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Résume

MUCDHL est une cadhérine atypique encore peu étudiée. Les données obtenues a ce jour
suggerent que ce gene joue un role suppresseur de tumeurs dans 1’intestin, notamment par son
interaction et son effet inhibiteur sur la B-caténine, et que son expression est fréquemment
diminuée dans les cancers colorectaux (CCR). Parallélement a cette fonction anti-oncogénique,
d’autres travaux ont suggéré que MUCDHL est impliquée dans la structuration de la bordure
en brosse (BB) intestinale, en contribuant a la formation d’un complexe d’interaction inter-
microvillositaire. Notre objectif était de déterminer la fonction et le mode d’action de
MUCDHL dans le systeme digestif. Par la caractérisation détaillée de 1’interaction avec la B-
caténine, nous avons montré que le mode d’action anti-oncogénique de MUCDHL est plus
complexe qu’une simple séquestration membranaire de la f-caténine. De plus, nous avons
confirmé le role suppresseur de tumeurs de MUCDHL sur une cohorte importante de CCR
humains et montré pour la premiere fois que sa perte amplifie la tumorigenese intestinale dans
un model murin. Par ailleurs, I’étude phénotypique des souris Mucdhl” a démontré son
importance dans I’homéostasie du systéme digestif. En effet, I’absence de MUCDHL cause des
altérations morphologiques de la BB intestinale, mais également de nombreuses perturbations
métaboliques. Ces travaux apportent donc des informations inédites sur la fonction et le mode

d’action de MUCDHL dans le systeme digestif.

Mots clés : cadhérine, MUCDHL, cancer colorectal, métabolisme, systeme digestif.



Abstract

MUCDHL is an atypical cadherin that has been poorly studied. The data obtained so far suggest
that this gene has tumor suppressive activity in the intestine, namely by its interaction and
inhibitory effect on B-catenin, and that its expression is frequently decreased in colorectal
cancers (CCR). In parallel to this anti-oncogenic function, other studies have suggested that
MUCDHL is involved in the assembly of the intestinal brush border (BB), by contributing to
the formation of an inter-microvilli interaction complex. Our objective was to determine the
function and mode of action of MUCDHL in the digestive system, Through a detailed
characterization of the interaction with B-catenin, we showed that the anti-oncogenic mode of
action of MUCDHL is more complex than a simple membrane sequestration of B-catenin. In
addition, we confirmed the tumor suppressive function of MUCDHL on a very large cohort of
human CCR and showed for the first time that its loss amplifies intestinal tumorigenesis in a
murine model. Moreover, the study of the phenotype of Mucdhl” mice allowed us to
demonstrate the importance of MUCDHL in the homeostasis of the digestive system. Indeed,
the absence of MUCDHL causes morphological alterations of the intestinal BB, but also
numerous metabolic disturbances. Thus, this work provides new information on the function

and mode of action of MUCDHL in the digestive system.

Keyword: cadherin, MUCDHL, colorectal cancer, metabolism, digestive system.
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BAT: Bile acid Amino acid Transferase
BB: Bordure en Brosse

BRAF: B-Raf proto-oncogene

BSEP: Bile Salt Export Pump



CA: Cholic acid

CCK: CholeCystoKinine

CCR: Cancer Colorectal

CD: Cluster of Differentiation

CDCA: acide chenodeoxycholique

CDH: Cadherin

CDHR: Cadherin Related

CDX2: Caudal-type homeobox 2

CE: Cholesteryl Ester

CEE: Cellules EntéroEndocrines

ChIP: Chromatin Immunoprecipitation

ChREBP: Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein
CIMP: CpG Island Methylator Phenotype

CIN: Chromosomal Instability

CKI: Cyclin-dependent Kinase Inhibitor

CMpre: préchylomicrons

CPT-1: Carnitine Palmitoyl Transferase 1

CTL: Lymphocytes T cytotoxiques
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CYP3A11: Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 11
CYP7A1: Cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1
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DPPIV: DiPeptidyl Peptidase IV
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DSG: Desmogléines

DT1: Diabéte Type 1
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EC: Extracellular Cadherin
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EGF: Epidermal Growth Factor

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EH: Entérohépatique
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-F-

FABPpm: Fatty Acid—Binding Protein plasma membrane

FAS: Fatty Acid Synthase

FATP4: Fatty Acid—Transport Protein 4

FGF: Fibroblast Growth Factor

FGFR4: Fibroblast Growth Factor Receptor 4

FXR: Farnesoid X-activated receptor

GCK: Glucokinase

GCKR: Glucokinase Regulatory Protein



GIP: Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
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GLP-1: Glucagon-like peptide-1

Glu-6-P : glucose-6-phosphate

GLUT: Glucose transporter

GPR: G-protein-coupled receptor

GSK-3: Glycogen Synthase Kinase-3

HAT: Histone Acetyl Transferases

HDAC: Histone Deacetylase

HDL: high Density Lipoprotein

HLA: Human Leukocyte Antigen
HMG-CoA: Hydroxy-Methyl-Glutaryl-Coa

HNF4: Hepatocyte Nuclear Factor 4

IBABP: Ileal Bile Acid-Binding Protein

IDE: Insulin Degradation Enzyme

IDL: Intermediate Density Lipoprotein

I-FABP/L-FABP: Intestinal/Liver-Cytoplasmic Fatty Acid—Binding Protein
IL: Interleukine

IMC: Indice De Masse Corporelle

INSIG: Insulin Induced Gene

IP3: Inositol 1,4,5 Trisphosphate

IRS: Insulin Receptor Substrate
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L-GCK: Liver-glucokinase
LGRS: Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5
LPL: Lipoprotéine Lipase
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LRP: LDL Receptor-Related Protein
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-M-
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MTP: Microsomal Triglyceride Transfer Protein

MUCI1: Mucine 1

NASH: La stéato-hépatite non alcoolique
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NTCP: Sodium-Taurocholate Cotransporting Polypeptide
-O-

OATPs: Organic Anion-Transporting Polypeptides

OB-cadhérine: Ostéoblaste-cadhérine
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P2C: Protein 2 C

PC1: Proprotein Convertase subtilisin/kexin type 1
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PKCC: Protein Kinase C
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PRMTS: Protein Arginine N-Methyltransferase-5
PYGL: Glycogene Phosphorylase
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PYY: Peptide YY
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RE: Réticulum Endoplasmique

RT: Reverse Transcription



SCAP: Cleavage-Activating Protein
Ser: Serine
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-T-
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TCF: T-Cell Factor
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Chapitre 1: Le systéeme digestif

Le systéme digestif est formé du tractus gastro-intestinal, de la vésicule biliaire, du foie
et du pancréas. Il est particulicrement sollicité apres les repas (postprandial), puisqu’il permet
la digestion et ’absorption des aliments, mais également la régulation du métabolisme de
I’organisme, ce qui nécessite une étroite collaboration entre les différents organes qui le

constituent.

1.  Organisation et role des acteurs majeurs du systéeme digestif

1. L’intestin

1.1 Organisation globale :

L’intestin est la partie du tube digestif qui s’étend de I’estomac jusqu’a I’anus. Il est le
site majeur de la digestion et de 1’absorption des aliments. L’intestin est également impliqué

dans la régulation du métabolisme. Il est formé de 2 parties distinctes :

1.1.1 L’intestin gréle :

Celui-ci assure la digestion et I’absorption des aliments. Située entre I’estomac et le colon,
c’est la partie la plus longue du tube digestif (4-8 m) et elle est constituée de 3 segments
successifs :

» Le duodénum : il débute au niveau du sphincter pylorique et correspond au segment le
plus court de ’intestin gréle. Il porte sur sa paroi I’ampoule de Vater (ampoule hépato-
pancréatique), qui réunit les canaux biliaires et pancréatiques et permet le passage de la
bile et des enzymes pancréatiques dans I’intestin au moment de la digestion alimentaire.

» Le jéjunum : situé entre le duodénum et I’iléon, il représente le principal site
d’absorption des nutriments provenant des aliments digérés.

» L’iléon : avec 1,8 métres chez I’homme, c’est le segment le plus long de I’intestin gréle.
11 est plus épais et plus vascularisé que le jéjunum. Il absorbe des molécules spécifiques

(sels biliaires, vitamine B12) et se déverse dans le c6lon (OpenStax College. 2016).
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Figure 1 : Structure de Pintestin gréle, adapté de (www.slideshare.net)

La lumicre intestinale est bordée par une paroi comportant, de la lumiére vers I’extérieur du tube: la
muqueuse, formée d’un épithélium simple reposant sur un tissu conjonctif lache (lamina propria ou
chorion); la sous-muqueuse, comportant des vaisseaux (sanguins et lymphatiques) et des fibres
nerveuses; la musculeuse, constituée d’une couche circulaire interne et d’une couche longitudinale
externe de muscles lisses; la séreuse, formée du feuillet viscéral du péritoine.
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1.1.2 Le gros intestin :

Les aliments non absorbés au niveau de 1’intestin gréle passent dans le gros intestin, qui
finalise I’absorption des aliments et de ’eau et assure la formation et I’élimination des feces.

La partie terminale du tube digestif est subdivisée en 3 segments :

> Le caecum : il se présente sous forme de sac relié¢ a la valve iléocacale qui regoit le
contenu de 1’1léon.

» Le colon : relié directement au caecum, il se subdivise en 3 parties (c6lon ascendant,
colon traversant et colon descendant).

> Le rectum : reli¢ a I’anus, il permet grace a ses 3 valves rectales de séparer les feces des

gaz.

Les différents segments intestinaux forment un tube creux comportant plusieurs tuniques.

