lipidiques et des déséquilibres
hormonaux. Les mécanismes moléculaires derriere ces changements ne sont pas encore

compris (Khosla, SN. 2008).

Les infections a Salmonella se manifestent de deux maniéres : les gastroentérites,
causées par les sérotypes non-typhoide, et les fievres entériques, causées par les sérotypes
typhoides. Les Salmonella de la premiere catégorie, par exemple S. enterica serovar
typhimurium, causent la gastroentérite par I’entremise de 2 variétés de systéme de sécrétion
de type III (Barthel, M. et al. 2003). Un de ces systémes permet I’invasion des cellules et
cette fonction est associée a I’ilot de pathogénicité de Salmonella (SPI-1) (Zhou, D. 2001),
ce qui permet a la bactérie de pénétrer a I’intérieur des enterocytes. L’ilot de pathogénicité
de Salmonella (SPI-2) entraine la survie de la bactérie a 'intérieur des macrophages
(Abrahams, GL. et al. 2006). L’invasion des entérocytes est observée entre 10 et 15
minutes suite a 1’ajout de la bactérie a la lumiére intestinale, la majorité¢ des bactéries se
retrouvent au niveau de la lamina propria aprés 4 heures (Santos, RL. et al. 2002). Un
mécanisme de défense pour 1I’évacuation de 1’organisme a été suggéré. Apres I'infection de
cellules épithéliales polarisées Caco-2 C2Bb21, I’expression de SPI-1 et des genes

flagellaires diminue, les niveaux reviennent a la normale lorsque la bactérie se divise
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activement dans le cytoplasme (Knodler, L. ef al. 2009). Les cellules épithéliales contenant
des bactéries en division active sont poussées a 1’extérieur de la couche apicale du tissu et
relachées au niveau de la lumiere intestinale dans un processus ressemblant a la
desquamation des enterocytes au sommet des villosités. Il est par contre inconnu si ce
mécanisme est responsable de la perte du pathogeéne ou s’il permet d’augmenter la quantité
de bactérie au niveau de la lumiére (Andrews-Polymenis, H. ef al. 2010). L’intéraction des
cellules de I’hote avec S. typhimurium enclenche la production de cytokines pro-
inflammatoires qui meéne au recrutement des neutrophiles, la marque pathologique des
gastroentérites causées par les salmonelles non-typhoide. Les facteurs de virulence
contribuant a I’inflammation sont SPI-1 et le flagelle, ces deux composés sont tres
importants au début de 1’infection, et SPI-2, qui contribue a la persistance de la maladie

(Hapfelmeier, S. et al. 2004).

Suite a I’invasion initiale, la bactériec se retrouve au niveau de cellules
mononucléées (macrophages et cellules dendritiques) et au niveau des neutrophiles du tissu
sous-jacent (Santos, RL. et al. 2002). Le systeme de sécrétion de type III de SPI-2 est
essentiel au maintient de la bactérie au niveau du foie, de la rate et de ’intestin (Tsolis,
RM. et al. 1999 et Hensel, M. et al. 1995) et qui permet la survie a I'intérieur des cellules

phagocytaires (Ochman, H. et al. 1996).

Salmonella typhi, I’agent pathogéne qui cause la fievre typhoide, partage plusieurs
facteurs de virulence comme les ilots de pathogénicité et le flagelle. La présentation
clinique est par contre trés différente, le développement de la fievre n’est pas le méme que

la gastroentérite. La fievre typhoide a une période d’incubation d’environ 2 semaines,
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comparée a 12-72 heures pour la gastroentérite (Olsen, SJ. ef al. 2003). De plus, la réponse
immunitaire déclenchée par S. fyphi est différente de celle causée par S. typhimurium. Les
cellules immunitaires recrutées sont surtout les monocytes (Nguyen, Q. et al. 2004), mais
trés peu de détail sont disponibles afin d’expliquer ces différences (Wyant, T. ef al. 1999).
La bactérie rejoint la vésicule biliaire a partir des vaisseaux sanguins du foie et les conduits
biliaires (Parry, CM. et al. 2002). Salmonella typhi persiste ensuite au niveau de cet organe
et peut causer des rechutes, la bactérie est aussi excrétée au niveau de la lumiére intestinale

(Hornick, RB. et al. 1970) (voir figure 3 page 18)

Au niveau de la souris, notre modele, Salmonella typhimurium est 1’agent causant la

fievre typhoide, tandis que la bactérie provoque la gastroentérite chez 1’humain.

2.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est un pathogéne Gram-positif d’origine alimentaire qui
cause la listériose. Cette bactérie a un patron de croissance unique qui lui permet de
survivre a des environnements dans lesquels la plupart des bactéries ne peuvent subsister.
L’¢écart de température dans lequel la bactérie peut croitre s’étend de sous zéro jusqu’a la
température corporelle, et se développe de maniere optimale entre -10 °C et 18 °C. Ceci
permet la transmission de bactérie a des aliments réfrigérés, ce qui rend Listeria tres
dangereux (Dieterich, G. et al. 2006). Les symptomes varient d’un prodrome grippal avec
diarrhée et vomissement chez les adultes en santé jusqu’a la méningite et la septicémie chez

les individus a risque, soit les immunodéprimés et les ainés (Vivant, AL. et al. 2013)
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Figure 3. Cycle naturel d’une infection a S. typhi. Salmonella typhi colonise les plaques
de Peyers du petit intestin. Les bactéries migrent vers les ganglions lymphatiques
mésentériques et atteignent le foie et la rate via le sang. Apres réplication dans le tissu, un
deuxieme épisode bactériémique se produit et la bactérie retourne au niveau de la lumiere
intestinale par la vésicule biliaire. Les plaques de Peyers sont remises en contact avec la
bactérie pour une deuxieme fois. Les dommages a I’intestin se produisent a cette étape.
Modifié de Everest et al., TIM 9 : 316, 2001

Liver



19

Il s’agit d’un pathogene intracellulaire facultatif qui peut passer au travers de la barriere
intestinale et devenir systémique, la bactérie peut percer la barriere placentaire et
hématoencéphalique (Lecuit, M. 2007). Listeria monocytogenes a aussi la propriété de
pénétrer a I’intérieur de cellules non-phagocytaires par 1’action de deux protéines de
surface, ’internalin A et B (InlA et InIB). InlA interagit avec E-cadhérine, une protéine
exprimée au niveau des cellules épithéliales et qui participe a la formation de jonction
adhérente au niveau basolatéral de la cellule (Mengaud, J. et al. 1996). Ce contact mene a
un réarrangement du cytosquelette d’actine qui méne a une internalisation (Bonazzi, M. et
al. 2008). Listeria monocytogenes s’échappe ensuite de la vacuole par la sécrétion de la
listeriolysine O (LLO). LLO est activé par I’acidification du phagosome et par une protéine

trouvée a I’intérieur du phagosome, GILT (Singh, R. et al. 2008).

Une fois libéré du phagosome, le pathogene se déplace a I’intérieur de la cellule a
I’aide d’une queue d’actine polymérisée par 1’action de la protéine bactérienne ActA. La
bactérie se déplace vers la membrane cellulaire et forme des saillies, des extrusions
membranaires qui permettent le passage de la bactérie aux cellules périphériques (Kocks,
C. et al. 1992). InlC, un facteur de virulence, permet la formation de ces extensions
membranaires en interagissant avec la protéine Tuba, une composante des jonctions
cellulaires apicales (Rajabian, T. et al. 2009). InlC interagit aussi avec IKKa, ce qui
pourrait €tre responsable d’une diminution de réponse immunitaire (Gouin, E. et al. 2010)

(voir figure 4 page 20).
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Figure 4. Processus d’infection et de transmission latérale de Listeria
monocytogenes. Listeria pénéetre a l'intérieur des cellules avec InlA et InlB. La
lystériolysine O permet au pathogene d’échapper au phagosome. La protéine ActA
polymérise l'actine et projette la bactérie au travers du cytoplasme vers la cellule
voisine. InlC permet le passage transmembranaire et le processus se répete. Adapté de
Dission, O. et al. (2013)
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Lorsque Listeria passe du systeme gastro-intestinal jusqu’au sang, la bactérie a
comme foyer de réplication le foie et la rate. L’étendue de la colonisation du petit intestin et
la voie utilisée par Listeria pour rejoindre le systeme sont encore inconnues. Si 1’hote
n’arrive pas a contrdler I’infection, la maladie peut évoluer a une bactériémie prolongée et
asymptomatique. Il est ensuite possible a la bactérie de rejoindre d’autres organes comme le
cerveau (Lecuit, M. 2007). Listeria utilise les mémes procédés afin de s’échapper du

phagosome dans les cellules immunitaires.

3. Objectifs

Tel que mentionné, Salmonella typhi est 1’agent causatif de la fievre typhoide chez
I’homme. Cette bactérie est habituellement introduite dans 1’organisme par ingestion de
nourriture ou d’eau contaminées. L’entrée de la bactérie dans le systeme dérégule le
métabolisme de 1’hote, pouvant mener a des hyperglycémies et des pertes protéiques. Le

mécanisme responsable de ces changements demeure incompris.

Afin de tenter d’expliquer une partie de ces changements, nous posons

I’hypothése suivante: I’infection a Salmonella perturbe I’axe endocrinien FGF15-FGFR4

dans I’hote et c’est ce qui explique certains des changements observés dans 1’hote.

Afin de répondre a notre hypothese, mes travaux de maitrise avaient deux objectifs :

1) Etudier dans un modéle murin de fiévre typhoide les perturbations de I’axe

FGF15-FGFR4
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2) Déterminer les mécanismes cellulaires responsables des modifications observées

dans le modeéle d’infection
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II- MATERIEL ET METHODES

1. Culture cellulaire

1.1 Culture de cellules HelLa

Cette lignée cellulaire tire son origine d’un adénocarcinome chez 1’homme, plus
précisément, du col de 1’utérus. Les cellules HeLa sont les plus utilisées dans le monde de
la recherche car elles sont ’'une des premicres lignées cellulaires humaines créées. Elles
sont tres robustes et se développent trés rapidement (Rahbari R ef al, 2009). La lignée
cellulaire a été gracieusement offerte par Dr. Brendan Bell (Département de microbiologie
et infectiologie, Université¢ de Sherbrooke, Qc, Canada). Les HeLa sont misent en culture
avec du DMEM (Wisent) et une concentration finale de 10% FBS (Wisent) a 37 °C dans
une atmosphere 95% air et 5% CO,. Le milieu de culture est renouvelé au besoin et les

passages sont effectués préalablement a 1’atteinte de la confluence dans un ratio 1 :10.

1.2 Culture de cellules HEK 293

La lignée cellulaire HEK 293 provient d’un tissu rénal embryonnaire de ’homme.
Ces cellules ont une grande capacité de transfection. Les HEK 293 sont cultivées de la
méme maniere que les cellules HeLa. La lignée cellulaire a été gracieusement offerte par
Dr. Brendan Bell (Département de microbiologie et infectiologie, Universit¢ de

Sherbrooke, Qc, Canada).
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1.3 Culture de cellules AML-12

Cette lignée a ¢été établie a partir d’hépatocytes normaux de souris (CD1, lignée
MT42), dans lesquels un transgéne pour le TGFa humain a été ajouté. La lignée a été
caractérisée par microscopie électronique, ce qui a confirmé que les cellules conservaient
leurs caractéristiques d’hépatocytes. Elles ont des peroxysomes et forment des structures
canaliculaires. Les cellules AML-12 expriment plusieurs genes typiques de 1’hépatocyte,
comme [’albumine, la transferrine et I’alpha-1 antitrypsin. De plus, elles expriment les
connexines 26 et 32 des jonctions communicantes (Wu JC ef al, 1994). Les AML-12 sont
mises en culture avec du DMEM/F-12 (Wisent) et une concentration finale de 10% FBS
(Wisent). Lorsque les cellules sont sorties de I’azote liquide, ces composés sont rajoutés
pour permettre aux cellules de mieux survivre au choc de la décongélation : 0,005 mg/ml
insuline (Wisent), 0,005 mg/ml transferrine (Wisent), 5 ng/ml sélénium (Wisent), et 40
ng/ml dexaméthasone (Sigma-Aldrich). Les cellules sont passées dans un ratio 1:5
préalablement a [I’atteinte de la confluence. L’insuline, transferrine, sélénium et le

dexaméthasone sont retirés avant les expérimentations. Les cellules survivent tres bien.

2. Infection de cellules par Salmonella typhimurium.

2.1 Essai de protection a la gentamycine

Tout d’abord, dans une plaque de 6 puits, il faut déposer 300 000 cellules AML-12

dans chaque puits et laisser le temps aux cellules d’adhérer au plastique durant la nuit.

Parallelement, il y a inoculation de 10 mL de milieu LB (Bioshop) supplémenté avec 50
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ng/mL de Streptomycine (Wisent) avec une colonie de Salmonella typhimurium SL1344.
Apres 16 heures d’incubation a 37 °C, 300 uL de la culture sont utilisés pour inoculer un
autre 10 mL de milieu LB Streptomycine’ et celui-ci est incubé pendant 3 heures & 37 °C
avec agitation. Ceci permet d’obtenir une culture de SL1344 d’une densité optique
d’environ 2.1, c’est a ce moment la que Salmonella est le plus invasif (Steele-Mortimer et
al, 1999). Un volume de 1 mL de culture est ensuite centrifugé a 4000 G pendant 4
minutes. Le surnageant est retiré et le culot bactérien est suspendu dans 1 mL de PBS

stérile.