De la lumiére vers I’extérieur du tube (Figure 1), il s’agit de :

» La muqueuse, formée d’un épithélium simple reposant sur un tissu conjonctif lache
(lamina propria ou chorion);

» La sous-muqueuse, comportant des vaisseaux (sanguins et lymphatiques) et des fibres
nerveuses;

» La musculeuse, constituée d’une couche circulaire interne et d’une couche longitudinale
externe de muscles lisses;

» La séreuse, formée du feuillet viscéral du péritoine.

1.2 Particularités structurales et principales fonctions de ’intestin gréle :

Les couches muqueuse et sous-muqueuse de I’intestin gréle ont une structure particuliére
en raison de leur role dans 1’absorption des aliments. En effet, celles-ci possédent des valvules
conniventes (appelées ¢galement valvules de Kerckring), des villosités et des microvillosités

qui augmentent jusqu’a 600 fois la surface d’absorption de I’intestin gréle (Figure 2).

» Les valvules de Kerckring (Figure 2 A) : Ce sont des plis formés par la muqueuse et la
sous-muqueuse. Elles sont présentes au niveau du duodénum proximal et jusqu’a la moitié
de I’iléon. Elles permettent de ralentir la trajectoire du bol alimentaire, qui devient spirale,

augmentant ainsi le temps d’absorption des aliments.
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Figure 2 : Structure de la surface d’absorption intestinale, adapté de (www.slideshare.net
et OpenStax College. 2016)

La surface absorptive de I’intestin gréle est élargie par la présence des valvules de Kerckring (A), des
villosités (B, C) et des microvillosités (D).
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» Les villosités (Figure 2 B-C): Il s’agit de replis vascularisés d’environ 0,5-1 mm de long
dans la lumicre intestinale, portés par les valvules conniventes. Chez ’homme, il y a
environ 20 a 40 villosités par mm? d’intestin gréle, ce qui augmente énormément la
surface d’absorption de 1’épithélium intestinal.

» Les microvillosités (Figure 2 D) : Comme leur nom I’indique, les microvillosités sont
des structures beaucoup plus petites que les villosités et mesurent environ lum de
longueur. Elles sont présentes a la surface apicale de la membrane des cellules
épithéliales, sous forme de protrusions a base d'actine qui s'étendent de la surface de la
cellule vers la lumiere intestinale, formant la bordure en brosse intestinale. Chez
I’homme, il y a environ 200 millions de microvillosités par mm? d’intestin gréle,
augmentant ainsi considérablement la surface d’absorption de 1’épithélium intestinal

(OpenStax College. 2016).

1.3 Focus sur la mugueuse épithéliale de Uintestin gréle :

1.3.1 L’axe crypto-villositaire :

Les villosités intestinales émanent d’invaginations étroitement espacées, nommeées les
cryptes (Figure 2C). Ces derniéres abritent des cellules souches qui assurent le renouvellement
continu de 1’épithélium intestinal. Ces cellules souches sont capables de s’auto-renouveler et
de générer des cellules progénitrices, qui proliferent intensément (Transit Amplifying cells)
avant de se différencier en migrant le long de ’axe crypto-villositaire (Figure 3). La plupart
des cellules ainsi générées progressent jusqu’au sommet des villosités ou elles meurent par
anoikis avant d’étre exfoliées dans la lumiére intestinale (Marshman, Booth et al. 2002). A
I’inverse, les cellules de Paneth (voir Les cellules différenciées de [’intestin gréle) migrent vers
le fond de la crypte et sont éliminées par phagocytose (Ireland, Houghton et al. 2005) . Chez la
souris, environ 200 cellules progénitrices par crypte sont générées chaque jour. Bien que la
crypte soit monoclonale, les villosités sont polyclonales puisqu’elles regoivent des cellules

différenciées provenant de différentes cryptes (Reya and Clevers 2005).
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Figure 3 : Représentation schématique de I’axe crypto-villositaire, d’aprés (Reya and
Clevers 2005)

Les cellules souches sont localisées au fond de la crypte intestinale. Elles entretiennent un compartiment
prolifératif constitué par leurs descendants immédiats : les progéniteurs. Ces cellules donnent naissance
aux quatre types de cellules différenciées, les cellules a mucus, les cellules neuroendocrines, les
entérocytes et les cellules de Paneth qui migrent le long de 1’axe crypto-villositaire.
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1.3.2 Les cellules différenciées de 1’intestin gréle:

a. Les cellules de Paneth :

Contrairement aux autres cellules intestinales différenciées dont la durée de vie est courte
(4-6 jours), les cellules de Paneth ont une durée de vie beaucoup plus longue (environ 30 jours).
Elles sont localisées a la base des cryptes de I’intestin gréle et ont une structure caractéristique
de cellules sécrétrices, incluant un appareil de Golgi et un réticulum endoplasmique tres
développés, ainsi que la présence de vésicules éosinophiles riches en lysozymes et en
défensines. En effet, les cellules de Paneth sécrétent des peptides antimicrobiens, des molécules
pro-inflammatoires et des protéines de transduction du signal. Elles jouent ainsi un role clé dans
la réponse immunitaire innée en protégeant 1’intestin contre les pathogeénes entériques. De plus,
les cellules de Paneth sont impliquées dans le maintien et la prolifération des cellules souches

au niveau des cryptes (Clevers and Bevins 2013, Shanahan, Carroll et al. 2014).

b. Les entérocytes :

IIs représentent 80-90% des cellules épithéliales de I’intestin gréle et sont les cellules
absorbantes de I’intestin. Ils ont une structure trés polarisée, avec d’une part un pole basal
comprenant un noyau ovale et un appareil de Golgi, et d’autre part un pole apical regroupant
les mitochondries et de nombreuses microvillosités. En effet, I’apex des entérocytes est
recouvert d’une couche organisée de protrusions membranaires formant une structure nommée
la bordure en brosse intestinale. Ces microstructures sont le site primaire de 1’absorption
intestinale et elles sont impliquées dans plusieurs fonctions physiologiques de I’intestin. En
effet, différents canaux et transporteurs, responsables du transfert des nutriments (glucose,
triglycérides, cholestérol...) de la lumiére intestinale vers le cytosol de I’entérocyte, sont
exprimés au niveau de la bordure en brosse intestinale. Les enzymes digestives
(disaccharidases, protéases, lipases), indispensables a la digestion terminale des aliments, sont
¢galement détectées au niveau de la bordure en brosse intestinale : ces hydrolases sont insérées
dans les microvillosités de facon a ce que leur domaine catalytique soit dirigé vers la lumiére
intestinale. Par ailleurs, I’étude protéomique de la bordure en brosse intestinale a permis de
mettre en évidence la présence de protéines impliquées dans la signalisation (Insulin receptor
tyrosine kinase substrate, EGF receptor pathway substrate) et 1’adhésion cellulaire (ZO-1 a 3,
E-cadhérine, Mucdhl). Ces données mettent en évidence le rdle important de cette bordure en

brosse dans la physiologie intestinale (McConnell, Benesh et al. 2011).
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Hormis leur fonction d’absorption, les entérocytes jouent €galement un réle dans la
protection de 1’intégrité intestinale et de 1’organisme en formant une barricre trés étanche, via
la présence de différents types de jonctions intercellulaires et d’une fine couche de
polysaccharides et de glycoprotéines apicale (glycocalyx). Celle-ci isole 1’épithélium intestinal
du milieu extérieur (lumen) avec lequel il est directement en contact et le protege ¢galement de

’action des enzymes digestives (Massey-Harroche 2000).

c. Les cellules caliciformes :

Les cellules caliciformes (ou cellules a mucus) sont présentes dans tout le tractus
intestinal, mais leur proportion augmente de facon proximo-distale. Elles synthétisent et
secretent des glycoprotéines a haut poids moléculaire, les mucines, qui forment le mucus
intestinal. Il s’agit d’un agrégat trés hydraté qui sert de barriére de défense innée contre les
substances irritantes (endogenes et exogeénes) ou les pathogénes microbiens, et contribue
¢galement au transport des nutriments. Les mucines secrétées par les cellules caliciformes sont
le composant principal du mucus intestinal : elles permettent sa polymérisation et lui conférent
sa viscoélasticité. Outre les mucines, le mucus comprend de 1’eau, des immunoglobulines et
des peptides anti-microbiens qui facilitent I’élimination des organismes pathogenes (Kim and

Khan 2013).

d. Les cellules enteroendocrines :

Avec plus de 30 différentes hormones produites par le tractus gastro intestinal, I’intestin
est décrit comme le plus grand organe endocrinien de 1’organisme. Cette sécrétion hormonale
est assurée par des cellules différenciées appelées les cellules enteroendocrines (CEE). Ce sont
des cellules polarisées, situées au niveau de la muqueuse intestinale. Elles ne constituent qu'une
petite minorité (<1%) de la population globale des cellules épithéliales de I’intestin. La présence
des CEE est importante dans I’intestin gréle, mais moindre au niveau du gros intestin a
I’exception du rectum. Leur morphologie varie selon le type cellulaire, mais elles ont en
commun un domaine cytoplasmique riche en vésicules sécrétrices. Les CEE sont pluri-
hormonales et I’analyse de leur transcriptome a révélé des différences considérables entre les
différents types de CEE (Gunawardene, Corfe et al. 2011). Parmi ces cellules, on retrouve les

cellules L et les cellules K intestinales.
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> Les cellules L : elles sont surtout détectées au niveau de 1’iléon. Elles représentent la 26
lignée la plus abondante de CEE intestinales et ont une durée de vie comparable aux
entérocytes (4-6 jours) (Pedersen, Ugleholdt et al. 2013). Comme les cellules alpha
pancréatiques, les CEE-L expriment le proglucagon, mais celui-ci est ensuite maturé par
clivage grace a I’enzyme proconvertase-1 (PC1) en une incrétine appelée Glucagon-Like
Peptide-1 ou GLP-1 dans I’intestin (voir L ’intestin secréte les incrétines). En plus du
GLP-1 a activité¢ hypoglycémiante, les cellules L intestinales secrétent le peptide YY
impliqué dans de nombreux processus, dont la satiété et I’inhibition des secrétions acides

par ’estomac (Ballantyne 2006).

> Les cellules K : elles sont essentiellement localisées dans la partie proximale de I’intestin
gréle (duodénum et jéjunum), avec une densité d’environ 13 pour 1000 cellules dans le
duodénum humain. Ce sont des cellules treés polarisées contenant des granules de
sécrétion concentrés a leur pdle basal. Elles produisent une incrétine appelée
Peptide Insulinotrope dépendant du Glucose ou GIP (voir L’intestin secréte les
incrétines), mais ¢également le peptide Xenin dont le rdle est d’amplifier I’effet
insulinotropique du GIP (Wice, Wang et al. 2010). Des ¢études ont démontré que les
cellules K produisent également d’autres hormones ayant une activité hypoglycémique.
En effet, les souris déficientes en cellules K ne produisent presque plus d’insuline en
réponse a un bolus oral de glucose (Althage, Ford et al. 2008), tandis que les souris
dépourvues du récepteur du GIP ont seulement une sécrétion réduite (Miyawaki, Yamada

et al. 1999, Preitner, Ibberson et al. 2004, Hansotia, Maida et al. 2007).

2. Le foie et la vésicule biliaire

2.1 Structure du foie :

Le foie est le plus gros des organes humains (>1,5 kg dont 900 g de sang). Il se trouve en
dessous du diaphragme dans le quadrant supérieur droit de la cavité abdominale. Il est entouré
par une capsule conjonctive (capsule de Glisson) qui s’invagine dans le parenchyme hépatique

pour délimiter 4 lobes : droit, gauche, caudé et carré.

Le foie est également 1’organe le plus vascularisé du corps humain. Il recoit le sang par

deux vaisseaux majeurs : ’artére hépatique et la veine porte. L'artéere hépatique délivre du sang
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oxygéné provenant du cceur au foie. La veine porte hépatique quant a elle délivre du sang
partiellement désoxygéné, contenant les nutriments, les médicaments et les toxines absorbés
par l'intestin gréle au foie (Figure 4 A-B). En effet, tout le sang provenant du canal alimentaire
passe a travers le foie. Apres traitement des nutriments et des toxines transmis par le sang, le
foie libere les €éléments nécessaires a d'autres tissus dans le sang, qui s'écoule dans la veine
centrale et ensuite dans la veine hépatique jusqu'a la veine cave inférieure (OpenStax

College.2016).

2.2 Eléments fonctionnels du foie :

2.2.1 Les hépatocyvtes :

Les hépatocytes représentent environ 80% de la masse du foie chez les mammiferes. Ils
sont regroupés en travées unicellulaires (travées de Remak) disposées de fagon radiaire (Figure
4C). Les travées sont séparées les unes des autres par les capillaires sinusoides impliqués dans
l'absorption des contenus sanguins. Les hépatocytes sont des cellules épithéliales polyédriques
parfois binucléés ou tétraploides. La moitié de leur contenu est composée d’organites
cytoplasmiques : appareil de Golgi, réticulums endoplasmiques lisse et granulaire,
mitochondries et grains de glycogene reflétant leur role dans la synthese et le stockage du

glucose.

Les hépatocytes jouent également un role trés important dans la régénération du foie. En
effet, en situation normale, la fréquence de prolifération des hépatocytes est trés faible (<5%),
suggérant un faible taux de mort cellulaire par apoptose (Grisham 1962, Bucher 1963).
Toutefois, en cas de perte de volume du foie, les hépatocytes proliférent pour restaurer la masse

physiologique de 1’organe.

2.2.2 Les sinusoides hépatiques :

Ce sont des capillaires formés de cellules endothéliales poreuses, créant un gradient
d’oxygene intralobulaire. Les hépatocytes (face vasculaire) sont étroitement regroupés autour
de cet endothélium fenestré, permettant les échanges hépatocytes-circulation sanguine. Les
sinusoides contiennent également des cellules réticulo-endothéliales (cellules de Kupffer) qui
sont des phagocytes assurant la protection des hépatocytes contre d’éventuels pathogénes

amengés par le sang. Entre les hépatocytes et les cellules endothéliales, au sein de 1’espace de
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Figure 4: Représentation schématique de la structure du foie, adapt¢ de
(www.slideplayer.com)

(A) Le foie est un organe trés vascularisé qui regoit le sang par 1’artére hépatique et la veine porte. (B)
Le lobule hépatique est I'unité fonctionnelle du foie composé de vaisseaux sanguins (veine centrale
reliée a la veine porte, artére hépatique), de canalicules biliaires se déversant dans le canal biliaire, de
cellules de Kupffer et d’hépatocytes. (C) Ces derniers contiennent des organites, du glycogéne et des
lipides. Ils ont des microvillosités au pole vasculaire visibles au niveau de I’espace de Disse qui les
sépare des capillaires sinusoides.
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Disse, se trouvent les cellules de Ito (ou cellules stellaires) qui représentent un site majeur de
stockage hépatique de rétinoides et de substances lipophiles. Elles sont également responsables
de la synthese des molécules de matrice extracellulaire de I’espace de Disse (OpenStax College.

2016 et (Blomhoff and Wake 1991)).

2.2.3 Les canalicules biliaires :

Les canicules biliaires apparaissent comme des rainures formées par les membranes
cellulaires des hépatocytes adjacents. La lumiére du canalicule biliaire est formée de la partie
apicale des membranes plasmiques des hépatocytes et les jonctions étanches entre les
hépatocytes adjacents. Ces jonctions étanches isolent la lumiere des canalicules biliaires du
systéme sanguin hépatique. La bile produite par les hépatocytes circule d'abord dans les
canalicules biliaires, puis dans les voies biliaires qui s'unissent pour former les grands conduits
hépatiques droit et gauche, lesquels fusionnement en canal hépatique commun a la sortie du

foie (Williams and Iatropoulos 2002).

2.3 La vésicule biliaire :

La vésicule biliaire est un petit organe creux situé¢ derricre le foie (Figure 5) qui,
contrairement aux autres organes / glandes de I’appareil digestif, n’est pas absolument
indispensable chez les mammiferes. Histologiquement, la vésicule biliaire est formée d’une
mugqueuse constituée d’une seule couche de cellules épithéliales, une lamina propria, un tissu

musculaire et une couche séreuse.

La vésicule biliaire est le lieu de stockage de la bile. Sa muqueuse produit un mucus qui
la protége contre 1’agressivité des sels biliaires contenus dans la bile. FElle est reliée au canal
hépatique commun par son conduit cystique qui contient des valves spirales (valves de Heister).
Ces 2 conduits s’unissent pour former le canal biliaire commun (ou canal cholédoque) portant
quelques fibres musculaires désorganisées. Celui-ci s’ouvre dans le duodénum par 1I’ampoule
de Vater. Des récepteurs cholinergiques, sensibles a la sécrétion de CCK duodénale induite par
I’arrivée du bol alimentaire, régulent la contraction de la vésicule biliaire et le déversement de

la bile dans le duodénum (Reshetnyak 2013).
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Figure 5 : Représentation schématique de la vésicule biliaire, adapté de (OpenStax College.

2016)

La vésicule biliaire est un organe de stockage et de concentration de la bile. Elle est située sur la partie
postérieure du lobe droit du foie. Sa structure est divisée en 3 zones : le fundus, le corps et le col. Sa
muqueuse joue un réle important dans la concentration de la bile, en absorbant I’eau et les ions. Apres
sa stimulation par la CCK, la vésicule biliaire se contracte et déverse son contenu dans le duodénum via
le canal biliaire commun appelé également le canal cholédoque.
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2.4 Principales fonctions du foie et de la vésicule biliaire :

Le foie est I’'un des organes les plus importants de ’organisme, puisqu’il est non
seulement impliqué dans la digestion alimentaire, mais est ¢galement considéré comme le

centre métabolique de 1’organisme.

2.4.1 Role métabolique du foie :

C’est au niveau du foie que les nutriments et les xénobiotiques provenant de 1’intestin
sont métabolisés. Cette biotransformation a lieu principalement dans le réticulum
endoplasmique grace aux enzymes oxydatives et aux enzymes de conjugaison. De plus, le foie
est un organe clé pour le métabolisme des lipides et des glucides. Il assure leur absorption,
synthese, élimination, ainsi que leur transformation en énergie, et cela en s’adaptant aux besoins
métaboliques de I’organisme. Les hépatocytes sont essentiels a ces processus et produisent non
seulement leur propre énergie, mais également celle nécessaire a d’autres tissus (voir

Métabolisme digestif).

2.4.2 Production et stockage de la bile par le foie et la vésicule biliaire :

Le foie est également crucial pour la digestion alimentaire au niveau de ’intestin. En
effet, le foie participe a la digestion chimique des aliments grace a la bile qu’il produit. Cette
derniére est synthétisée par les hépatocytes, déversée dans les canalicules biliaires, stockée et
concentrée (absorption eau et ¢électrolytes) dans la vésicule biliaire, puis déversée dans le
duodénum a I’arrivée du bol alimentaire. La bile est indispensable a I’absorption des lipides au
niveau de l’intestin. En effet, ces molécules hydrophobes sont insolubles dans I’eau et leur

digestion dans le milieu intestinal aqueux nécessite leur émulsification par les micelles biliaires.