Par la suite, la suspension bactérienne est ajoutée a une solution de DMEM/F-12
(Wisent) sans sérum. Le ratio est de 28 pL de solution bactérienne pour 1 mL de milieu, le
volume final dépend donc de la quantité de puits nécessaire a 1’expérience. De maniere
normale, il est suggéré de faire 7 mL de solution pour chaque plaque de 6 puits. A des fins
de controle, une solution de DMEM/F-12 avec du PBS stérile est utilisée. Le milieu de
culture est aspiré¢ de chaque puits a I’aide d’une pompe a vide et ceux-ci sont lavés avec 2
mL de PBS Ca®"/Mg’" a trois reprises. Ensuite, 1 mL de la solution DMEM/F-12 avec les
bactéries est ajouté aux puits et les plaques sont incubées a 37 °C 5% CO, pendant 30
minutes. Le controle est effectué¢ parallélement. Suite a I’incubation, le milieu est aspiré et

les puits sont lavés avec 2 mL de PBS Ca®"/Mg’" 4 trois reprises.

Les puits sont traités avec 3 mL de nouveau milieu DMEM/F-12 avec 10% FBS et
50 pug/mL de gentamycine (Wisent) et les plaques sont remises a 1’incubateur pendant 90
minutes. Suite a I’incubation, le milieu est aspiré et les puits sont lavés a 1’aide de 2 mL de

PBS Ca*"/Mg*" a trois reprises. Les plaques sont ensuite laissées a I’incubateur pendant 16



26

heures dans un nouveau milieu DMEM/F-12 contenant 10% FBS et 5 pg/mL de

gentamycine. Un volume de 3 mL par puits est utilisé.

3. Traitements des cellules

3.1 Traitement avec le TNFa

Le TNFa (Peprotech) est solubilis¢ dans du DMSO (Sigma) pour obtenir une
solution stock de 1000x (20pug/mL). Le traitement est effectu¢ sur des cellules AML-12
dans des plaques de 6 puits, 300 000 cellules y ont été¢ déposées par puits la veille. Le
retrait du dexaméthasone est impératif car ce-dernier est une drogue anti-inflammatoire qui
vient contrecarrer 1I’effet du TNFa. La solution stock de TNFa est ajoutée directement dans
les puits et laissée pendant 16 heures. Du DMSO, seul, a ¢té ajouté a certains puits en tant

que contrdle. Le TNFa est retrouvé a une concentration finale de 20 ng/mL.

3.2 Traitement avec du milieu provenant de cellules infectées.

Le milieu provenant de cellules AML-12 infectées par Salmonella typhimurium
aprés 16 heures a été recueilli et filtré sur une membrane de 0.2 pm. Des cellules AML-12
saines ont ensuite €té traitées avec ce milieu dans des plaques de 6 puits, 300 000 cellules
avaient été¢ déposées dans chaque puits la veille. Le traitement a agit 16 heures. Le controle
consistait a utiliser du milieu vieux de 16 heures provenant de cellules saines, des cellules
contrdles utilisées lors des expériences d’infections. Les milieux ont été utilisés tel quel

sans aucune dilution dans du nouveau milieu.
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3.3 Co-traitement TNFa et dexaméthasone

Le procédé est exactement comme celui décrit en 3.1 de la section Matériel et
M¢éthodes. Le seul changement est que le dexaméthasone et [I'ITS

(insuline/transferrine/sélénium) sont conserveés.

3.4 Traitement avec ’inhibiteur de JNK

Le procédé 2.1 décrit dans cette section a été réutilisé. Suite a ’incubation de 90
minutes avec la gentamycine 50ug/mL, le milieu a été remplacé avec le milieu
gentamycine Spug/mL supplémenté d’un inhibiteur (JNK inhibitor Il de Fisher Scientific)
de la voie MAP kinase C-jun N-terminal kinase (JNK) a 90 nM. L’inhibiteur est solubilis¢
dans du DMSO pour former une solution a 1000x (90 uM). Les puits contrdles ne

contiennent pas d’inhibiteur, mais le DMSO y est quand méme ajouté.

3.5 Traitement avec I’inhibiteur de NF-kB Bay-7

Le procédé 2.1 décrit dans cette section a été réutilisé. Suite a ’incubation de 90
minutes avec la gentamycin 50 pg/mL, le milieu a ¢été remplacé avec le milieu
gentamycine 5 pg/mL supplémenté d’un inhibiteur de la voie NFkB Bay-7 a 10 uM
(Laboratoire McDonald, Universit¢é de Sherbrooke). L’inhibiteur est solubilisé dans du
DMSO pour former une solution a 1000x (10 mM). Les puits controles ne contiennent pas

d’inhibiteur, mais le DMSO y est quand méme ajouté.
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4. Extraction d’acides nucléiques

4.1 Extraction de I’ARN total

La trousse RNeAsy™ (Qiagen) a ¢été utilisée afin d’extraire I’ARN total des cellules. Le
milieu a été aspiré a I’aide d’une pompe. Dans chaque puits, 350 pL de la solution de lyse
RLT (10 pL B-mercaptoéthanol (calbiochem) / 1 mL RLT) sont ajoutés et le tout est incubé
a température de la piece pendant 4 a 5 minutes. Les puits sont ensuite ratissés a 1’aide
d’un racloir a cellule. Le surnageant est retiré et mélangé¢ a 350 puL d’éthanol 70% (1
volume), la solution est ensuite mise sur une colonne RNeAsy™ et centrifugée pendant 1
minute a 17,000 G. Suite a la centrifugation, le filtrat est jet¢ et 750 uL de solution de
lavage RW1 sont appliqués sur la colonne pour une autre étape de centrifugation de 1
minute a 17,000 G. L’étape précédente est répétée a deux reprises, mais avec 500 uL de
solution de lavage RPE. La colonne est centrifugée pendant deux minutes a vitesse
maximale afin de se débarrasser de contaminants qui pourraient nuire a des procédés
enzymatiques subséquents. L’ARN total est ensuite ¢lué¢ avec 30 pL ddH>O RNAse free et

dosé a I’aide d’un Nanodrop (Thermo-Scientific). Les échantillons sont conservés a -80°C.

4.2 Synthese de I’ADN complémentaire

Le cDNA est produit avec 1 pg d’ARN total a I’aide de la trousse Quantitect™ Reverse
transcription (Qiagen). Le microgramme d’ARN est dilué dans un volume total de 12 pL a
I’aide de ddH,O et 2 pL de la solution gDNA wipeout sont ajoutés, le tout est incubé a

42°C pendant 2 minutes. Cette étape est cruciale pour assurer que ’ADN génomique ne
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contamine pas la réaction PCR. Par la suite 6 pL (1pL d’amorces oligo-dT, 1pL d’enzyme
et 4 uL de tampon de réaction) sont ajoutés a toutes les réactions. L’incubation s’est
produite dans un thermocycleur avec les valeurs suivantes : 30 minutes a 42 °C, 3 minutes a
95 °C et une ¢étape finale a 4 °C. La solution est diluée a I’aide de 180 pL d’ddH,O pour

faire un volume total de 200 pL.

5. Extraction des protéines

Le tampon de lyse RIPA (fait maison) (150 mM NaCl, 0,1 % SDS, 0,5% sodium
deoxycholate, 1% Triton X-100, 50 mM Tris pH 7,4) est utilisé afin d’extraire les protéines
des cellules en culture. Le milieu est aspiré¢ et remplacé par 350 pL. du tampon, des
inhibiteurs de phosphatases et de protéases ont préalablement été ajoutés. La réaction de
lyse est laissée pendant environ 5 minutes a la température de la piece et les puits sont
ratissés a 1’aide de racloirs a cellules. Les échantillons sont ensuite transférés dans des
microtubes et centrifugés a 4°C a vitesse maximale pour culoter les débris cellulaires. Le
dosage des protéines est fait a I’aide d’une trousse qui emploie la réaction des acides
aminés avec le BCA (BCA protein assay kit de Thermo-Scientific) et d’une courbe
standard produite avec les étalons de la trousse. Le surnageant contenant les protéines est

conservé a -80°C.

6. Immunofluorescence sur cellules AML-12

Des lamelles stériles, traitées dans une solution de 4 mg/mL de collagéne pendant 1 heure a

température de la picce, ont ét€¢ déposées dans des plaques a culture de 6 puits. Les lignées
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d’hépatocytes ne collent pas a la lamelle sans collagene, la plupart des lignées épithéliales
peuvent le faire. Par la suite, 250 000 cellules AML-12 sont passées a ’intérieur de chaque
puits, dans le cas d’une plaque a 6 puits. Le traitement des cellules se fait, par la suite,
exactement comme décrit au point 2.1 de la section matériel et méthodes. Les cellules sur
les lamelles sont ensuite fixées dans une solution de 3% paraformaldéhyde (PFA) pendant
20 minutes a température de la piece et lavées dans du PBS pendant 5 minutes a trois
reprises. Les lamelles peuvent étre conservées a 4°C dans du PBS pour usage ultérieur. La
perméabilisation des cellules est faite a 1’aide de PBS 0,5% Triton x-100 pendant 10
minutes. Les lamelles sont lavées a trois reprises dans du PBS pendant 5 minutes. Une
¢tape de blocage s’en suit avec notre tampon de blocage maison (0,01 M PBS 2% BSA, 0,1
% Triton X-100, 0,05 % Tween 20 et 5% sérum normal). Le type de sérum employé
dépend de la provenance de I’anticorps secondaire, il faut utiliser un sérum de chevre
lorsque I’anticorps secondaire est un IgG de chevre. Cette étape est effectuée a température

piece pendant 1 heure.

Suite a une autre étape de lavage, 3 fois 5 minutes dans du PBS, les lamelles sont
incubées dans la solution de blocage contenant les anticorps primaires. En
immunofluorescence, il est possible de procéder a plusieurs marquages s’il y a respect de
certaines reégles. Les anticorps primaires ne peuvent pas avoir la méme source animale,
c’est le contraire pour les anticorps secondaires. Les lamelles sont incubées a 4°C pendant
16 heures et lavées a 3 reprises dans du PBS. Dans le cas des anticorps secondaires, ceux-ci
sont dilués dans du 0,01 M PBS 0,1 % Triton X-100 et 0,05 Tween 20 sans BSA et sérum,
ces composés peuvent réagir avec [’anticorps secondaire et fausser les résultats.

L’incubation est réalisée a température de la picce pendant 1 heure, a I’abri de la lumiére.
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Une derniere étape de lavage avec du PBS 3 fois 5 minutes est réalisée. Les lamelles sont
prétes a €tre montées sur des lames de microscope a I’aide de ProLong® Gold Antifade
Reagent with DAPI (Life technologies) et scellées avec du vernis a ongle. Apres séchage,
les lames sont conservées a -20°C jusqu’a I’utilisation d’un microscope. Il est fortement
suggéré de visualiser les lames dans les plus brefs délais. Dépendamment de 1’anticorps et

de I’antigéne, le signal peut chuter trés rapidement.
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Tableau 1. Anticorps utilisés pour les immunofluorescences sur cellules

Antigene Anticorps Dilution Hote Provenance
N FGFR4 Ab119378 1:500 Lapin Abcam
(0]
& 5
2 E R&D
;c': g, B-klotho AF2619 1:250 Chevre
systems
IgG Lapin (couplé . Molecular
A10042 1:1000 Ane
v B ALEXA 568) Probes
g =
- 1gG Chévre
g= Molecular
S 3 N
< 8 | (Couplé ALEXA A11055 1:1000 Ane
@ Probes
488)
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III. Chapitre 1 : Article

Guillaume Romain, Sarah Tremblay, Ellen T Arena, L Caetano M Antunes, Scott
Covey, Michael T Chow, B Brett Finlay and Alfredo Menendez. Enterohepatic
bacterial infections dysregulate the FGF14-FGFR4 endocrine axis. BMC Microbiology
2013,13:238

3.1 Avant propos

Ce manuscrit représente une partie du travail accomplie durant mes études de 2°
cycle, commencées en mai 2012 et terminées en mai 2014. Ma contribution englobe toutes
les expériences effectuées, a 1’exception des analyses lipidiques hépatiques des souris
infectées avec le pathogene Salmonella typhimurium (SL1344). Cette partie a été effectuée

par Dr. Ellen T. Arena et Dr. L Caetano M. Antunes a UBC.

Le document suivant a été rédigé en anglais puisque celui-ci a été soumis a un
journal anglophone, soit BMC Microbiology, pour publication. Ma contribution a aussi été
trés significative au niveau de 1’écriture du manuscrit, sous la supervision d’Alfredo

Menendez.

Le manuscrit a été accepté pour publication le 26 Octobre 2013.