La bile est un fluide iso-osmotique électrolytique. Elle est formée d’eau (85%) et d’un
mélange de lipides, d’acides biliaires, de pigments, de vitamines, de protéines et de sels
minéraux. Les lipides formant la bile sont des phospholipides, majoritairement des lécithines,
du cholestérol et des acides gras. Les électrolytes de la bile sont similaires a ceux du plasma :
la majorité des cations sont le sodium, le potassium et le calcium et la majorité des anions sont
le chlore et le bicarbonate. La bile est aussi constituée d’acides biliaires, principalement les
acides biliaires primaires (acide cholique et acide chenodeoxycholique avec un rapport 1/1),

mais aussi des acides biliaires secondaires (de fagon décroissante: acide deoxycholique,
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Figure 6 : Représentation des acides biliaires retrouvés chez ’homme et chez la souris,
d’aprés (de Aguiar Vallim, Tarling et al. 2013)

Chez I’homme (diagramme a gauche), les différents acides biliaires primaires (cholate et
chenodeoxycholate) sont présents en quantités équivalentes et sont trés majoritaires comparés aux acides
biliaires secondaires (lithocholate, ursodeoxycholate et deoxycholate). Chez la souris (diagramme a
droite), d’autres acides biliaires primaires (muricholate a, 3 et cholate) sont prédominants avec un taux
plus important de muricholate. L’acide biliaire primaire chenodeoxycholate est ¢galement présent chez
la souris, mais est minoritaire tout comme les acides biliaires secondaires (w-muricholate,
ursodeoxycholate, hyodeoxycholate et deoxycholate).
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lithocholique, ursodeoxycholique) (Figure 6). Les acides biliaires constituant la bile sont
généralement sous forme conjuguée. En effet, apres leur synthése dans le foie (voir Syntheése
hépatique des acides biliaires), les acides biliaires primaires sont transformés en sels biliaires
par leur conjugaison a la glycine ou a la taurine. Cette étape physiologique permet de les rendre

moins toxiques et plus solubles (de Aguiar Vallim, Tarling et al. 2013, Reshetnyak 2013).

Les sels biliaires ainsi formés sont des molécules amphiphiles qui s’associent aux
lécithines pour former des micelles, constituées d’une surface extérieure polaire hydrophile et
d’un intérieur apolaire lipophile. Ces molécules sont nécessaires a la solubilisation des lipides
alimentaires, mais également du cholestérol contenu dans la bile contribuant ainsi a son

¢limination par la voie biliaire (voir Elimination du cholésterol).

3. Le pancréas

3.1 Structure du pancréas :

Le pancréas est une glande volumineuse qui se trouve derriere 1'estomac (Figure 7). 11
s’agit d’une glande mixte, ayant des fonctions exocrines (sécrétion d’enzymes digestives) et

endocrines (libération d'hormones dans le sang).

La partie exocrine du pancréas forme des acini localisés dans la partie terminale du canal
pancréatique. Ces cellules acineuses secretent le suc pancréatique riche en enzymes dans 2
conduits pancréatiques : le conduit pancréatique principal (canal de Wirsung) fusionne avec
le canal biliaire (qui achemine la bile du foie vers I’intestin) avant de pénétrer dans le duodénum
par I’ampoule de Vater, tandis que le conduit pancréatique accessoire (canal de Santorini)
d’un diamétre plus faible atteint le duodénum directement et le pénétre au-dessus de I’ampoule

hépato-pancréatique.

Le pancréas endocrine est principalement constitué¢ d’ilots de Langerhans. Ces derniers
sont constitués de 4 types cellulaires : les cellules PP (environ 1%), les cellules delta (4%), les
cellules alpha (20%) et les cellules béta (75%). Ces cellules secrétent diverses hormones

nécessaires a I’homéostasie métabolique de 1’organisme.
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Figure 7 : Représentation schématique de la structure du pancréas, adapté de (OpenStax
College. 2016)

Le pancréas exocrine est formé de cellules acineuses sécrétrices d’enzymes digestives qui sont
transportées vers I’intestin par les canaux pancréatiques. Le pancréas endocrine assure la sécrétion
d’insuline (produite par les cellules béta) et de glucagon (produit par les cellules alpha) au sein des flot
de Langerhans pancréatiques.
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3.2 Principales fonctions du pancréas :

3.2.1 La fonction du pancréas exocrine:

La fonction exocrine du pancréas correspond a sa sécrétion du suc pancréatique. Celui-
ci est formé d’eau, d’¢lectrolytes et d’enzymes digestives. Son débit sécrétoire varie en fonction
des repas et atteint un volume quotidien d’environ 1,5 litres. Le bicarbonate de sodium contenu
dans le suc pancréatique est responsable de son pH alcalin (pH 7.1 a 8.2). Ce pH sert a
tamponner le contenu gastrique acide déversé dans la lumiére intestinale et a inactiver les
pepsines de l'estomac. Il permet aussi de créer un environnement optimal pour l'activité des
enzymes digestives sensibles au pH dans l'intestin gréle. La sécrétion enzymatique assurée par
les cellules acineuses pancréatiques est destinée a la digestion du chyme. Le pancréas produit
les enzymes qui digerent les protides (carboxypeptidase and chymotrypsine) sous forme
inactive afin de se protéger de leur action sur ses propres cellules. C’est 1’enzyme
entéropeptidase secrétée par la bordure en brosse intestinale qui les active par clivage au niveau
de l’intestin. Les enzymes pancréatiques responsables de la digestion chimique des sucres
(amylases), des lipides (lipases) et des acides nucléiques (nucléases) sont quant a elles secrétées
sous forme active puisqu’elles ne sont pas nuisibles au tissu du pancréas. C’est la CCK
duodénale qui stimule la sécrétion du suc pancréatique dans I’intestin (OpenStax College.

2016).

3.2.2 La fonction du pancréas endocrine:

En plus de ses secrétions exocrines, le pancréas assure une fonction endocrine grace aux

différentes hormones secrétées par les cellules des ilots de Langerhans :

» Les cellules PP : secrétent ’hormone pancréatique polypeptide qui joue un role positif
et négatif dans la stimulation de I’appétit, en réduisant ou en stimulant la consommation
alimentaire.

> Les cellules delta : secrétent la somatostatine, une hormone produite également par
I’hypothalamus, 1’estomac et I’intestin. En interagissant avec son récepteur, la
somatostatine inhibe la sécrétion de nombreuses hormones, notamment le glucagon et
I’insuline.

> Les cellules alpha : produisent le glucagon impliqué dans la régulation de la glycémie.
11 s’agit d’une hormone hyperglycémiante, qui agit en stimulant la production hépatique

de glucose. Sa sécrétion est induite par I’hypoglycémie.
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» Les cellules béta: secrétent I’insuline, la seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme,
primordiale pour I1’homéostasie du métabolisme glucidique. Celle-ci augmente
I’utilisation périphérique du glucose, inhibe sa production hépatique et régule le stockage

de I’énergie (voir Le métabolisme digestif).

II. Le métabolisme digestif

1. Le métabolisme des lipides

1.1 Le métabolisme des triglycérides alimentaires :

1.1.1 Absorption intestinale des triglycérides (TG) alimentaires :

Le métabolisme lipidique commence par 1’absorption des graisses alimentaires au niveau
de I’intestin. Les micelles de la bile (voir Production de la bile par le foie) permettent de
solubiliser les TG alimentaires au niveau du duodénum et du jéjunum proximal. Ces derniers
deviennent grace aux acides biliaires accessibles aux lipases pancréatiques. Ils sont alors
hydrolysés en acides gras (AG) et en monacylglycerol (MAG), qui sont ensuite absorbés par
les entérocytes. Cette absorption se fait par diffusion passive suivant le gradient de
concentration. Cependant, 1’absorption des AG a chaines longues (AGCL) est favorisée par des
transporteurs membranaires exprimés au niveau de la bordure en brosse duodénale et jéjunale.
11 s’agit des protéines CD36, FABPn (fatty acid—binding protein plasma membrane) et FATP4
(fatty acid—transport protein 4) (Nauli, Nassir et al. 2006, Dash, Xiao et al. 2015). Toutefois, la
nécessité de ces transporteurs est tres controversée. En effet, des études in vivo ont démontré
que I’expression des transporteurs FATP4 et CD36 n’est pas indispensable a 1’absorption
intestinale des AGCL (Masuda, Hirano et al. 2009, Shim, Moulson et al. 2009). Cependant,
d’autres travaux ont montré I’importance de ces transporteurs dans 1’absorption des AGCL :
des expériences sur une culture primaire d’entérocytes FATP4™" ont révélé une baisse de
I’absorption des AGCL par rapport a des entérocytes sauvages (Gimeno, Hirsch et al. 2003).
De plus, I’¢étude de souris déficientes en HNF4a au niveau de I’intestin a également confirmé
I’importance de FATP4 dans 1’absorption intestinale des AGCL. En effet, ces travaux ont
démontré que la baisse des triglycérides plasmatiques apres un bolus lipidique chez les souris

dépourvues de HNF4a au niveau de 1’intestin était en partie reliée a une baisse de FATP4 chez
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ces souris dont I’expression serait régulée indirectement par HNF4a (Frochot, Alqub et al.

2012).

Au sein de I’entérocyte, les AG, les MAG et les AGCL sont acheminés vers le réticulum
endoplasmique (RE). Ce sont les protéines I-FABP/L-FABP (intestinal/Liver-cytoplasmic fatty
acid-binding protein) qui assurent le transfert des AG vers le RE (Niot, Poirier et al. 2009).

1.1.2 Néo-synthése des TG dans I’entérocyte et formation des chylomicrons :

Au niveau du RE, sous I’effet de ’enzyme monoacylglycerol acyltransferase (MGAT),
les MAG se lient aux AG pour former le Diacylglycerol. Ce dernier est ensuite acétylé par
I’enzyme diacylglycerol acyltransferase (DGAT) pour former le triacylglycerol ou triglycéride
(Figure 8). Environ 75% de la synthése des TG intestinaux est faite a partir des MAG et des
AG alimentaires (Yang and Kuksis 1991, Pan and Hussain 2012). L’enzyme MGAT?2 est
indispensable pour la synthése entérocytaire des TG. En effet, des souris a activit¢ MGAT2
réduite ont un taux faible de triglycéridémie postprandiale et sont résistantes a un régime riche

en graisse induisant I’obésité (Yen, Cheong et al. 2009).

Les TG néo-synthétisés contenus dans le RE sont associés au cholestérol estérifié (voir
Le métabolisme du cholestérol) pour former des lipoprotéines nommées chylomicrons qui sont
les seules lipoprotéines produites par l’intestin (Figure 9). L’enzyme MTP (microsomal
triglyceride transfer protein) catalyse I’intégration de ces molécules a I’APOB-48, qui est la
principale apolipoprotéine des chylomicrons, pour former les préchylomicrons. Ces derniers
sont ensuite transférés vers I’appareil de Golgi des entérocytes pour leur maturation et leur
sécrétion. La, I’ApoB-48 est glycosylée et une autre apolipoprotéine (ApoA-1) est ajoutée au
complexe. L’ensemble est ensuite transféré dans des vésicules de 1’appareil de Golgi vers la
membrane basolatérale des entérocytes, ou les chylomicrons seront d’abord excrétés par
exocytose dans le systéme lymphatique, pour ensuite atteindre la circulation sanguine. Au
niveau de la circulation, les TG des chylomicrons subissent une hydrolyse par la lipoprotéine
lipase (LPL) exprimée a la surface des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Les acides
gras non estérifiés ainsi libérés sont captés et stockés dans les adipocytes. Cependant, certaines

molécules de chylomicrons échappent a I’activité de la LPL (Dash, Xiao et al. 2015).
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Figure 8 : Représentation de la synthese des triglycérides dans I’entérocyte, d’aprés (Dash,
Xiao et al. 2015)

Les triglycérides alimentaires sont hydrolysés en acide gras (AG) et en monoacylglycérol (MAG) qui
sont absorbés par les entérocytes. La FATP4 convertit les AG en AG-CoA qui sont par la suite utilisés
avec le MAG par I’enzyme MGAT (monoacylglycerol acyltransferase) pour former le diacylglycérol.
Celui-ci est ensuite converti en triacylglycérol par I’enzyme DGAT (diacylglycerol acyltransferase).
Cette voie est responsable de la synthese de 75 a 80% des triglycérides dans 1’entérocyte.

Le triacylglycérol peut également étre synthétisé a partir de glucose et d’AG-CoA. Le sn glycerol-3-
phosphate produit a partir du glucose est d’abord converti en acide lysophosphatidique, qui est ensuite
transformé en phosphatidate, qui est lui-méme converti en diacylglycerol. Ce dernier peut étre utilisé
pour la synthese du triacylglycérol comme décrit précédemment.
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Figure 9 : Formation et sécrétion des chylomicrons par ’entérocyte, d’apres (Dash, Xiao
et al. 2015)

Les AG traversent la membrane des entérocytes majoritairement par diffusion passive ou grace a des
transporteurs d’AG (CD 36, FATP4 et FABPpm). Ils atteignent ensuite le RE par les transporteurs I-
FABP et L-FABP, ou ils sont convertis en triglycérides (TG). Le cholestérol alimentaire traverse la
membrane plasmique des entérocytes grace a ses transporteurs NPC1L1 et SR-B1. Il est ensuite soit
exporté vers la lumicre intestinale par ABCGS5/GS8, soit converti en ester de cholestérol (CE) et transporté
vers le réticulum endoplasmique par ACAT2. Au sein de ce dernier, I’ ApoB-48 est couplée aux TG, au
cholestérol et a I’ ApoA-IV pour former des préchylomicrons (CMpre) grace I’enzyme MTP. Le CMpre
est ensuite exporté vers 1’appareil de Golgi ou il acquiert I’Apo-Al, pour étre secrété a la membrane
basolatérale des entérocytes dans le systeme lymphatique sous forme de chylomicrons.

Le cholestérol peut étre secrété indépendamment de I’ApoB-48, seulement en se liant a I’ ApoA-1 sous
forme de HDL cholestérol, par le transporteur ABCAL.
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1.1.3 Absorption hépatique des chylomicrons :

Les chylomicrons produits par I’intestin sont déversés dans le systéeme lymphatique ou
leur apolipoprotéine ApoA-1 est remplacée par ’apolipoprotéine Apo-E. Cette étape est
cruciale pour leur métabolisme. En effet, les chylomicrons qui échappent a la lipoprotéine lipase
des cellules endothéliales dans la circulation sanguine sont captés par le foie. Ceci s’effectue
grace aux récepteurs hépatocytaires LDL-R (récepteur des LDL) et LRP (LDL receptor-related
protein), qui reconnaissent I’Apo-E des chylomicrons et permettent leur endocytose. Les
chylomicrons sont ensuite pris en charge par les lysosomes hépatiques qui les métabolisent en

VLDL (very low-density lipoproteins) (Bechmann, Hannivoort et al. 2012).

1.2 Lipogenése de novo et autres sources d’acides gras hépatiques :

1.2.1 Lipogenese de novo hépatique :

La lipogenese de novo (Figure 10) est la voie métabolique de synthése des acides gras a
partir de carbohydrates et d’acides aminés (glucose, alanine). Cette voie a principalement lieu
dans les hépatocytes. Elle permet le maintien de ’homéostasie des triglycérides sanguins dont
I’origine est principalement alimentaire. Chez I’homme, 2 enzymes catalysent principalement
cette étape : ’acetyl-CoA carboxylase (ACC) et la fatty acid synthase (FAS). L expression de
ces enzymes est régulée par différents facteurs de transcription dont SREBP1 (voir SREBPs,
facteurs de régulation majeurs du métabolisme lipidique) (Ameer, Scandiuzzi et al. 2014). Elles
catalysent la transformation de D’acetyl-CoA, produit du catabolisme du glucose (voir

Absorption et métabolisation hépatique du glucose), en AG dans 1’hépatocyte.

Les acides gras synthétisés par les hépatocytes et leurs métabolites sont toxiques pour les
cellules et favorisent la production de radicaux libres oxygénés. Afin de prévenir cette
lipotoxicité, les acides gras produits sont stockés sous forme de triglycérides. 2 principales
enzymes catalysent cette étape: la glycerol-3-phosphate-acyltransferase mitochondriale
(mtGPAT) et la diacylglycerol-acyltransferase (DGAT). Les TG formés sont ensuite soit
conjugués a I’apolipoprotéine ApoB-100 pour former des VLDL, soit stockés dans le foie sous

forme de gouttelettes lipidiques (Karagianni and Talianidis 2015).
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Figure 10 : Lipogenése de novo hépatique, d’apreés (Ameer, Scandiuzzi et al. 2014)

Le glucose est utilisé pour la synthése des lipides au niveau du foie. Pour cela, il est d’abord glycolysé
pour générer du pyruvate. Celui-ci est converti en acétyl-CoA utilisé par le cycle TCA qui produit du
citrate. Le citrate quitte la mitochondrie et est reconverti en acétyl-CoA par I’enzyme ATP-citrate lyase
(ACLY). L acétyl CoA-carboxylase (ACACA) transforme ’acétyl CoA en malonyl-CoA qui est ensuite
utilisé comme substrat pour la synthése de palmitate par I’enzyme Fatty Acid Synthase (FASN).
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1.2.2 Autres origines des acides gras hépatiques :

Le foie capte également les acides gras libres (AGL) plasmatiques qui proviennent de
I’hydrolyse des chylomicrons et/ou de la lipolyse des adipocytes. Les AGL circulants sont
captés par les hépatocytes grace aux transporteurs FATP-2, FATP-5, L-FABP et CD36
(Abumrad, el-Maghrabi et al. 1993, Stremmel, Pohl et al. 2001, Silverstein and Febbraio 2009,
Ge, Zhou et al. 2010).

L’autophagie est une autre source d’AG pour le foie. Cette voie est active en période de
jetne pour assurer la production d’énergie. Elle représente également la principale voie de
dégradation des gouttelettes lipidiques qui s’accumulent dans le foie. En effet, ces dernieres
fusionnent avec les lysosomes pour former un autophagosome dont la dégradation libére des

AG qui sont ensuite oxydés pour produire de 1’énergie (Singh, Kaushik et al. 2009).

1.3 La p-oxydation des acides gras :

Ce processus a lieu dans la mitochondrie et permet la production d’énergie par la synthese
d’ATP a partir d’AG. En effet, les AG contenus dans les hépatocytes traversent la membrane
mitochondriale, soit par diffusion passive pour les AG a chaines courtes et moyennes, ou grace
a la carnitine palmitoyl transferase 1 (CPT-1) pour les AGCL. La premicre étape de la
dégradation mitochondriale des AG est nommée B-oxydation. Durant cette étape, les AG
subissent une série de réactions enzymatiques qui raccourcissent leur chaine en libérant a
chaque cycle une molécule d’acetyl-CoA. Celle-ci est ensuite catabolisée en CO; par le cycle
de Krebs (ou cycle acide tricarboxylique, cycle TCA), produisant ainsi de I’ATP. En cas
d’exces d’AG, ’acetyl-CoA est transformé en corps cétoniques et ces derniers migrent vers les
tissus musculaires et/ou nerveux, ou ils pourront étre oxydés et convertis en énergie notamment
en période de jeline. En situation postprandiale, I’oxydation des AG est inhibée et la lipogenése
de novo est activée pour le stockage et la distribution des lipides (Bechmann, Hannivoort et al.