Auteurs de I’article : Guillaume Romain, Sarah Tremblay, Ellen T Arena, L. Caetano M

Antunes, Scott Covey, Michael T Chow, B Brett Finlay and Alfredo Menendez
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3.2 Résumé de l'article

Les infections entérohépatiques ont le potentiel de dérouter les voies
métaboliques de I'hdte. Les mécanismes derrieres ces perturbations ne sont pas
encore completement connus. Fibroblast growth factor 19/15 (19 chez '’humain et 15
chez la souris) est une hormone qui agit comme régulateur central du métabolisme

du glucose, des lipides et des acides biliaires.

FGF19/15 est une hormone intestinale qui a une action au niveau du foie. Dans
cette étude, nous vérifions I'impact de I'introduction du pathogene Salmonella enterica
et 'action sur 'axe FGF15-FGFR4. Les résultats révelent une perte des membres de
I'axe FGF15-FGFR4, soit de FGF15, 3-klotho et FGFR4. Nous avons aussi remarqué une
altération au niveau de I'expression des génes responsables du transit biliaire du foie

vers la vésicule bilaire.

Ces résultats permettent d’établir un lien entre la perturbation de I'axe et les

désordres métaboliques et nutritionnels observés lors de I'infection
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ABSTRACT

Background: Enterohepatic bacterial infections have the potential to affect multiple
physiological processes of the body. Fibroblast growth factor 15/19 (FGF15 in mice,
FGF19 in humans) is a hormone that functions as a central regulator of glucose, lipid and
bile acid metabolism. FGF15/19 is produced in the intestine and exert its actions on the
liver by signaling through the FGFR4- BKlotho receptor complex, rendering the pathway
potentially sensitive to dysregulation by enterohepatic pathogens. Here, we examined the in
vivo effects of enterohepatic bacterial infection over the FGF15 endocrine axis.

Methods: Oral and intravenous infections of mice with Salmonella typhimurium and
Listeria monocytogenes were used to evaluate the impact of these bacteria on the
expression of Fgfl5, Fgfr4 and KIb (BKlotho) using gPCR, western blot and
immunofluorescence. The pathophysiological effects of infection over hepatobiliary
function were investigated by gene expression, determination of gallbladder bile collection
and measurement of hepatic cholesterol and triglycerides accumulation.

Results: Infection triggered significant reductions in the intestinal expression of Fgf15 and
its hepatic receptor components (Fgfr4 and Kib (BKlotho)). They also resulted in alterations
of the expression pattern of genes involved in hepatobiliary function, marked reduction in
gallbladder bile volumes and accumulation of hepatic cholesterol and triglycerides. The
decrease in ileal Fgfl15 expression was associated with liver bacterial colonization and
hepatobiliary pathophysiology rather than with direct intestinal bacterial pathogenesis.
Conclusions: Bacterial pathogens of the enterohepatic system can disturb the homeostasis

of the FGF15/19-FGFR4 endocrine axis. These results open up a possible link between
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FGF15/19-FGFR4 disruptions and the metabolic and nutritional disorders observed in
infectious diseases.
Keywords: Endocrine; metabolism; enterohepatic; infection; FGF15; FGF19; FGFR4,

PKlotho; Salmonella; Listeria.

BACKGROUND

Alteration of the host's metabolism is common in infectious diseases; it can lead to
patient malnutrition and the need for nutritional support [1, 2]. Infection-driven metabolic
changes are characterized by an accelerated flux of glucose, lipids, proteins and amino
acids that may result in net protein loss and diabetic-like hyperglycemia [1, 2]. Significant
metabolic disorders have been observed in natural and experimental infections with the
bacterium Salmonella enterica, including changes of the lipid and protein profiles and
widespread hormonal imbalances [1, 3, 4]. In humans, Salmonella enterica serovar Typhi
causes typhoid fever, a disease characterized by multi-organ bacterial colonization with
common immunopathological manifestations in the gastrointestinal tract and the
hepatobiliary system [5].

The molecular and physiological bases of the metabolic disorders observed
during infection are not fully understood. In this work, we examined the disruption of the
enterohepatic fibroblast growth factor 15/19 (FGF15/19)-fibroblast growth factor receptor 4
(FGFR4) endocrine axis during bacterial infections of the enterohepatic system. FGF15/19
(FGF15 in mice, FGF19 in humans) is an endocrine factor secreted by intestinal
enterocytes [6]. FGF15/19 has a crucial role in the control of whole body glucose and lipid

metabolism and energy expenditure [7, 8]. It is also a key regulator of de novo synthesis of
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bile acids via the repression of cholesterol 7 alpha hydroxylase (CYP7A1) expression in
hepatocytes [9]. In addition, FGF15 represses the apical Na*-dependent bile acid transporter
(ASBT) expression in hepatic cholangiocytes [10] and facilitates gallbladder filling by
promoting gallbladder muscle distension [11]. Through these functions, FGF15/19 closes
an important negative feedback loop in the regulation of bile acid homeostasis. Signaling to
hepatic target cells occurs through the interaction of FGF15/19 with the tyrosine kinase
receptor fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4) and also requires the protein fKlotho.
Mice genetically deficient for Fgfl5, Fgfr4 or Kib (PKlotho) have similar biliary
phenotypes with higher levels of CYP7A1 and increased synthesis of bile acids [6, 12-14].
Reduced FGF19 levels have been observed in patients with inflammatory bowel disease
[15] and chronic idiopathic bile acid diarrhea [16]. On the other hand, patients with insulin
resistance and non-alcoholic fatty liver disease, as well as extrahepatic cholestasis
frequently display elevated plasma levels of FGF19 [17, 18].

Using a model of murine typhoid fever, we demonstrate that Salmonella enterica
infection triggers major alterations in the hepatic biliary function gene expression program,
promotes accumulation of hepatic cholesterol and triglycerides and leads to a significant
reduction in physiological gallbladder bile volumes. In addition, Salmonella infection
causes a substantial decrease in the expression of intestinal Fgf15, accompanied by a
dramatic loss of hepatic FGFR4 and PKlotho. These disturbances appear to be secondary to
hepatic inflammation. Given the important role of the FGF15/19-FGFR4 endocrine axis as
a central metabolic regulator, these alterations may be a major factor underlying the

pathophysiology of bacterial infectious diseases.
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METHODS

Bacterial strains and mouse infections. Salmonella enterica serovar Typhimurium strains
SL1344 (Sm') and SB103 (invA) [19] and Listeria monocytogenes 10403s (Sm") [20] were
used in this study. Bacteria were grown overnight at 37 °C in LB supplemented with 100

ug/mL streptomycin. Inocula were prepared in sterile Hepes 100 mM, NaCl 0.9%, pH 8.0.
Animal protocols were approved by the Animal Care Committees of the University of
British Columbia and the University of Sherbrooke. Eight weeks-old female C57BL/6 mice
(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) were infected orally with 5x10” Salmonella
SL1344, intravenously with 5x10* Salmonella SB103 or with Listeria 10403s (2x10°
bacteria orally and 10* intravenously). The animals were kept with food and water ad
libitum through the duration of the study and were always sacrificed during the light period
(10:00 AM = 60 minutes). The bile was collected by gallbladder resection and draining by
puncture. For bacterial counts, tissues were homogenized using a Mixer Mill MM400
(Retsch GmbH) followed by plating of serial dilutions in LB plates containing 100 ug/mL
streptomycin. All infection experiments were done in duplicate using a total of 8-10 mice
per group.

Expression analyses. Ileum and liver samples were collected for mRNA and protein
analysis. The ileal samples were taken approximately 2 cm away from the ileo-cecal
junction; liver samples were taken from the central lobule. RNA was extracted using the
RNeasy kit (Qiagen) and cDNA was prepared using the Quantitech Reverse Transcription
kit (Qiagen). Quantitative PCR (qQPCR) were done on an Eppendorf RealPlex” system using
the DyNamo SYBR Green qPCR Kit (Thermo Scientific). All reactions were done in 10 pl

final volume with 40 cycles of 30 seconds denaturing at 95 °C, 30 seconds annealing at 60
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°C and 30 seconds extension at 72 °C (except the annealing temperature for Ostp: 62 °C).
The relative expressions were calculated using the ddCt method and corrected for primer
efficiencies according to Pfaffl ez. al. [21]. The qPCR primers are listed in Table 1. Western
blots were performed using total liver tissue lysates and antibodies against CYP7A1
(Abcam, ab65596, 1:1000), FGFR4 (Abcam, ab119378, 1:500), fKlotho (R&D, AF2619,
1:2000) and actin (SIGMA A4700, 1:1000).

Microscopy. For histological analysis, tissue sections were fixed in 10% buffered formalin,
embedded in paraffin and stained with H&E. Alternatively, samples fixed in 3.5%
paraformaldehyde and frozen-embedded in OCT were used for immunofluorescent
microscopy as previously described [22]. Fluorescence was visualized using an Olympus
IX81 microscope.

Cholesterol and triglyceride determinations. Cholesterol and triglycerides were assayed
in liver lysates. A total of 40-100mg of liver was homogenized with an ultra turrax (setting
5, 4 times for 15 sec) in 3 ml of chloroform:methanol (2:1), extracted twice with water, and
centrifuged for 15 minutes at 3000g. For the triglyceride assay 200 pl of the organic layer
(lower phase) was removed and evaporated under N,(g). 10 pl of Thesit (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) was added and mixed under N,(g). Water (50 pl) was added and incubated at
37°C for 1 hr with intermittent vortexing. Aliquots of 5 ul were assayed using the Serum
Triglyceride Determination kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) modified for a 96-well
plate, calibrated with a trioleate (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) standard curve. The
cholesterol assay was performed at the same time but 500 pl of the organic layer (lower

phase) was removed after the centrifugation step and evaporated under N,(g). 50 ul of
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isopropanol was then added to the dried down lipids and mixed by vortexing. Aliquots of 2
ul were then assayed using the Cholesterol E kit (Wako Chemicals USA, Richmond, USA).
Statistical analyses. Data processing and statistical analyses were performed using
GraphPad Prism5. Student's ¢ test was applied to all sets of data for statistical comparisons

between groups, the graphs show the means and the standard errors of the mean.

RESULTS
Enterohepatic infections downregulate the expression of intestinal Fgf15.

The terminal ileum is the main site of production of FGF135, it is also a major port of
entry for Salmonella and therefore, an important site for its pathogenesis. To determine the
effect of Salmonella infection on the homeostatic synthesis of FGF15, we collected tissue
samples from infected animals and analyzed the abundance of Fgf15 transcripts by qPCR.
As shown in Figures 1A and 1B, the level of Fgf15 transcripts inversely correlated with
bacterial counts in the liver and the ileum, with a statistically significant decrease observed
at mid-high infection levels. While H&E-stained sections from the ileum of infected
animals did not show signs of pathological alteration (Figure 1C), staining of liver sections
demonstrated a strong inflammatory response evidenced by large lesions with widespread
lymphocytic infiltration, extensive necrosis often accompanied by local hemorrhage, and
zones of parenchymal degeneration characterized by disappearance of hepatocytes (Fig
1D).

FGF15 is synthesized by enterocytes [6], which can also be invaded by Salmonella
[23]. However, the decrease in Fgf15 expression was not associated with damage to the

ileal enterocyte layer (Figure 1C). This suggests that loss of ileal enterocytes is not the
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Figure 1. . Oral infection with Salmonella typhimurium SL1344 decreases the expression
of Fgfl5 in the ileum. (A) bacterial counts in infected ilea and livers; animals were
arbitrarily grouped into low, medium and high infection levels (10°-10%, 10*-10° and <10°
cfu/mg, respectively roughly corresponding to 72, 96 and 120 hours post-infection; Ul:
uninfected). (B) relative levels of Fgf15 transcripts in the ilea of infected mice (data by
gPCR). (C) H&E staining of ileum sections from representative uninfected and orally
Salmonella-infected animals (ileal colonization of the infected animal = 2.2 x 10° cfu/mg);
scale bars are 200 um. (D) H&E staining of liver sections from representative uninfected
and orally Salmonella-infected animals (liver colonization of the infected animal = 1.7 x

10° cfu/mg); scale bars are 800 and 400 um.
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reason for reduced Fgf15 transcript levels. Oral infections with Listeria monocytogenes, an
inefficient invader of the mouse intestinal epithelium [24, 25], showed no significant liver
colonization and large numbers of intestinal bacteria but not downregulation of Fgfl15
expression (Figure 2A). In contrast, intravenous infections with Listeria, which colonized
the liver rapidly and triggered deccreases in the transcript levels of biliary function genes
(Figure 2B), caused a significant reduction in ileal Fgf15 expression (Figure 2A). These
results point to hepatic pathophysiology, rather than intestinal bacterial colonization, as the
primary event driving downregulation of intestinal Fgf/5 expression.