2012, Schleicher, Tokarski et al. 2015).

1.4 Le métabolisme du cholestérol :

Le cholestérol est un composant important des membranes cellulaires et est également le
précurseur de nombreuses molécules de signalisation dont les acides biliaires (voir Synthese
hépatique des acides biliaires). Le maintien de I’homéostasie du cholestérol dans 1’organisme

nécessite une balance entre sa synthése, son absorption et son excrétion. Un déséquilibre entre
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ces processus peut causer une hypercholestérolémie provoquant des maladies

cardiovasculaires.

1.4.1 Absorption intestinale et transport du cholestérol :

Le cholestérol présent dans la lumiére intestinale, issu de I’alimentation ou de la bile, est
majoritairement absorbé au niveau du jéjunum. Il s’agit d’un processus complexe qui a lieu au
niveau de I’entérocyte et qui dépend de phénomenes d’influx et d’efflux auxquels les molécules
de cholestérol présentes dans la lumicre intestinale sont exposées. Avant que le cholestérol
n’atteigne la membrane des entérocytes, il doit traverser la barriére de mucus intestinal qui peut
modifier la cinétique de son absorption. En effet, les molécules de cholestérol doivent dépasser
la couche intestinale de mucus avant d’atteindre les entérocytes. Il semblerait que certaines
mucines contribuent a I’absorption normale du cholestérol : en effet, des souris n’exprimant pas
la protéine MUCI1 ont une absorption de cholestérol réduite de 50% par rapport a des souris

sauvages (Wang, Afdhal et al. 2004).

Les mécanismes par lesquels le cholestérol interagit avec ses transporteurs de la bordure
en brosse intestinale ne sont pas encore compleétement ¢lucidés. Cependant, le role primordial
que joue le transporteur entérocytaire NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1) dans I’absorption du
cholestérol est aujourd’hui confirmé. Ce transporteur est la cible d’un agent hypolipidémiant :
I’EZETIMIBE, un inhibiteur pharmacologique de 1’absorption du cholestérol utilisé chez les
patients atteints d’hypercholestérolémie (Altmann, Davis et al. 2004, Ge, Wang et al. 2008).
Au sein de l’entérocyte, le cholestérol est acheminé vers le RE par internalisation du
transporteur NPCIL1. Il est ensuite estérifi¢ par 1’enzyme acyl-CoA cholesterol acyl

transférase-2 et utilisé pour former les chylomicrons (Sane, Sinnett et al. 20006).

Par ailleurs, les 2 protéines d’efflux de type ATP Binding Cassette (ABCGS et ABCGS)
exprimées a la membrane apicale des entérocytes régulent également 1’absorption du
cholestérol. En effet, ces derniéres sont responsables de 1’export de 1’excés de cholestérol
absorbé par D’entérocyte vers la lumiére intestinale. L’étude du phénotype de souris
transgéniques surexprimant les protéines ABCGS5/GS8 a mis en évidence une absorption réduite
du cholestérol, confirmant son efflux par ces protéines (Yu, Li-Hawkins et al. 2002). Elles
assurent également un effet protecteur contre I’absorption des stérols végétaux : leur perte de
fonction par mutation induit une sitostérolémie caractérisée par une accumulation des stérols

végétaux et le développement de maladies coronariennes précoces (Berge, Tian et al. 2000).
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1.4.2 La syntheése du cholestérol:

Le foie est le principal organe responsable de 1’homéostasie du cholestérol. Il a été
longtemps considéré comme 1’unique organe responsable de sa synthése, mais des études ont
démontré qu’il est responsable d’uniquement 10% de la cholestérogenese de novo. En effet
85% de la synthese du cholestérol se fait dans des tissus extrahépatiques dont environ 15% au
niveau de I’intestin (Dietschy 1997). La cholestérogenése de novo est un processus complexe
qui implique une série de réactions enzymatiques. La premiere étape permet la synthese de 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) a partir de 3 molécules d’acétyl-CoA. Ensuite, le
HMG-CoA est converti en mévalonate qui est le précurseur du cholestérol. Cette réaction est
catalysée par ’enzyme clé de la cholestérogenése de novo nommée la HMG-CoA réductase.
Au niveau du foie, le cholestérol néo-synthétisé¢ est ensuite utilis¢é avec les TG pour la
production de VLDL qui sont secrétées dans la circulation sanguine. Comme les chylomicrons,
les VLDL subissent I’action de la lipoprotéine lipase qui hydrolyse leurs TG en AG et produit
également des IDL (Intermediate Density Lipoprotein). Ces dernicres sont soit captées par le
foie grace au récepteur des LDL qui reconnait leur apolipoprotéine, soit transformées en LDL
par la lipase hépatique. Les LDL ainsi formées sont ensuite captées par leurs récepteurs
exprimés a la surface des tissus hépatiques et extrahépatiques. Ils représentent une source de

production d’énergie (Beisiegel 1998, Gylling 2004).

1.4.3 Elimination du cholestérol:

Comme évoqué précédemment, le cholestérol circule dans le sang sous forme de
différentes lipoprotéines (chylomicrons, VLDL, LDL et HDL). Les récepteurs hépatiques
(LDLR, LDL receptor related protein et SR-BI) reconnaissent les apolipoprotéines contenues
dans ces lipoprotéines et permettent alors de capter I’exces de cholestérol circulant pour qu’il
soit éliminé. En effet, le foie est responsable de 50% de I’élimination du cholestérol par son
catabolisme en acides biliaires. De plus, I’excés du cholestérol est incorporé a la bile (voir
Production de la bile par le foie) qui est ensuite déversée dans I’intestin. Au niveau de I’intestin,
le cholestérol non absorbé ou efflué¢ par les transporteurs ABCGS5/G8 (voir Absorption

intestinale et transport du cholestérol) est éliminé dans les feces (Gylling 2004).

1.5 SREBPs, facteurs de régulation majeurs du métabolisme lipidique :

Les SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Proteins) forment une famille de

facteurs de transcription qui régulent le métabolisme lipidique. Chez les mammiferes, il existe
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Figure 11 : Représentation schématique des transporteurs de monosaccharides exprimés
par P’entérocyte, d’apres (Shirazi-Beechey, Moran et al. 2011)

Le glucose est transporté par le transporteur Na“-dépendant SGLT1 qui couple 2 molécules de Na*a une
molécule de glucose. Ce transport suit un gradient électrochimique assuré par la pompe Na'/K" ATPase
exprimée au pole basal des entérocytes. Le fructose est transporté par le transporteur Na'-indépendant
GLUTS selon son gradient de concentration. GLUT2, localisé au pole basal de I’entérocyte, assure
I’export du glucose vers la circulation sanguine.
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3 isoformes : SREBP-1a et SREBP-1c, codés par le méme geéne SREBF1 et exprimant des
domaines de fixation a I’ADN identiques, et SREBP-2 codé par le géne SREBF2. Les protéines
SREBPs sont exprimées sous forme inactive, retenues dans le RE, et liées aux protéines SCAP
(cleavage-activating protein) et INSIG (insulin induced gene). Cette derniére est primordiale
pour leur rétention dans le RE. La baisse du taux des lipides dans la cellule induit la dissociation
de ce complexe. INSIG est alors dégradée par le protéasome, tandis que SREBP et SCAP sont
transportées vers 1’appareil de Golgi ou SREBP est clivée par des protéases membranaires. Ce
clivage libere la partie N terminale active des SREBPs, qui est alors transloquée dans le noyau
ou elle active la transcription des genes impliqués dans la syntheése des lipides et du cholestérol

(Brown and Goldstein 1997).

Plusieurs travaux ont démontré que les facteurs de transcription SREBPs se lient aux
genes arborant un site de type SRE (Sterol Regulatory Element) dans leur promoteur. En
général, les protéines SREBP-1 sont plus spécifiques des genes de la lipogenése, notamment
ceux codant pour des enzymes clés de la synthése des acides gras telles que I’ACC et la FAS
(voir Lipogenése de novo hépatique). Cependant, I’efficacité¢ de I’isoforme SREBP-1c est
moindre par rapport a celle de SREBP-1a. Quant a SREBP-2, elle stimule I’expression des
genes du métabolisme du cholestérol, notamment ceux codant la HMG-CoA réductase (enzyme
clé¢ de la syntheése du cholestérol), la HMG-CoA synthase et LDLR (Brown and Goldstein
1997, Daemen, Kutmon et al. 2013).

Ces facteurs de transcription sont régulés par 1’insuline qui stimule leur expression et
favorise leur activation. Par exemple, I’insuline induit la phosphorylation de résidus sérine/
thréonine de SREBP-1, ce qui réduit son affinité pour la protéine INSIG et favorise ainsi la
migration du complexe SREBP-SCAP du RE vers I’appareil de Golgi ou le SREBP-1 est activé.
De plus, il a ét¢ démontré que 1’insuline augmente ’activit¢ de SREBP-1, en stimulant la
dégradation des ARN messagers d’INSIG (Yellaturu, Deng et al. 2009, Yellaturu, Deng et al.
2009).

2. Le métabolisme des glucides

2.1 Absorption intestinale des glucides alimentaires (Figure 11) :

En arrivant dans la lumicre intestinale, les sucres alimentaires sont hydrolysés par les

enzymes pancréatiques en monosaccharides comme le glucose, le galactose et le fructose pour

30



INTRODUCTION

Insulin, SREBP-1c
HNF4a, HNFG, USF1

t

Figure 12 : Absorption et métabolisation du glucose dans le foie, d’aprés (Bechmann,
Hannivoort et al. 2012)

Aprés son absorption intestinale, le glucose atteint le foie par voie portale et est absorbé par le
hépatocytes via le transporteur glucose transporter 2 (GLUT2). En absence de glucose, la glucokinase
regulatory protein (GCKR) se lie a la glucokinase (GCK) et la maintient dans le noyau. L absorption du
glucose induit des modifications conformationnelles de la GCKR, la GCK est alors libérée dans le
cytoplasme, ou elle phosphoryle le glucose en glucose-6-phosphate (Glu-6-P). Selon 1’état métabolique,
ce dernier sert de substrat pour la glycolyse ou la synthése du glycogéne. La transcription de GCK est
régulée par I’insuline et des facteurs de transcription tels que SREBP-1c et HNF4a.
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étre absorbés par I’intestin. Cette absorption se fait grace a des transporteurs exprimeés a la
surface de la bordure en brosse intestinale. Le glucose et le galactose sont transportés a travers
la membrane apicale des entérocytes via le transporteur Na'-dépendant SGLT1 qui couple 2
molécules de Na™ a une molécule de glucose. Ce transport suit un gradient électrochimique
assuré par la pompe Na'/K* ATPase localisée au pole basolatéral des entérocytes. Le fructose
est transporté par le transporteur Na'-indépendant GLUTS5 selon son gradient de concentration.
Une fois accumulés dans les entérocytes, ces monosaccharides quittent les cellules par leur pole
basal grice au transporteur Na'-indépendant GLUT2 qui les exporte vers la circulation sanguine
(Shirazi-Beechey, Moran et al. 2011, Chen, Tuo et al. 2016). En plus de son role dans 1’efflux
des monosaccharides, GLUT?2 est impliquée dans leur absorption intestinale. En effet, quand la
concentration du glucose et/ou du fructose est élevée dans la lumiere intestinale, GLUT2 est
recrutée a la membrane apicale des entérocytes et permet 1’absorption de ces monosaccharides

par transport passif (Kellett, Brot-Laroche et al. 2008).

2.2 Métabolisme hépatique des glucides :

2.2.1 Absorption et métabolisation hépatique du glucose alimentaire :

Le foie est le site majeur d’utilisation du glucose (Figure 12). Le glucose alimentaire
délivré dans le sang par les entérocytes est absorbé par le foie grace au transporteur hépatique
GLUT2. Ce dernier est exprimé par les hépatocytes indépendamment de la stimulation a
I’insuline : c’est ’hyperglycémie et non I’hyperinsulinémie qui stimule son expression. En
effet, des études sur une culture primaire d’hépatocytes de rat ont démontré que I’expression
hépatique de GLUT?2 est induite par le glucose de facon dose dépendante. De plus, le niveau
d’expression de GLUT2 est anormalement élevé chez les rats diabétiques et peut étre diminué

par I’administration d’insuline (Asano, Katagiri et al. 1992, Burcelin, Eddouks et al. 1992).

Dans I’hépatocyte, le glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate par 1’enzyme
glucokinase hépatique (L-GCK). En absence de glucose, cette enzyme est inactive et liée au
GCKR (Glucokinase Regulatory Protein) dans le noyau. L hyperglycémie et la stimulation de
I’insuline induisent la dissociation de la L-GCK de la GCKR et sa translocation vers le
cytoplasme (Chu, Fujimoto et al. 2004). La L-GCK est une enzyme clé dans le métabolisme du
glucose : des mutations de son géne ont été associées au développement de 1’insulino-résistance

et au diabéte (Cuesta-Munoz, Tuomi et al. 2010). Le glucose 6-phosphate produit a partir du
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Glucose homeostasis

Glucose —> fed
T - fasted
Glut2
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ATP Glucose Pi
GLUCOKINASEK' ‘jéUCOSE-S-PHOSPHATASE
ADP Glucose-6-phosphate
/ \:UCONEOG ENESIS
GLYCOLYSIS

Glycogen Pyruvate
\ AcCoA - fat /
GLUT2 GLUCOKINASE GLUCOSE-6-PHOSPHATASE
Low affinity for Glc Low affinity for Glc Only present in liver
Large capacity Not inhibited by Glc-6-P and kidney

Figure 13 : Représentation schématique de la fonction du foie dans le métabolisme du
glucose, adapté de (www.studyblue.com)

Le foie est I’organe majeur du métabolisme du glucose : il est le lieu du catabolisme (glycolyse), de la
production (gluconéogenese et glycogénolyse) et du stockage (synthese du glycogene) du glucose. Ces
processus sont activés selon 1’état et les besoins métaboliques de I’organisme.

Fléches bleues : situation a jeun

Fléches rouges : situation postprandiale
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glucose est soit glycolysé, soit utilis€ pour la synthése du glycogeéne selon les besoins

métaboliques de 1’organisme.

Dans le foie humain, la voie majeure d’utilisation du glucose est la synthése du
glycogéne. Apres les repas, environ 50% du glucose ingéré est stocké sous forme de glycogene.
Cette capacité de stockage du glucose est souvent altérée chez les personnes intolérantes au
glucose. Pour la synthése du glycogene, le glucose-6 phosphate est converti en UDP-glucose
qui est le donneur immédiat du glucose pour la formation de la chaine du glycogéne. L’enzyme
glycogénine initie la formation du glycogene a partir des molécules UDP-glucose en
synthétisant sa s€équence initiale formée de 10 a 20 molécules de glucose. L’¢élongation de cette
séquence est ensuite assurée par I’enzyme glycogene synthase (Adeva-Andany, Perez-Felpete

et al. 2016).

La glycolyse permet la production de I’énergie a partir de glucose. C’est un processus en
10 étapes qui métabolise le glucose en pyruvate et produit 2 molécules d’ATP. L’enzyme
pyruvate kinase (PK), dont I’expression est induite par ChREBP, catalyse la dernicre étape de
la glycolyse générant le pyruvate. Ce dernier est décarboxylé en acétyl-CoA par la Pyruvate
déshydrogénase. L’acétyl-CoA est ensuite soit catabolisé en CO» par le cycle de Krebs (cycle
TCA), soit utilisé pour la lipogenése de novo (voir Lipogenese de novo hépatique). En effet,
une surconsommation de glucose sature le foie en glycogeéne. Par conséquent, le glucose
absorbé par les hépatocytes est transformé en acides gras et excrété du foie sous forme de

lipoprotéines (McDevitt, Bott et al. 2001, Bechmann, Hannivoort et al. 2012).

2.2.2 Lasynthése du glucose par le foie :

Le foie a la remarquable capacité de produire le glucose par 2 mécanismes : la
glycogénolyse et la gluconéogenese. Ces processus assurent la fourniture en énergie de
I’organisme en période de jeline (Figure 13) : la glycogénolyse est prédominante lors de courtes
périodes de jeline, mais est remplacée par la gluconéogenese quand le jeline est prolongé

(Raddatz and Ramadori 2007).

La glycogénolyse est catalysée par I’enzyme glycogene phosphorylase (PYGL) qui clive
le glucose du glycogene pour produire le glucose-1 phosphate qui est ensuite converti en
glucose 6-phosphate par la phosphoglucomutase. La PYGL est activée par la protéine kinase A

(PKA) qui la phosphoryle et ce processus est inhibé en présence de glucose par I’insuline.
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Apres un jeline prolongé, le stock de glycogene est épuisé et la gluconéogenese devient
alors la principale source de glucose de I’organisme. En effet, le foie synthétise le glucose a
partir de précurseurs comme le pyruvate et le lactate. La gluconéogenése commence dans la
mitochondrie par I’activation de 1’enzyme pyruvate carboxylase en présence d’un exces
d’acétyl-CoA provenant principalement de 1’oxydation des AG : I’inhibition de la CPTI
hépatique chez la souris réprime la gluconéogenése, démontrant ainsi I’importance de la -
oxydation des AG dans ce processus (voir La f-oxydation des AG) (Conti, Mannucci et al.
2011). Une série de réactions enzymatiques, majoritairement des réactions inverses a la

glycolyse, aboutissent ensuite a la syntheése du glucose (Bechmann, Hannivoort et al. 2012).

2.2.3 L’efflux du glucose par les hépatocvte :

Le mécanisme impliqué dans ’export du glucose de I’hépatocyte vers le sang n’est pas
encore completement ¢lucidé. Cependant, des patients portant une mutation du gene SLC2A2
codant le transporteur du glucose GLUT2 souffrent d’une hypoglycémie et d’'une accumulation
de glycogene en période de jetine. Ceci suggere un role important de GLUT2 dans I’efflux du

glucose (Adeva-Andany, Perez-Felpete et al. 2016).