To establish the role of hepatic colonization and to probe the involvement of
bacterial enterocyte invasion in repressing Fgf15 expression, we carried out intravenous
infections with the Salmonella invasion-deficient strain SB103 following Menendez et al.
[22]. In this type of infection, Salmonella colonization of the hepatobiliary system occurs
immediately whereas colonization of the gut is delayed by 72 to 96 hours [22].
Furthermore, the bacteria that eventually reach the intestines are unable to invade the
enterocytes due to the invA mutation of this strain. As shown in Figure 2C, intravenous
infection with Salmonella SB103 caused a reduction of Fgf15 transcripts abundance.
Notably, such a decrease was observed with a much lower intestinal bacterial burden than
those in oral infections with the wild-type strain (average 10* vs. 10’ cfu/mg, respectively).
These results demonstrate that colonization of the hepatobiliary system by Salmonella
represses the expression of intestinal Fgf15 and show that enterocyte invasion by intestinal
bacteria does not play a major role on this effect.

Transcription of Fgf15 in ileal enterocytes is trans-activated by the nuclear receptor

FXR (Farnesoid X Receptor), upon its activation by bile acids [7]. Expression of the FXR
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Figure 2. Liver colonization drives the downregulation of ileal Fgfl15 expression. (A)
relative levels of Fgf15 transcripts in the ileum of mice infected orally or intravenously
with Listeria monocytogenes. (B) transcript levels of genes involved in liver biliary
metabolism in mice infected intravenously with Listeria monocytogenes, relative to the
levels of uninfected animals (defined as 1, dashed line). (C) relative levels of Fgf15
transcripts in the ilea of mice infected intravenously with Salmonella typhimurium SB103
(invA), at 120 hours post-infection. Data by gPCR, *p<0.05.
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gene (Nrlh4) was not affected by Salmonella, regardless of the intestinal bacterial burden
(data not shown). In contrast, the expression of other known intestinal FXR target genes,
Fabp6 (Fatty acid binding protein 6), NrOb2 (Small heterodimer partner, Shp) [26] and
Osta (Organic solute transporter alpha) [27], was decreased by Salmonella infection in a
pattern similar to that of Figfl/5 with maximal, significant drops in highly-infected animals
(Figure 3A). This suggests that activation of gene expression mediated by FXR is impaired
during infection.

Colonization of the hepatobiliary system by Salmonella induces local pathological
damage and inflammation [22], which can result in impaired synthesis of bile acids and
inflammation-induced cholestasis [28]. This may in turn, compromise intestinal FXR
activation and lead to inhibition of Fgf15, Fabp6, NrOb2 and Osta expression. To test
whether the depletion of bile acids would be sufficient to decrease Fgfl5 expression in
vivo, we fed uninfected C57BL/6 mice with a diet supplemented with the bile acid
sequestrant cholestyramine. As shown in Figure 3B mice fed with cholestyramine did have
significantly lower levels of Fgf15 transcripts than mice fed with a normal diet.

Second, we evaluated the effects of Salmonella infection in bile production and
flow. Gallbladder bile volumes were measured before and during infection; a significant
reduction in volume was observed 24 hours post-infection, which did not improved over
the next 4 days (Figure 4A). An expression analysis of hepatic genes involved in bile
synthesis and secretion (Figure 4B), showed striking reductions in the transcript levels of
the major transporters of bile acid and cholesterol (Abcbl11, Slc10al, Abcbla, Abcg5 and
Abcg8) and the induction of several genes involved in rescue from cholestasis. The mRNA

(Figure 5A) and protein levels (Figure 5B) of CYP7A1, the rate-limiting enzyme in the
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Figure 3. (A) Oral infection with Salmonella typhimurium S1.1344 decreases the
expression of Fabp6 in the ileum. Animals were arbitrarily grouped into low, medium and
high infection levels (10°-10°, 10*-10° and <10° cfu/mg, respectively roughly corresponding
to 72,96 and 120 hours post-infection; UI: uninfected). (B) Fgf15 transcript levels in the
ilea of uninfected mice fed 5% cholestyramine diet. Data by qPCR, **p<0.01; ***p<0.001;
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Figure 4. Salmonella infection perturbs the host's hepatobiliary homeostasis. (A) bile
volumes recovered from the gallbladders of mice orally infected with Salmonella at the
indicated hours post-infection (hpi). (B) Transcript levels of hepatic genes involved in liver
biliary metabolism in mice infected with Salmonella, relative to the levels of uninfected
animals (defined as 1, dashed line) at 24, 72 and 120 hours post-infection. Data by qPCR.
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Figure 5. Salmonella infection downregulates the neutral bile acid synthesis pathway. (A)
relative levels of liver Cyp7al transcripts in mice infected with Salmonella. (B) CYP7AI1
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liver of Salmonella-infected vs. uninfected mice, (*p<0.05; ****p<0.0001).
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neutral pathway of bile acids synthesis, were decreased by infection. This was accompanied
by a significant accumulation of hepatic cholesterol and triglycerides (Figure SC and Figure

5D), which collectively suggest interruption of bile synthesis and flow.

Salmonella infection leads to depletion of the hepatic FGF15 receptor complex.
Signaling of FGF15 in hepatocytes requires the tyrosine kinase membrane receptor
FGFR4 and the protein fKlotho. To determine if Salmonella infection disturbs the
homeostasis of this pathway, we analyzed the levels of FGFR4 and BKlotho in infected and
uninfected livers. Figures 6A and 6B show that the transcript levels of both Fgfr4 and Kib
(BKlotho) were significantly decreased by infection. In addition, the protein levels were
also reduced, as evidenced by western blot (Figure 6C). Two major FGFR4 bands were
detected in uninfected animals, with apparent molecular weights of 115 and 125 KDa,
likely corresponding to the core-glycosylated (FGFR4,,5) and fully-glycosylated, functional
(FGFR4,,5) forms of FGFR4, respectively [29]. Infection led to the disappearance of
FGFR4,,5 and a decrease of FGFR4,,;. Immunofluorescent staining of liver sections
confirmed the reduction of FGFR4 and Klotho. Both proteins were clearly detected in
uninfected hepatocytes (Figure 6D); in contrast, hepatocytes from Salmonella-infected

livers were devoid of FGFR4 and [3Klotho.

DISCUSSION
The FGF19-FGFR4 endocrine axis is currently considered a potential intervention
point for the therapy of cancer, gallstone disease, and metabolic disorders associated to the

metabolic syndrome [7, 30]. Experimental administrations of FGF19 and transgenic FGF19
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mice have shown decreased liver fat content, improved hepatic and serum lipid profiles,
and resistance to high-fat diet-induced obesity [31-33]. In addition, FGF15/19 induces
hepatocyte proliferation [34] and has been recently identified as an important mediator of
liver regeneration after liver resection surgery [35]. Here we show that Salmonella infection
disturbs the homeostasis of the FGF15/19-FGFR4 axis by down-regulating the expression
of Fgfl5, Fgfr4 and Klb. To our knowledge, these results constitute the first demonstration
of a pathophysiological effect of bacterial infections over the FGF15/19-FGFR4 endocrine
axis.

Infection modified both the ileal expression of Fgf15 and the components of its
hepatic receptor, which suggests a significant functional shutdown of the pathway. Our data
rules out a direct cytopathic effect of bacteria over ileal enterocytes as the major cause of
Fgf15 mRNA reductions. Instead, it is apparent that the decline in Fgfl5 expression results
from impaired activation of FXR in the enterocytes. Our interpretation is strongly
supported by the observed low volumes of gallbladder bile and the decreased expression of
Fabp6, Osta and NrOb2 (Shp), all well-known FXR targets. In addition, we show that the
depletion of the intestinal bile acids pool by oral administration of the bile acid sequestrant
cholestyramine is sufficient to significantly decrease ileal Fgf15 expression. Furthermore,
intravenous infections with a Salmonella invasion mutant and with Listeria monocytogenes,
both resulting in rapid hepatic colonization and pathophysiology, lead to reductions in
Fgf15 expression in the absence of significant ileal bacterial colonization or enterocyte
invasion.

Salmonella infection induced a massive alteration of the hepatobiliary gene

expression program. Remarkably, the mRNA and protein levels of CYP7A1, the rate-
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limiting enzyme in the neutral pathway of bile acids synthesis were decreased during
infection, in spite of the lower levels of FGF15 which would be expected to promote the
upregulation of Cyp7al expression. These results reveal the complexity in the regulation of
Cyp7al expression and indicates that the mechanisms of Cyp7al expression control are
hierarchical. Infection also triggered a significant reduction of FGFR4 and Klotho, the
two proteins involved in assembling the functional receptor for FGF15 in hepatocytes. The
biology of FGFR4 and Klotho had never before been studied in the context of a bacterial
insult, and our data suggest that their function can be severely compromised by bacterial
infections in vivo. The mechanisms underlying their downregulation are unclear at present
but we anticipate that they are related to the pro-inflammatory cytokine burst that follows
liver colonization by bacteria. It has been recently reported that TNFa represses pKlotho
expression in adipocytes [36]; thus it is possible that a similar mechanism acts in
hepatocytes.

It is apparent that the dysregulation of the FGF15/19-FGFR4 endocrine axis
components is not a general pathogenic feature of all bacteria, as infections with the enteric
pathogen Citrobacter rodentium, the mouse model for human EPEC and EHEC [37], did
not modify the expression of ileal Fgf15 (data not shown). Instead, this pathophysiological
effect may be restricted to infections displaying a relevant liver involvement. Further work
is still necessary to define the full impact of infections in FGF15/19 function and to

determine the underlying molecular mechanisms.
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CONCLUSIONS

Through the alteration of the hepatobiliary function, bacterial pathogens of the
enterohepatic system dysregulate the homeostasis of the FGF15/19-FGFR4 endocrine axis.
These revealing findings have important implications for the understanding of the
pathophysiology of microbial diseases. Disruption of the FGF15/19-FGFR4 pathway may
be a contributing factor to the metabolic and nutritional disorders associated with infectious

diseases.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Oral infection with Salmonella typhimurium SL1344 decreases the expression of

Fgf15 in the ileum. (A) bacterial counts in infected ilea and livers; animals were arbitrarily

grouped into low, medium and high infection levels (10°-10°, 10*-10° and <10° cfu/mg,

respectively roughly corresponding to 72, 96 and 120 hours post-infection; Ul: uninfected).

(B) relative levels of Fgf1)5 transcripts in the ilea of infected mice (data by qPCR). (C)

H&E staining of ileum sections from representative uninfected and orally Salmonella-
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infected animals (ileal colonization of the infected animal = 2.2 x 10° cfu/mg); scale bars
are 200 um. (D) H&E staining of liver sections from representative uninfected and orally
Salmonella-infected animals (liver colonization of the infected animal = 1.7 x 10’ cfu/mg);
scale bars are 800 and 400 um.

Figure 2. Liver colonization drives the downregulation of ileal Fgf15 expression. (A)
relative levels of Fgf15 transcripts in the ileum of mice infected orally or intravenously
with Listeria monocytogenes. (B) transcript levels of genes involved in liver biliary
metabolism in mice infected intravenously with Listeria monocytogenes, relative to the
levels of uninfected animals (defined as 1, dashed line). (C) relative levels of Fgf15
transcripts in the ilea of mice infected intravenously with Salmonella typhimurium SB103
(invA), at 120 hours post-infection. Data by gPCR, *p<0.05.

Figure 3. (A) Oral infection with Salmonella typhimurium S1.1344 decreases the
expression of Fabp6 in the ileum. Animals were arbitrarily grouped into low, medium and
high infection levels (10°-10°, 10*-10° and <10° cfu/mg, respectively roughly corresponding
to 72,96 and 120 hours post-infection; UI: uninfected). (B) Fgf15 transcript levels in the
ilea of uninfected mice fed 5% cholestyramine diet. Data by qPCR, **p<0.01; ***p<0.001;
*HEEDP<0.0001.

Figure 4. Salmonella infection perturbs the host's hepatobiliary homeostasis. (A) bile
volumes recovered from the gallbladders of mice orally infected with Salmonella at the
indicated hours post-infection (hpi). (B) Transcript levels of hepatic genes involved in liver
biliary metabolism in mice infected with Salmonella, relative to the levels of uninfected

animals (defined as 1, dashed line) at 24,72 and 120 hours post-infection. Data by qPCR.
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Figure 5. Salmonella infection downregulates the neutral bile acid synthesis pathway. (A)
relative levels of liver Cyp7al transcripts in mice infected with Salmonella. (B) CYP7A1
western blot of liver lysates. (C) Cholesterol and (D) triglycerides accumulation in the
liver of Salmonella-infected vs. uninfected mice, (*p<0.05; ****p<0.0001).

Figure 6. Salmonella infection causes the loss of the hepatic FGF15 receptor complex. (A)
relative levels of Fgfr4 and (B) KIb (BKlotho) transcripts in the livers of mice infected with
Salmonella. The animals analyzed in (A) and (B) are from the high-infection group in
Figure 1, the data is by qPCR, (**p<0.01; ***p<0.001). (C) FGFR4 and 3Klotho western
blots of liver lysates. (D) FGFR4 and Klotho immunostaining of uninfected (top panel)
and Salmonella-infected (bottom panel) liver samples. The figure shows a single,

representative hepatocyte in each case. Scale bar is 5 um.
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IV. Chapitre 2

Les travaux présentés précédemment démontrent un déréglement de 1’axe
endocrinien FGF15/FGFR4 dans le modéle murin de la fievre typhoide. La seconde partie
des travaux portent sur 1’étude des mécanismes derriere cette perturbation et n’est pas

présenté au niveau de I’article.

1. Validation de la perturbation de ’axe FGF15-FGFR4 dans le modéle cellulaire
AML-12

L’¢étude des mécanismes derriere la dérégulation de 1’axe FGF15-FGFR4 nécessitait
un mode¢le cellulaire dans lequel les changements peuvent étre reproduits a 1’aide du méme
pathogéne. Nous avons ciblé¢ des cellules AML-12, une lignée établie a [’aide
d’hépatocytes de souris transgénique pour le TGF-a (Wu, JC. ef al. 1994). Ces cellules
démontrent des caractéristiques typiques d’hépatocytes de par la formation du peroxysome,
de canalicule biliaire et de 1’expression de plusieurs protéines clefs (ATCC). Nous avons
donc vérifié les taux d’expression de FGFR4 et B-Klotho au niveau de la transcription,
I’ARNm, et traductionnel, protéique suite a une infection par Salmonella. Les résultats
démontrent une diminution de I’expression de FGFR4 au niveau de ’ARNm (Figure 7A) et
protéique (Figure 7 et 8). La méme conclusion peut étre tirée quant a 1’expression de

I’ARNm de B-Klotho (Figure 7).

2. Evaluation de l'impact de la cytokine pro-infllmmatoire TNF alpha sur

I’expression de FGFR4 et B-Klotho.

D’autres ¢tudes démontrent un déréglement du métabolisme biliaire dans le
contexte de maladies hépatiques autre que bactérienne, comme la cirrhose et les
stéatohépatites non-alcoolique. Nous avons donc vérifi¢ ’impact de la cytokine pro-
inflammatoire TNF alpha sur I’expression des récepteurs hépatiques de FGF15 afin de

déterminer si I’inflammation causée par la maladie est responsable de la dérégulation de
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Figure 7. Perte d’expression de FGFR4 et B-klotho dans les cellules AML-12 lors
d’infection a Salmonella typhimurium. Evaluation de I’expression de FGFR4 et -klotho
lors d’une infection avec le pathogeéne Salmonella typhimurium SL1344. A. Expression
relative en qPCR de ’ARNm de FGFR4 et de B-klotho contrdlé avec 1’expression de
I’ARNm 36B4. Les colonnes représentent la moyenne avec écart-type de 12 échantillons
issues d’un duplicata. B. Immunobuvardage de type Western sur un extrait de protéine
total. La premiere case représente FGFR4, la deuxiéme représente [-klotho et la derniere
représente le contrdle de chargement, soit I’actine. (**** =p <0,0001 et *** =p <0,001)
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Figure 8. Perte de l’expression de FGFR4 dans des cellules AML-12 infectées
observées par immunofluorescence. Marquage de FGFR4 dans des cellules AML-12 non-
infectées (panneaux supérieurs) et infectées par Salmonella typhimurium (panneaux
inférieurs). La coloration bleue (panneaux de gauche) provient du DAPI et la coloration
rouge provient d’'un marquage anti-FGFR4. La figure démontre des cellules montées sur
des lames a une résolution de 20x.
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I’axe. Afin d’évaluer I’impact, les niveaux transcriptionnels des génes en question ont été
vérifiés. Les résultats démontrent une diminution significative de I’expression de B-Klotho
lors d’un traitement avec 20 ng/mL de TNF alpha, aucun changement significatif n’est

observé dans le cas de FGFR4 (Figure 9)

3. Le traitement de cellules avec du surnageant de cellules infectées semblent étre

suffisant pour réduire I’expression de f-Klotho, mais non de FGFR4.

Dans le but de confirmer la théorie que 1I’inflammation pourrait étre responsable de
la diminution observée, des cellules AML-12 ont été traitées a 1’aide de surnageant de
cellules infectées avec Salmonella typhimurium pendant 16 heures. Ces surnageants ont été
filtrés et non filtrés. Les niveaux d’expression de FGFR4 et B-Klotho ont ét¢ mesurés a
I’aide de PCR en temps réel. Les résultats indiquent une diminution de 1’expression de [-

Klotho et non de FGFR4 (Figure 10) au niveau transcriptionnel.

4. Le déxamethasone rétablit I’expression de B-Klotho dans les cellules AML-12

infectées.

Les hépatocytes sont habituellement mis en culture avec du déxaméthasone, un
composé immunosuppresseur et anti-inflammatoire. Nos études sur le processus
inflammatoire ont nécessité son retrait. Nous avons décidé de répéter les tests a 1’aide de cet
agent afin de vérifier ’expression des genes lorsque les cellules sont en contact avec un
composé anti-inflammatoire. Les résultats de qPCR (figure 11) ne démontrent aucun
changement au niveau des taux d’ARNm de FGFR4 et de B-Klotho entre les cellules
infectées traitées avec du déxaméthasone et les cellules seulement infectées, il est par
contre important de noter que les niveaux dans les cellules infectées sont plus bas, mais non

significatif.
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Figure 9. Diminution de I’expression de B-Klotho dans des cellules AML-12 lors de
traitement avec TNF alpha. Evaluation de I’expression de f-Klotho et FGFR4 dans des
cellules AML-12 traitées avec 20 ng/mL de TNF alpha pour une durée de 16 heures.
Chaque colonne représente une moyenne avec €cart-type de 12 échantillons provenant d’un
duplicata. (**** =p <0,0001)
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Figure 10. Cellules AML-12 traitées a I’aide de surnageant de cellules infectées par S.
typhimurium. Evaluation de I’expression des génes FGFR4 et B-klotho par qPCR. Chaque
colonne représente une moyenne avec écart-type de 16 échantillons provenant d’un
duplicata. (** = p <0,01)
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Figure 11. Cellules AML-12 infectées et traitées a ’aide de déxaméthasone. Les
cellules ont été infectées a 1’aide du pathogene Salmonella typhimurium et co-traitées avec
un agent anti-inflammatoire, le déxaméthasone (40 ng/mL). Iil y a eu évaluation de
I’expression des genes FGFR4 et B-klotho par qPCR. Chaque colonne représente une
moyenne avec écart-type de 16 échantillons provenant d’un duplicata.
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5. Un traitement avec un antagoniste de la voie NF-kB rétablit les niveaux de p-Klotho

dans les cellules AML-12.

L’inflammation semble étre responsable de la baisse de I’expression de -Klotho, le
traitement avec ’antagoniste Bay-7 inhibe la voie pro-inflammatoire NF-kB, réduisant la
réponse inflammatoire. Les niveaux d’expression de FGFR4 et -Klotho ont été mesurés a
I’aide de qPCR apres le traitement avec I’antagoniste. Les niveaux FGFR4 ne changent pas
apres le traitement, de méme que pour les niveaux de B-Klotho, méme si une tendance vers

une diminution est observable. (Figure 12).

6. Confirmation que la concanavalin A induit de ’inflammation au niveau du foie.

Afin de déterminer I’impact de I’inflammation seule au niveau du foie, des souris
ont €té injectées avec de la concanavalin A, un agent qui cause une hépatite auto-immune.
L’¢tude du foie de ces souris apreés une période de 16 heures et 24 heures confirme une
augmentation significative de plusieurs facteurs épithéliaux inflammatoires, tels que TNF
alpha, MCP-1 et IL-1Béta, par qPCR (Figure 13). Ces résultats démontrent qu’un état pro-
inflammatoire est atteint au niveau du foie de la souris suite a I’injection de concanavalin
A. Les souris Con. A peuvent donc servir de mod¢le inflammatoire hépatique sans

traumatisme physique et sans I’usage d’agent infectieux ou des composés toxique.

7. L’inflammation causée par la concanavalin A réduit I’expression de p-Klotho et de

Cyp7Al.

Afin de déterminer si I’inflammation causée par I’injection de concanavalin A était
suffisante pour dérégler I’axe FGF15-FGFR4, des analyses par qPCR et immunobuvardage
de type Western ont ét¢ menées (Figure 14 et 15). Ces tests ont révélé une diminution de
I’expression de B-Klotho et Cyp7A1l, ’enzyme clef dans la production des acides biliaires
au niveau du foie. Cependant, les niveaux de FGFR4 ne semblent pas étre changés, tout

comme les niveaux de FGF15 dans 1’iléon.
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Figure 12. Cellules AML-12 infectées et traitées avec un inhibiteur de la voie NFKB, le
Bay-7. Les cellules ont été infectées a 1’aide du pathogeéne Salmonella typhimurium et co-
traitées avec un agent pharmacologique inhibant la voie NF-kB. Il y a eu évaluation de
I’expression des genes FGFR4 et B-klotho par qPCR. Chaque colonne représente une
moyenne avec écart-type de 16 échantillons provenant d’un duplicata.
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Figure 13. Evaluation de I’expréssion de cytokines pro-inflammatoires suite a
P’injection de Concanavalin A. Le profil d’expression des facteurs épithéliaux
d’inflammation TNF alpha, IL-1B et IFN gamma a été mesuré a 1’aide de qPCR. Les
colonnes « controle » et « Con. A 16 hrs » représentent une moyenne avec écart-type de 12
souris issue d’un duplicata. La colonne « Con. A 24 hrs » représente une moyenne avec
écart-type de 6 souris issue d’une seule expérience. (* =p <0,05), **=p < 0,01 et ***=p
<0,001)
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Figure 14. L’inflammation seule réduit I’expression de Cyp7A1l et non de FGFR4. A)
Evaluation de ’expression de FGFR4 et Cyp7Al a I’aide de qPCR. Les deux colonnes
représentent une moyenne avec ¢Ecart-type de 12 souris issue d’un duplicata. B)
Immunobuvardage de type western contre FGFR4 (panneau supérieur), Cyp7Al (panneau
du centre) et le controle de chargement, I’actine (panneau inférieur). La bande de gauche
est issue d’un échantillon représentatif contréle et la bande de droite provient d’un
¢échantillon représentatif ayant eu le traitement a la concanavalin A. (** =p <0,01)
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Figure 15. L’inflammation seule réduit I’expression de p-Klotho aprés 16 et 24 hrs,
aucune conséquence sur le niveau d’expression de FGF15 au niveau de I’iléon n’est
remarquée. [ expression de B-Klotho et de FGF15 a été mesurée a I’aide de qPCR au
niveau du foie et de I’iléon respectivement. Les colonnes « contrdle » et « Con. A 16 hrs »
représentent une moyenne avec écart-type de 12 souris issue d’un duplicata d’expérience.
La colonne « Con. A 24 hrs » représente une moyenne avec €cart-type de 6 souris issue
d’une seule expérience. (* =p < 0,05 et ** =p <0,01)
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8. HNF1ao pourrait étre la cause de la diminution de FGFR4 dans les souris infectées

avec Salmonella typhimurium.

Les tests précédents nous ont mené a I’hypothése que I’inflammation était
responsable de la perte des différentes composantes de 1’axe, ce qui semble étre vrai pour
B-Klotho et non pour FGFR4. D’autres expériences €taient nécessaires afin de déterminer

les conditions de régulation du récepteur FGFR4.

Les infections a Salmonella impliquent la modification du métabolisme des cellules,
incluant 1’activation accrue des vois MAP kinases JNK et p38. L’activation de JNK ameéne
une réduction des niveaux de HNFla, un facteur de transcription ayant un role dans
I’expression de FGFR4. Son niveau d’expression a donc été mesuré a I’aide de qPCR dans
le foie de souris infectées, ces études révelent une diminution significative d’ARNm

(Figure 16.)

9. L’inhibition de la voie métabolique JNK rétablit ’expression de FGFR4 au niveau

des cellules infectées.

Notre hypothése est que la voie JNK, lorsqu’activée, est responsable de la baisse de
HNFla au niveau du foie, ce qui a pour conséquence de réduire les niveaux de FGFR4. Un
inhibiteur a donc été ajouté a une culture avec des cellules AML-12 infectées, des études
transcriptionnelles ont ensuite ét¢ menées apres une incubation de 16 heures. Les résultats
de qPCR démontrent une diminution significative de I’expression de FGFR4 lorsque les
cellules sont infectées (Figure 17, mais a aussi ét¢é démontré a la Figure 7) et un

rétablissement a un niveau normal lorsque traité avec I’inhibiteur de JNK.
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Figure 16. L’infection diminue I’expression de HNF1a dans le foie des souris. Le taux
d’ARNm de HNF1a a ét¢ mesuré a 1’aide de PCR en temps réel. Les colonnes représentent
une moyenne avec €cart-type de 12 souris issues d’une expérience en duplicata. (* = p <
0,05).
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Figure 17. Rétablissement de l'expression de FGFR4 lorsque des cellules
infectées sont traitées a l'aide d’'un inhibiteur de JNK, les niveaux HNFla ne
changent pas a l'intérieur des cellules. Les taux dARNm de FGFR4 et HNFla ont
été mesurés a 'aide de qPCR. Les colonnes représentent une moyenne avec écart-type
de 12 échantillons issue d’'un duplicata d’expérience. (*=p < 0,05 et ** =p < 0,01)
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V. Discussion

Partie 1. Article

Des modifications du métabolisme de 1’hote sont fréquentes lors d’infections,
celles-ci peuvent mener a plusieurs complications et entrainer une dénutrition (Powanda,
MC. Et al. 2003 et McGuinness Op. 2005). La fievre typhoide est causée par Salmonella
typhi chez ’humain et est caractérisée par des manifestations pathologiques au niveau du
systeme biliaire et gastro-intestinal (Parry, CM. 2006), mais les mécanismes moléculaires y
restent encore incompris. Les travaux effectués durant ma maitrise ont démontré
I’implication de I’axe FGF15-FGFR4 lors d’une infection a Salmonella typhimurium, dans
un modele murin de fievre typhoide. Il est possible d’observer une perte de plusieurs
composantes de 1’axe suite a I’infection, caractérisée par une diminution significative de
I’expression des récepteurs hépatiques FGFR4 et B-Klotho, suggérant une perte de la
réponse hépatique suite au déversement de la bile dans la lumiere intestinale. La perte de
I’axe aurait pour conséquence, totalement ou partiellement, une augmentation de la
synthese des différentes composantes de la bile et de leur transport vers la vésicule biliaire.
Le deuxieme volet de mes travaux tentait de trouver les mécanismes moléculaires derriére
cette perte. L’étude sur les cellules AML-12 a permis d’établir deux hypothéses sur le
controle de I’expression de B-Klotho et FGFR4. Dans le cas de f-Klotho, I’inflammation
semble étre directement responsable de son niveau d’expression, donc celui-ci ne dépend
pas de I’infection comme tel. Pour FGFR4, I’infection ou d’autres voies métaboliques

semblent étre requises pour son expression car aucun changement n’a été remarqué lorsque
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I’on induit une hépatite auto-immune chez nos souris ou bien que I’on traite des cellules
avec des cytokines pro-inflammatoires. Ce récepteur semble étre affecté par la présence du

facteur de transcription HNF1a qui est modifi¢ lors de I’infection.

1.1 Les infections entérohépatiques réduisent les niveaux des différentes composantes

de ’axe FGF15-FGFR4 dans P’iléon.

Salmonella enterica serovar typhimurium provoque une gastroentérite au niveau de
I’homme et cause une infection systémique séveére au niveau de la souris, ressemblant
énormément a la fievre typhoide. Salmonella est un pathogéne intracellulaire facultatif, a
I’intérieur de la cellule, il s’isole au niveau d’une vacuole hors de contact du systéme
endosomal (Steele-Mortimer, O. 2008). La protéine NRAMP-1 régule la prolifération
intracellulaire de la bactérie et contrdle la réponse inflammatoire des macrophages, ce qui
confére une résistance naturelle a 1’hote face a certains agents infectieux (Barton, C. ef al.
1999). Les souris C57Bl/6 ont une protéine NRAMP-1 non-fonctionnelle, ce qui les rend
plus susceptibles a I’infection (Liesenfeld, O. 2002 et Zaharik, M. et al. 2004). Ce type de
souris procure donc un meilleur avantage pour I’étude d’infections. L’implantation du
pathogene dans I’hote amene plusieurs changements métaboliques, notamment au niveau
du métabolisme des glucides et lipides au niveau du foie (Arsenault, R. et al. 2013). Dans
certaines occasions plus rares, la colonisation par Salmonella peut mener a la cholestase
extra-hépatique, donc un blocage a 1’évacuation de la bile vers la lumicre intestinale
(Ratnayake et al. 2011, Alhayrak, A. et al. 2011 et Arabaci, F. ef al. 2003). Le mécanisme

derriere ces changements sont trés peu compris, nos travaux avaient pour objectif
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d’identifier une voie partiellement ou complétement responsable des changements biliaires

observés.

L’hormone FGF15 est synthétisée par les entérocytes dans I’iléon dans I’espace
intervillositaire (Inagaki, T. ef al. 2007), le facteur endocrinien est ensuite relaché dans la
circulation sanguine et rejoint le foie. Au niveau de sa cible ou, par le biais de FGFR4, un
récepteur tyrosine kinase, et B-Klotho, son co-récepteur, réduit I’expression de Cyp7Al,
I’enzyme limitante dans la réduction d’acides biliaires. L’iléon terminal est aussi le point
d’entrée de Salmonella et peut donc affecter 1’axe FGF15-FGFR4. Une réduction
significative de I’expression de FGF15 peut étre observée apres 5 jours d’infection. Pour
écarter I’hypothese que la perte de I’hormone était associée a la mort cellulaire, des études
histologiques ont été effectuées (voir Figure 1 de I’article). Sur la coloration hematoxylin et
¢osine (H&E), aucune différence morphologique ne peut étre observée entre la coupe
controle et la coupe de souris infectée. Nous n’avons pas remarqué d’infiltration cellulaire
au niveau de la muqueuse ou une augmentation significative des neutrophiles, de plus
aucun effacement de la muqueuse n’a pu étre remarqué (Gubergrits, N. et al. 2012). Ces
résultats suggerent qu’il y a peu ou pas d’inflammation au niveau de 1’iléon lors de
I’analyse et que les changements au niveau de I’expression de FGF15 ne sont pas di a un
effet cytotoxique de la bactérie. De plus, il est possible de remarquer une diminution de
FGF15 en fonction du nombre de bactéries dans le petit intestin, ce qui suggere que les

niveaux sont inversement proportionnels a la charge bactérienne.

Le récepteur nucléaire FXR (Nr1h4) controle I’expression de FGF135, cette protéine

a besoin de la présence d’acide biliaire afin d’étre activée et acquérir une fonction de
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modulateur de transcription (Jones, SA. 2012). L’expression du récepteur demeure
inchangée lors de I’infection, indépendamment de la sévérité de celle-ci. Par contre, nous
remarquons une diminution de I’expression de ses genes cibles comme FABP6, Shp
(NrOb2) (De Gottardi, A. et al. 2004) et Osta (Frankenberg, T. ef al. 2006) (figure 3 de
I’article). La protéine Osta, en formant un hétérodimere avec la protéine Ostp, joue un role
essentiel dans la réabsorption des acides biliaires et leur recyclage (Dawson, PA. ef al. 2005
et Rao, A. ef al. 2008). Sa diminution suggere un ralentissement du transit des acides
biliaires vers I’intérieur des entérocytes et par conséquent, une diminution de I’activation de
FXR. Dans le cas de FABPG6, il s’agit d’une protéine liant les composés lipidiques au
niveau de I’iléon, les acides biliaires. La perte de FABP6 suggére aussi une diminution du
transport transcellulaire des acides biliaires, ce qui peut aussi mener a une réduction de
I’activation de FXR. Le patron d’expression de ces genes s’apparente au changement
observé pour FGF15, ce qui suggere que la perte d’hormone est peut étre seulement due a
une diminution de I’activation de FXR et non a I’infection comme tel au niveau de
I’intestin. Les acides biliaires sont sécrétés au niveau de la lumiére intestinale aprés la prise
d’un repas. L’augmentation de la concentration des acides gras et des acides aminés dans le
duodénum active les cellules entéroendocrines I, celles-ci sécrétent la cholécystokinine qui
mene a la contraction de la vésicule biliaire et au déversement de la bile (Sykaras, A. et al.
2012). Un des symptomes de la fievre typhoide est la perte de I’appétit (Fabrega, A. et
Villa, J. 2013), donc si les souris cessent de manger, moins d’acides biliaires se retrouvent
au niveau de la lumiere intestinale ce qui peut expliquer la perte d’expression de FGF15.
Nous avons démontré cela en administrant de la cholestyramine, un chélateur d’acides
biliaires, a la die¢te de nos souris (Figure 3B de Darticle). 1l est donc possible de réduire

I’expression de FGF15 seulement en changeant la di¢te des souris. Nous avons vérifi¢ la
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machinerie biliaire du foie afin de confirmer si ¢’était ce que nous observions dans nos
souris infectées. La diminution de 1’expression de FGF15 ne semble pas provenir du
changement d’habitude alimentaire des souris. En effet, méme sans I’action de FGF15, il
est possible de remarquer une baisse de I’expression de Cyp7Al, ce qui suggere que les

acides biliaires ne sont plus produits ce qui mene a une diminution de 1’activation de FXR.

1.2 L’infection méne a des altérations au niveau du métabolisme biliaire hépatique.

L’expression de FGF15 est modulée par la formation de I’hétérodimeére FXR : RXR
au niveau du petit intestin et I’hormone est relachée au niveau du sang afin de rejoindre le
foie par la veine porte hépatique. FGF15 est reconnu par le récepteur tyrosine kinase
FGFR4 et son co-récepteur B-Klotho et inhibe la transcription du cholestérol 7a-
hydroxylase. Cet enzyme constitue I’étape limitante de la production d’acides biliaires
(Potthoff, J. et al. 2012). La liaison de FGF15 au récepteur entraine 1’activation de la
protéine Shp (small heterodimer partner), un récepteur nucléaire orphelin qui se lie au
promoteur de Cyp7A1l et réprime sa transcription (Goodwin et al. 2000). Shp n’a pas de
domaine liant I’ADN, la répression se fait surtout par I’interaction avec LRH-1 (/iver
receptor homolog 1) et HNF4a (hepatic nuclear factor 4 o)) (De Fabiani, E. ef al. 2001). Le

mécanisme d’activation de Shp par FGFR4 n’est pas connu.

En général, les FGFs ont une structure tertiaire qui leur permet d’étre retenus au
niveau du tissu. L héparane sulfate retient le FGF au niveau de la matrice extracellulaire et
agit comme co-récepteur pour FGFR. Dans le cas des FGFs endocriniens, une mutation au

niveau de la chaine d’acides aminés réduit I’interaction avec I’héparane sulfate ce qui
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permet aux facteurs de quitter le tissu et rejoindre la circulation (Goetz, R. ef al. 2007).
Dans ce cas-ci, ce sont les protéines de la famille klotho qui permettent de capter les FGFs
endocriniens et provoquer ’interaction avec les FGFRs. Dans le cas de FGF15, il s’agit de
la protéine B-Klotho. C’est une protéine avec un seul passage transmembranaire et qui n’a
aucune capacité de transduction de signal (Kurosu, H. ef al. 2006). La distribution des
FGFRs est trés vaste, mais les différentes protéines klotho ont un patron d’expression tres
restreint, ce qui limite I’action des FGFs endocriniens a quelques tissus (Fon Tacer, K. et

al. 2010).

Salmonella colonise le systeme hépatobiliaire, commencant par le tractus gastro-
intestinal et s’introduit ensuite dans le foie et la rate. Cette colonisation cause des
dommages et de I’inflammation localement au niveau du foie (Menendez, A. et al. 2009)
qui peut mener a des troubles biliaires et de la cholestase induite par 1I’inflammation
(Kosters, A. et al. 2010). Ces conséquences peuvent expliquer la baisse d’expression de
FGF15 et des genes ciblés par FXR au niveau de I’intestin. Nous avons donc vérifié la
production hépatique de bile dans la vésicule biliaire de souris infectées. Une réduction
significative du volume biliaire est observable seulement 24 heures suite a 1’infection, et
aucune amélioration n’est observée apres 4 jours, ce qui suggere qu’il y a une réduction de
la production des composés de la bile et/ou du transport de ceux-ci vers la vésicule biliaire
(figure 4A). Une étude approfondie de I’expression des genes responsables du métabolisme
biliaire hépatique (figure 4b) a révélé une diminution au niveau de la transcription de
plusieurs transporteurs d’acides biliaires et de cholestérol (Abcbl1, Slcl0al, ABCBla,
Abcg5 et Abcg8) (figure 5b). Ces résultats suggerent que I'infection a Salmonella entrave

I’expression de plusieurs composantes du métabolisme biliaire et entraine une diminution
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significative du volume de la bile retrouvée dans la vésicule biliaire. Le tout est
accompagné par une accumulation de cholestérol et de triglycérides au niveau du foie
(Figure 5C et 5D). Ces changements peuvent étre la cause de ce que nous avons observé au

niveau de 1’iléon.

L’infection a Salmonella a ensuite mené¢ a une diminution de I’expression du
complexe de récepteur a FGF15. Pour vérifier notre hypothese que 1’infection a un impact
sur D’expressio des composantes de 1’axe FGF15-FGFR4, nous avons vérifié¢ les taux
d’expression de FGFR4 et B-klotho au niveau du foie. Les analyses par qPCRs ont
déterminé qu’il y avait diminution de I’expression des deux récepteurs au niveau
transcriptionnel (Figure 6A et 6B). Ceci a été confirmé par immunobuvardage de type
western (Figure 6C). Plusieurs bandes ont été identifiées au niveau des animaux non-
infectés. Deux bandes se retrouvaient a des poids moléculaires de 115 kDa et 125 kDa. La
proté¢ine FGFR4 a 115 kDa (FGFR4,;s5) représente le récepteur non-modifi¢ et non-
fonctionnel, le récepteur est hautement glycosylé au niveau du systéme endosomal et atteint
un poids moléculaire de 125 kDa (FGFR4,,5) ou il devient mature et fonctionnel (Triantis,
V. et al. 2010). Chez les souris infectées, il y a perte de la bande a 125 kDa et une réduction
de la quantité de la bande a 115 kDa. Cela signifie qu’il y a une perte de FGFR4

fonctionnel lors de ’infection a Salmonella.

Ces résultats ont aussi été confirmés par immunofluorescence (figure 6D). FGFR4
semble étre retrouvé sur la membrane plasmique et dispers€ a ce niveau et ne semble pas se
localiser a des endroits précis dans la cellule. Dans le cas de B-klotho, la protéine semble se

retrouver au niveau péri-nucléaire. De nouveaux travaux indiquent que B-klotho n’est pas
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une protéine membranaire, mais un résident du réticulum endoplasmique. A ce niveau, p-
klotho est responsable d’envoyer la protéine FGFR4 immature au protéasome pour
dégradation. Son role est d’assurer que seulement le FGFR4 mature et fonctionnel, celui a
125 kDa, rejoint la membrane plasmique (Triantis, V. et al. 2010). Nos résultats en
microscopie semblent indiquer que B-klotho est effectivement au niveau du reticulum et
non a la membrane plasmique, il faudrait répéter 1’expérience en microscopie confocale et
vérifier si la protéine co-localise avec un marqueur de 1’organelle. Par exemple, avec un
anticorps dirigé contre 1’enzyme protéine disulfide isomérase qui est dans le réticulum

endoplasmique ou un marqueur spécifique.

Nos résultats observés dans notre modéle murin indiquent qu’il y a une altération des
composantes de ’axe FGF15-FGFR4 au niveau de ’iléon et du foie. Dans ’intestin, il y a
une perte de ’expression de FGF15 et des génes cibles de FXR, des protéines responsables
du transport des acides biliaires. Au niveau du foie, nous avons remarqué une perte de
I’expression de FGFR4 et B-klotho en plus de la plupart des transporteurs majeurs des
composantes de la bile comme les triglycérides et le cholestérol. La perte de 1’axe est aussi
bien illustrée au niveau de la vésicule biliaire, lors de ’infection il y a une perte du volume
de bile. Par contre, la perte de FGF15 ne semble pas étre associée a des dommages aux
entérocytes mais une conséquence d’une hépatite. Nous avons donc utilisé¢ des pathogenes
qui visent différentes parties du systeéme gastro-intestinal afin de confirmer cette théorie.
Listeria monocytogenes est un pathogene qui a plus de difficult¢ a passer la barricre
épithéliale du petit intestin que Salmonella (Okamoto, M. ef al. 1994 et Lecuit, M. 2007).
Lors de I’infection orale, Listeria va donc rester au niveau du petit intestin sans passer au

foie. Aucune diminution de I’expression de FGF15 n’est remarquée au niveau de ces souris,
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ce qui confirme notre hypothése que la perte de FGFI5 n’est pas contrélée par des
infections au niveau du petit intestin. Nous avons ensuite injecté¢ le pathogeéne dans la
circulation sanguine de la souris, ou la bactérie colonise le foie tres rapidement. Dans ce
cas-ci, une diminution significative de FGF15 est remarquée, ce qui indique qu’une
implication hépatique est nécessaire pour remarquer les changements (Figure 2A). Nous
avons aussi utilisé une souche de Salmonella qui est déficiente pour le systeme de sécrétion
de type III (T3), la souche SB103, afin de confirmer nos résultats (Menendez, A. et al.
2009). Nous avons injecté la bactérie a des souris, dans ce cas-ci la colonisation au foie des
souris se fait trés rapidement, I’implication intestinale est retardée d’environ 72 a 96 heures.
De plus, les bactéries qui rejoignent ’intestin ne peuvent pas pénétrer a I’intérieur des
entérocytes. Nous avons remarqué une diminution significative de I’expression de FGF15
au niveau de I’iléon (Figure 2C). Ces résultats démontrent que la colonisation du systéme
hépatobiliaire par Salmonella réduit 1’expression de FGF15 et que D'invasion des

entérocytes a trés peu d’impact.

La conséquence de I’activation de 1’axe FGF15-FGFR4 est la réduction de
I’expression du cholestérol 7a-hydroxylase (Cyp7Al), ’enzyme limitant de la voie de
production d’acides biliaires. Nos études par qPCR démontrent une baisse trés importante
de I’expression du géne (figure 5A), ces résultats sont confirmés par immunobuvardage de
type western (figure 5B). Par contre, nous observons une baisse de FGF15, FGFR4 et 3-
klotho. L’activation de 1’axe FGF15/FGFR4 a pour conséquence de réduire 1I’expression de
Cyp7Al, il était donc attendu d’observer une augmentation importante de ce gene. Une
diminution significative de I’expression de Cyp7Al a par contre été remarquée par qPCR.

Ces résultats démontrent que la régulation de Cyp7A1 n’est pas complétement dépendante
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de la voie de signalisation de FGFR4, qu’il s’agit de quelque chose de plus complexe.
Donc, la baisse d’acides biliaires au niveau du foie, de la vésicule biliaire et de la lumiére
intestinale ne semble pas étre due a la perte de FGFR4 dans le foie. Ceci révele que le
controle du métabolisme biliaire est plus complexe et qu’une autre voie, toujours inconnue,

est responsable du phénotype observé dans les souris infectées.

La perte de FGFR4 ne semble pas avoir d’impact au niveau du métabolisme biliaire
lors de I’'infection, mais FGF15 joue un role central au niveau de la régulation métabolique
hépatique. Les infections ont un impact sur d’autres mécanismes que le métabolisme
biliaire et il a ét¢ démontré que FGF15 est un régulateur du métabolisme lipidique et des
glucides au niveau du foie. Donc, la perte de ’axe FGF15-FGFR4 pourrait expliquer les
autres changements observés lors de maladie, tandis que les changements au niveau de la
production des acides biliaires de Cyp7A1 semblent étre contrdlés par une autre voie

métabolique enclenchée durant I’infection.

Partie 2. Mécanisme

La premiére partie de mes travaux de maitrise consistait a vérifier I'impact de la
fievre typhoide sur I’axe FGF15-FGFR4. Nous avons déterminé qu’il y avait une perte de
I’expression d"hormone au niveau de I’intestin et une perte de I’expression du complexe de
récepteurs dans le foie. Nos expériences suggerent que la perte de FGF15 est due a la
baisse de I’activation de FXR, car il y a une diminution de la concentration d’acides

biliaires dans la lumiére intestinale et les entérocytes. Les mécanismes cellulaires derriere
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la diminution de I’expression des deux récepteurs hépatiques sont toujours inconnus

(Romain, G. ef al. 2013).

2.1 L’inflammation est responsable de la perte de p-klotho

Fibroblast growth factor 19 (homologue humain de FGF15 chez la souris) joue un
role majeur au niveau du métabolisme énergétique par 1’action du co-récepteur B-Klotho,
mais les mécanismes de son expression demeurent incompris. Une revue de la littérature
révele qu’une baisse marquée du récepteur est observable dans d’autres pathologies
hépatiques n’impliquant pas de bactéries. f-Klotho est aussi retrouvé au niveau du rein et

du pancréas, il permet de rendre ces organes sensibles aux FGFs endocriniens.

La stéatohépatite non-alcoolique (NFALD) est une maladie chronique du foie
caractérisée par des risques de fibroses, cirrhoses, hypertension de la veine porte et de
carcinome hépatocellulaire. 11 s’agit d’une accumulation anormale de lipides a I’intérieur
des hépatocytes qui causent une inflammation (Adams, LA. et al. 2005 et White, DL. et al.
2012). Des ¢études cliniques ont révélé une corrélation entre les niveaux sériques de FGF19

et I’expression de B-klotho au niveau du foie (Alisi, A. et al. 2013).

FGF21 a comme principale cible le tissu adipeux, ou il favorise 1’absorption du
glucose et son oxydation (Kharitonenkov, A. et al. 2005). Son récepteur est le FGFRI
associ¢ a la protéine auxiliaire B-klotho (Fon Tacer, K. et al. 2010). Il a été remarqué que
I’obésité et la résistance a I’insuline sont reliées a des niveaux anormalement élevés de

FGF21 (Fisher, FM. et al. 2010). De plus, I’obésité est associée a un état inflammatoire du
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tissu adipeux (Hirosumi, J. et al. 2002). Une étude récente a démontré que cette
inflammation cause une diminution de I’expression de -klotho et confére une résistance du
tissu adipeux a FGF21 (Diaz-Delfin, J. ef al. 2012). Une activation élevée de la voie
métabolique JNK est observée chez les personnes obeses, cette voie est habituellement
activée par des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa et du stress au niveau du

réticulum endoplasmique (Hotamisligil, GS. 2010).

Ces ¢études démontrent que I’expression de B-klotho semble étre dépendante des
voies inflammatoires, indépendamment de la maniere qu’elle est causée. Nous voulions
vérifier I’'impact de I’inflammation seulement au niveau du foie et voir si nous pouvions
reproduire les résultats observés dans nos souris infectées et chez les personnes ayant le
NAFLD. La lignée cellulaire AML-12 a été notre modele pour étudier les mécanismes
cellulaires. Il s’agit d’une lignée d’hépatocyte de souris transgénique pour TGF-a qui
retient ces caractéristiques de cellules du foie lorsque mise en culture. Nous avons procédé
a ’infection de ces cellules avec Salmonella typhimurium afin de vérifier s’il était possible
de reproduire ce que I’on observait in vivo. Les analyses par qPCR de FGFR4 et B-Klotho
(Figure 7A) démontrent une diminution significative du niveau transcriptionnel des deux
genes. Ces résultats ont été confirmés au niveau protéique par immunobuvardage de type
Western (Figure 7B), il y a réduction de la quantité de protéines FGFR4 et B-Klotho au
niveau des cellules infectées par rapport aux cellules contrdles. Les infections de cellules
AML-12 par protection a la gentamycine reproduit donc ce que 1’on observe au niveau in
vivo, il n’y a par contre aucune information disponible pour Cyp7Al car il n’est pas
exprimé. Notre objectif est de comprendre comment les infections entéro-hépatiques

réduisent 1’abondance de FGFR4 et B-klotho, 1’absence du cholestérol 7a-hydrogénase ne
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devrait donc pas poser probléme. La diminution de FGFR4 a aussi ¢ét¢ confirmée par
immunofluorescence (Figure 8), la protéine est présente sur I’ensemble des membranes des
cellules infectées et détectée plus faiblement au niveau des cellules infectées. Les cellules
devraient étre théoriquement moins sensibles a FGF15, mais des tests sont nécessaires pour

confirmer cette théorie.

Notre hypothése est que seulement I’inflammation controle 1’expression de [3-
klotho, les facteurs inflammatoires sécrétés par les cellules infectées devraient donc étre
suffisants pour observer les changements. Nous avons donc recueilli du surnageant de
cellules infectées pendant 24 heures avec Salmonella typhimurium et nous I’avons filtré sur
une membrane de 0,2 um afin de retirer toutes traces de pathogéne de la solution. La
filtration permet de nous assurer que les molécules sécrétées sont mises en contact avec des
cellules saines. Cette expérience démontre une diminution de 1’expression de B-klotho
(figure 10) par qPCR. Il a été possible de recréer ce qui a été observé dans les cellules
infectées seulement avec le surnageant stérile, ce qui suggere effectivement que
I’expression de B-klotho est dépendante des voies de signalisation pro-inflammatoires et
que la bactérie en soi ne contribue pas a ces observations. Aucun changement au niveau de
I’expression de FGFR4 n’a été observé, ce qui suggére que les changements opérés a

I’intérieur de la cellule par la bactérie sont nécessaires pour modifier son expression.

La filtration n’assure pas un retrait complet des motifs moléculaires associés aux
pathogenes, les résultats obtenus pourraient donc provenir de 1’activation des récepteurs de
I’immunité innée des cellules. Nous avons donc répété 1’expérience effectuée par Diaz-

Delfin J. et al. en 2012. Cette expérience implique de mettre du TNFa dans le milieu de
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culture et permet d’écarter la possibilité de I’activation des TLRs comme médiateurs de
I’expression de B-klotho. Suite a 24 heures d’incubation, une diminution significative de
I’expression de B-kotho a été remarquée (figure 9). Nos résultats suggerent donc que [3-
klotho suit les mémes patrons d’expression dans les hépatocytes que dans les adipocytes et
que I’inflammation est la seule responsable de cette modulation. Encore une fois, il n’y a
aucun changement au niveau de I’expression de FGFR4 (figure 9), ce qui démontre que
FGFR4 suit un patron d’expression indépendant de celui de B-klotho. Ces résultats
n’impliquent pas que le méme processus se produit au niveau du vivant car la physiologie

de I’animal n’est pas prise en compte.

Normalement, les cellules AML-12 sont gardées en culture avec 40 ng/mL de
dexamethasone, un glucocorticoide avec des propriétés immunosuppréssantes et anti-
inflammatoires. Nous [’avons retiré du milieu afin de pouvoir observer la réponse
inflammatoire des cellules aprés infection. Suite a nos résultats, nous avons répété
I’expérience en présence de la drogue afin de vérifier si notre hypothése était valide. En
théorie, si les résultats que nous observons sont dus a une réponse inflammatoire seulement
ou partiellement, I’ajout de la drogue devrait secourir les récepteurs chez les cellules
infectées. Nos analyses qPCR révelent une rescousse des niveaux d’expression de -klotho
et de FGFR4 (Figure 11). Donc, lorsqu’on inhibe la réponse inflammatoire, les récepteurs
semblent étre de retour a des niveaux normaux dans les hépatocytes. Le traitement a la
déxaméthasone a aussi démontré un retour de FGFR4, que nous pensions indépendant des
voies inflammatoires. Ces résultats peuvent démontrer le contraire, que certains processus
sont nécessaires pour I’expression de FGFR4 ou bien que la bactérie nécessite un certain

niveau d’inflammation afin de pouvoir pénétrer a I’intérieur de la cellule. La bactérie, a
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I’intérieur de la cellule, est connue pour réorganiser le cytosquelette et s’entourer de
filaments d’actine (Myeni, SK. ef al. 2010). Cette réorganisation est due a 1’activation des
protéines Rho-GTPases et la voie JNK, et ce qui permet I’entrée de Salmonella dans des
cellules normalement non-phagocytiques (Jayesh, CP. et al. 2008). Le dexamethasone
inhibe plusieurs voies métaboliques et pourrait entraver 1’entrée dans la cellule et la
réorganisation du cytosquelette par Sa/monella, ces voies demeurent par contre inconnues.
L’utilisation d’un inhibiteur plus spécifique permettrait de révéler les mécanismes derriere

la perte de FGFR4 avec un peu plus de détail.

Nous avons répété I’expérience en mettant les cellules infectées en présence d’un
inhibiteur chimique de la voie NFkB. Cette voie est principalement activée par les
dommages cellulaires et la présence de pathogenes microbiens. NF-kB joue un role central
au niveau de la médiation de la réponse inflammatoire du systtme immunitaire inné
(Mohamed, MR. et McFadden, G. 2009). L’inhibiteur pharmacologique Bay-11-7082
permet de cibler spécifiquement la voie NFkB en inhibant la phosphorylation de IkB induit
par le TNF-a (Wang, Y. ef al. 2014). Les cellules ont été mises en contact avec ce composé
pendant 16 heures post-infection. Les taux d’expression des génes sont mesurés par qPCR,
aucune diminution significative de I’expression de FGFR4 et -klotho n’a pu étre observée
entre les cellules traitées et les cellules contrdles (Figure 12). La rescousse de B-klotho
semble suggérer que D’expression de la protéine est effectivement contrdlée par
I’inflammation, plus spécifiquement par la voie NF-kB. Il y a un retour de FGFR4, comme
observé lorsque les cellules sont traitées avec du dexamethasone. Ces résultats ne nous
permettent pas de retirer I’inflammation comme une cause de la régulation de I’expression

de FGFR4. Nous avons remarqué une diminution de la charge bactérienne par cellule
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lorsque traitée avec I’inhibiteur pharmacologique. Le retour du récepteur peut donc étre da
a une concentration sub-optimale de bactéries a ’intérieur des cellules, cette observation
met en doute le retour de B-klotho au niveau transcriptionnel. Le changement du nombre de
bactéries ne semble pas avoir €té remarqué lors de traitement avec le dexamethasone, ce qui
suggere que la bactérie nécessite 1’activation de la voie NFkB afin de s’introduire a
I’intérieur de la cellule de maniere plus permanente. Peu de recherches sont disponibles a
ce suyjet, il est par contre connu que la bactérie inhibe la voie une fois que 1’invasion est

complétée (Eaves-Pyles, T. et al. 1999).

Afin de vérifier si nous pouvions reproduire les effets chez le vivant, nous avons
utilisé des souris C57B1/6 injectées avec la concanavalin A, une lectine extraite de la plante
Canavalia ensiformis qui cause des hépatites autoimmunes au niveau du foie. Cette
expérience nous a permis de vérifier les effets seuls de I’inflammation sur 1’expression des
différentes composantes de 1’axe FGF15-FGFR4, ce modele nous permet d’exclure les
impacts de la présence du pathogeéne et de seulement nous concentrer sur la réponse
inflammatoire. La concanavalin A agit comme agent mitotique au niveau des lympocytes
T et active la réponse immunitaire. Ceci méne a des 1ésions hépatiques médiées par les
lymphocytes T (Trautwein, C. ef al. 1998). Les foies ont ¢été recueillis 16 heures et 24
heures post-injection. Des tests qPCR ont confirmé que la concanavalin A causait une
inflammation au niveau du foie, nous avons observé une augmentation significative de
I’expression de TNF-a, IL-1B et MCP-1 (Figure 13), des facteurs importants lors du
développement de réponses inflammatoires (Sell, H. et al. 2006). Il nous a ¢été possible de
reproduire une hépatite sans ’aide d’agents infectieux ou de traumatisme physique. Notre

expérience nous a permis de déterminer qu’aucune perte de FGFR4 n’est observée au
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niveau transcriptionnel suite au traitement a la concanavalin A (figure 14A), nous sommes
arrivés a la méme conclusion quant au niveau de protéines retrouvées dans le foie (figure
14B). Cette expérience nous a permis de déterminer avec certitude que 1’inflammation
n’est pas responsable du controle de I’expression de FGFR4, d’autres changements
cellulaires causés par I’invasion de Sa/monella semblent entrer en jeu. Nous avons aussi
remarqué une diminution de la trancription et de la traduction du produit de gene Cyp7A1l
(figure 14A et 14B). Ceci suggere que la régulation du cholestérol 7a-hydroxylase est
d’une trés grande complexité et d’autres voies outrepassent la régulation de FGFR4, telles

que les voies inflammatoires.

Dans le cas de B-klotho, nous avons observé une baisse au niveau de la transcription
du gene in vivo lorsque le foie est soumis a seulement I’inflammation (figure 15). Il y a une
diminution significative apres 16 heures et 24 heures de traitement, cette réduction devient
plus importante lorsque la barre des 24 heures est atteinte. Ceci suggére que la régulation de
B-klotho au niveau du foie est la méme que dans les tissus adipeux et que 1’inflammation
semble étre le contributeur majeur de son expression. Ces observations par contre sont
encore générales, nous savons que B-klotho baisse en expression lorsque le processus
inflammatoire est enclenché au niveau du tissu, mais le mécanisme d’action est encore
incompris. Nos études in vitro ont permis de déterminer que les infections a Salmonella
réduisent les niveaux d’expression de B-klotho et que ces niveaux sont rétablis a ’aide de
drogues anti-inflammatoires et d’inhibiteurs spécifiques de la voie NFkB induit par le TNF-
a. Cette derniére observation suggére que la répression du géne est possible lorsque
I’hétérodimere de NFkB transloque au niveau du noyau et bloquent la transcription du géne

directement ou meéne a ’expression d’inhibiteurs qui bloque la transcription du gene
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indirectement. Des résultats plus spécifiques pourraient €tre obtenus en travaillant avec une
souche AML-12 NEMO™. L’activation de la voie nécessite la phosphorylation de
I’inhibiteur IkB, cette modification libére les effecteurs transcriptionnels dirigés vers le
protéasome et leur permettent de transloquer au niveau du noyau. Le complexe d’activation
de la voie est formé de deux sous-unités catalytiques et d’une sous-unité régulatrice,
NEMO. La perte de NEMO meéne a une dissociation des unités catalytiques et leur
inactivation (Xue, J. et al. 2014). Des cellules déficientes en NEMO permettraient donc de
confirmer notre théorie. Nos observations suggeérent que nos études de B-klotho au niveau
du foie peuvent étre appliquées a d’autres organes exprimant le co-récepteur comme les
reins, le pancréas et les adipocytes. Aucune fluctuation au niveau de FGF15 n’a été
remarquée a 16 heures et 24 heures post-traitements (figure 15). Nos analyses se sont
produites seulement au niveau transcriptionnel dans cette partie de 1’¢tude, aucune
information n’est disponible au niveau protéique, méme si ceux-ci suivent habituellement
le méme patron dans le cadre de nos autres expériences. De plus, il est possible que le
temps d’incubation soit trop court et les changements physiologiques n’ont pas eu le temps
de se manifester. Aucune information n’est disponible a propos de souris traitées plus
longtemps a 1’aide de la concanavalin A, mais le peu de résultats suggére que les souris ne
peuvent survivre plus que 24-36 heures. Un protocole modifi¢ ou I'utilisation d’un autre

modele d’étude pourrait étre nécessaire pour observer les changements attendus.
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2.2 L’expression de FGFR4 est modulée par la voie JNK et le facteur

transcriptionnel HNF1a.

Tres peu est connu au sujet de la régulation de I’expression de FGFR4. 11 s’agit d’un
récepteur de la famille tyrosine kinase qui, lorsqu’activé, module les réactions métaboliques
du foie. L’activation du récepteur mene a une inhibition de I’expression de Cyp7Al et la
synthese d’acide biliaire par une voie Shp dépendante, a une augmentation de la synthése
de protéine par I’activation de la voie ERK1/2-RSK, a une stimulation de I’activité de la
glycogene synthase, a une inactivation de la glycogene synthase kinase 3, a une répression
de la néoglucogénese par inactivation de la protéine CREB et a une réduction de la
lipogénese par inhibition de ACC1/2 et FAS (Potthof, MJ. et al. 2012). 1l a ét¢ démontré
que FGF15 induisait la prolifération des hépatocytes par le récepteur FGFR4 (Wu, X. et al.

2010).

La littérature recense plusieurs cas de cancers dans lesquels FGFR4 est surexprimé :
le cancer colorectal (Liu, R. ef al. 2013), le cancer ovarien (Zaid, TM. et al. 2013), le
cancer du sein (Koziczak, M. ef al. 2004) et le cancer hépatocellulaire (French, D. et al.
2012). Ces études ne révelent pas qu’est-ce qui mene a I’augmentation de FGFR4. Une
seule étude a déterminé qu’une élévation de FGFR4 est contrdlée par le facteur de
transcription HNF1a au niveau du pancréas. En effet, le facteur a un site de liaison au
niveau de ’exon 1 du gene FGFR4 et promeut sa transcription (Shah, RN. ef al. 2002).
L’expression du HNF1a est contrélée par le HNF4a, ce dernier est inhibé par 1’activation

de MEK1/2 et INK (Simd, R. ef al. 2012). L’infection a Salmonella mene a une activation
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des 5 MAP kinases, dont JNK et MEK1/2. Nous pensons donc qu’il pourrait y avoir un lien

entre la diminution de FGFR4 et [’activation de JNK.

Nous avons vérifié¢ I’expression de HNFla au niveau du foie des souris infectées
(figure 16) et nous avons déterminé qu’il y avait une baisse significative du taux d’ARNm.
Cette baisse pourrait €étre due a une perte de I’expression de FGFR4 lors d’une infection,
mais d’autres expériences sont importantes pour démontrer le lien avec HNFla. Le
Professeur Boudreau du départment d’anatomie et de biologie cellulaire possede des souris
qui n’expriment pas ce facteur de transcription, il serait intéressant de vérifier 1’expression
de FGF4 dans le foie de ces souris afin de confirmer la relation. De plus, il faudrait
procéder a la mesure du niveau de la protéine afin de vérifier si le changement observé avec

I’ARNm se traduit au taux de protéine.

Notre hypothese issue de la littérature est que la diminution de FGFR4 est une
conséquence de I’infection a Salmonella qui induit la voie JNK et par ce fait, réduit les
niveaux de HNFla. Pour tester notre théorie, nous avons trait€é nos cellules avec un
inhibiteur pharmacologique de la voie JNK. Nos analyses ont déterminé qu’il y avait
rescousse du récepteur suite au traitement et que les niveaux €taient comparables a ceux de
nos contrdles (figure 17). Aucune modification au niveau d’HNF1la n’est observable par
gPCR (figure 17). Ces résultats préliminaires suggerent que 1’expression de FGFR4 dans le
foie est controlée par JNK. JNK participe a une voie métabolique majeure qui influence
énormément de processus cellulaires. Nos études ont seulement pris en compte 1’impact sur
HNF1la. Aucun changement n’a été remarqué par rapport a la transcription du géne, mais la

mesure du niveau de la protéine doit €tre faite afin de déterminer le réle de HNFla. Un
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moyen de confirmer nos soupcons serait de vérifier les taux de FGFR4 dans des cellules ou
des souris HNFlo”~ ou HNF4a", si aucun changement n’est observé suite a I’infection, il y

a de fortes chances que HNF1a est responsable de I’expression de FGFR4.

Il faut noter que les niveaux de Cyp7A1 demeurent réduits lors de I’infection, méme
avec la perte de régulation par le complexe de récepteur FGFR4 et B-Klotho. Les
changements hépatobiliaires observés dans les souris infectées a Salmonella ne sont pas
completement dépendant de 1’axe FGF15-FGFR4. FGF15 est un grand régulateur
métabolique du foie, nos recherches se concentraient au niveau de la voie biliaire, mais les
informations que nous en avons retirées pourraient permettre d’expliquer les modifications

au niveau du métabolisme du glucose, protéique et lipidique dans le foie.
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