2.3 Régulation du métabolisme glucidique :

2.3.1 Régulation par les incrétines :

Outre son role dans I’absorption des sucres alimentaires, I’intestin intervient également
dans la régulation du métabolisme glucidique par la sécrétion d’incrétines. Il s’agit de GIP et
de GLP-1, deux hormones hypoglycémiantes produites par les cellules entéroendocrines
intestinales (voir Les cellules entéroendocrines de [’'intestin) qui induisent la sécrétion

pancréatique d’insuline.

a. Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) :

Les cellules K enteroendocrines synthétisent le GIP par clivage de la pro-hormone Pro-
GIP grace a I’enzyme Proprotein Convertase subtilisin/kexin type 1 (PC1). La sécrétion du GIP
a lieu apres les repas en réponse aux monosaccharides et aux lipides alimentaires. Cependant,
les mécanismes par lesquels ces nutriments stimulent la sécrétion du GIP sont encore mal
N

compris. Il a été démontré que la libération du GIP implique le transporteur du glucose Na

dépendant (SGLT1) : en effet, I’inhibition de SGLT1 chez le rat altére la sécrétion du GIP apres
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une stimulation au glucose (Sykes, Morgan et al. 1980). Par ailleurs, des travaux plus récents
suggerent le role de récepteurs aux lipides couplés a la protéine G (GPR40, GPRI119 et
GPR120) dans I’induction de la sécrétion du GIP apres leur stimulation par les lipides
alimentaires : des expériences sur une culture primaire de cellules K enteroendocrines ont
démontré une expression importante de ces récepteurs dans ces cellules (Parker, Habib et al.
2009). Enfin, des équipes japonaises ont mis en évidence le role des chylomicrons dans la
sécrétion intestinale du GIP (Okawa, Fujii et al. 2009, Shimotoyodome, Fukuoka et al. 2009).
Au niveau transcriptionnel, I’étude du promoteur du géne codant le pro-GIP chez les rongeurs
a mis en évidence des sites de fixation pour des facteurs de transcription GATA4, ISLI1 et
PDXI. De plus, la surexpression de PDX1 induit une augmentation de 1’activité de GIP in vitro
suggérant une implication de ce facteur de transcription dans la régulation de 1’expression du
GIP (Boylan, Jepeal et al. 1997, Jepeal, Boylan et al. 2003, Jepeal, Fujitani et al. 2005, Jepeal,
Boylan et al. 2008). Par ailleurs, il a été démontré que I’expression de GIP est stimulée par la
voie Wnt/B-caténine. En effet, le pro-GIP porte sur son promoteur un site de fixation du facteur
TCF4. Ainsi, quand la voie Wnt est inactive, la liaison de TCF4 aux répresseurs Groucho et
HDACI inhibe la transcription du pro-GIP. L’activation de la voie Wnt est suivie d’une
augmentation de la B-caténine nucléaire qui destitue les répresseurs de TCF4 et les remplace
par des activateurs comme le HAT (histone acetyl transferases) induisant ainsi la production de

GIP (Garcia-Martinez, Chocarro-Calvo et al. 2009).

Le principal role du GIP est de réguler la glycémie en favorisant la sécrétion pancréatique
de ’insuline (voir Effets des incrétines sur le pancréas). Ces effets sont assurés par sa liaison a
ses récepteurs membranaires couplés a la protéine G : les GIPR1 et 2. Ces derniers sont
exprimés principalement dans les cellules a et B pancréatiques, mais également au niveau du
tractus gastro-intestinal, du tissu adipeux, des os et du cerveau (Verspohl 2009). Le blocage des
GIPR par un agent antagoniste ou par mutation génique chez les rongeurs altére séverement la
tolérance au glucose, ainsi que la sécrétion d’insuline. (Miyawaki, Yamada et al. 1999, Lewis,

Dayanandan et al. 2000).

Une fois secrété, le GIP est rapidement dégradé par I’enzyme DiPeptidyl Peptidase IV
(DPPIV) qui est exprimée par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins hépatiques et
intestinaux. En effet la demi-vie d’une molécule de GIP est de seulement 2 min chez les

rongeurs et de 5 a 7 minutes chez ’homme (Kieffer, McIntosh et al. 1995, Deacon, Nauck et

al. 2000).
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b. Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) :

Le clivage du proglucagon exprimé par les cellules L enteroendocrines intestinales, par
I’enzyme prohormone convertase 1, produit I’incrétine GLP-1. Comme le GIP, la sécrétion de
GLP-1 a lieu apres les repas en réponse a I’absorption des monosaccharides et des lipides
alimentaires. Plusieurs mécanismes ont été décrits comme induisant la sécrétion intestinale de
GLP-1 par les cellules L enteroendocrines, notamment I’absorption du glucose. Celle-ci induit
la sécrétion de GLP-1 de 2 fagons : ATP-indépendante et ATP-dépendante. Le mécanisme
ATP-indépendant passe par le transporteur SGLT1 qui co-transporte une molécule de glucose
avec 2 molécules de Na'. La pénétration du sodium dans la cellule induit une dépolarisation
membranaire causant I’exocytose de GLP-1 (Gorboulev, Schurmann et al. 2012). La voie ATP-
dépendante implique la glycolyse intracellulaire du glucose qui produit de I’ATP. Ceci induit
une fermeture des canaux potassiques voltage-dépendants, une ouverture des canaux calciques
voltage-dépendants et une augmentation du calcium intracellulaire qui dépolarise la membrane
et active I’exocytose de GLP-1 (Kuhre, Holst et al. 2016). Par ailleurs, la sécrétion de GLP-1
est également induite par les lipides qui se lient a leurs récepteurs GPR40 et GPR120 : ceux-ci
activent la phospholipase C qui augmente le calcium intracellulaire via 1’inositol 1,4,5
trisphosphate (IP3) et dépolarise la membrane favorisant ainsi I’exocytose de GLP-1 (Kuhre,
Holst et al. 2016). En outre, la sécrétion de GLP-1 est augmentée par la fixation des acides
biliaires sur TGRS, un récepteur transmembranaire couplé a la proteine G, et la mobilisation
subséquente du calcium intracellulaire (Thomas, Gioiello et al. 2009). Toutefois, les acides
biliaires régulent aussi négativement I’expression de GLP-1 en activant leur récepteur nucléaire
FXR dans les cellules L enteroendocrines : celui-ci va alors interagir avec le facteur de
transcription ChREBP, ce qui inhibe la glycolyse induite par ce dernier et réprime ainsi
I’expression de GLP-1 (Trabelsi, Daoudi et al. 2015). Enfin, une sécrétion normale de GLP-1
nécessite un équilibre entre 1’expression intestinale des facteurs de transcription HNF4a et
HNF4 y. Contrairement a HNF4a, HNF4y régule négativement la différenciation des cellules
progénitrices intestinales en CEE au niveau de I’intestin (Sauvaget, Chauffeton et al. 2002).
Ainsi, la perte de I’expression intestinale de HNF4 y chez les souris HNF4y KO induit une
augmentation de HNF4a associée a une augmentation du nombre des cellules enteroendocrines
secrétant le GLP-1, au niveau des villosités intestinales du jéjunum et du c6lon. Par conséquent,
le taux de GLP-1 plasmatique chez ces souris est anormalement augmenté (Baraille, Ayari et

al. 2015).
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Secrété par I’intestin, le GLP-1 agit au niveau des cellules B pancréatiques et induit
notamment la sécrétion de I’insuline (voir Effets des incrétines sur le pancréas). En outre, le
GLP-1 est un facteur de satiété qui agit au niveau de I’hypothalamus et favorise une réduction

de la prise alimentaire (Hameed, Dhillo et al. 2009) .

Comme le GIP, le GLP-1 a une demi-vie courte et est rapidement dégradé par I’enzyme

DPPIV. Son élimination se fait principalement par voie rénale (Kuhre, Holst et al. 2016).

c. FEffets des incrétines sur le pancréas :

Au niveau du pancréas, le GIP et le GLP-1 stimulent la sécrétion d’insuline de fagcon
synergique avec le glucose. En effet, les cellules B pancréatiques expriment les récepteurs des
incrétines et leur activation induit une dépolarisation membranaire qui aboutit a I’exocytose des
vésicules d’insuline (voir La sécrétion de I’insuline par les cellules [3-pancréatiques). De plus,
le GLP-1 stimule également la sécrétion d’insuline en exergant un effet antagoniste sur les
canaux potassiques ATP-dépendants, retardant ainsi la repolarisation membranaire, ce qui
prolonge I’exocytose de I’insuline. Par ailleurs, par I’activation de leurs récepteurs, le GLP-1
et le GIP stimulent la transcription du géne de I’insuline et stabilisent son ARNm. En outre, le
GLP1 induit la prolifération et la néogenese des cellules  pancréatiques. Il joue également un
role protecteur en réduisant I’expression de la TxNIP (thioredoxin-interacting protein), une
protéine qui favorise la glucotoxicité (Wang, Montrose-Rafizadeh et al. 1996, Chiang, Ip et al.
2012).

2.3.2 Régulation par I’insuline:

a. La sécrétion de linsuline par les cellules B pancréatiques :

En réponse au glucose et aux incrétines, les cellules B pancréatiques secretent I’insuline
de fagon biphasique. Le glucose pénétre dans les cellules B des ilots de Langerhans grace a son
transporteur GLUT1 (GLUT2 chez les rongeurs). La premic¢re phase de sécrétion de 1’insuline
débute dés la premic¢re minute de stimulation. En effet, le métabolisme trés rapide du glucose
au sein de ces cellules produit de I’ATP et augmente sa concentration intracellulaire. Ainsi, les
canaux potassiques ATP-dépendants se ferment, causant une dépolarisation de la membrane et

I’ouverture des canaux calciques et sodiques (Ashcroft and Rorsman 2012). L’ influx du calcium
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Figure 14 : Représentation schématique de la stimulation des cellules f pancréatiques par
le glucose et la sécrétion d’insuline, d’aprés (Rutter, Pullen et al. 2015)

Le glucose pénétre dans les cellules B grace au transporteur GLUT2, puis est phosphorylé par la
glucokinase (GK) pour générer le glucose-6 phosphate. Celui-ci est glycolysé pour produire de I’ATP
et du pyruvate (Pyr). Le pyruvate est transporté vers la mitochondrie ou il est utilisé dans le cycle de
Krebs (cycle TCA) qui génere également de I’ATP. L’augmentation du rapport ATP/ADP induite par
la glycolyse et le cycle TCA stimule la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants (Katp). Ceci
active les canaux calciques voltage-dépendants (VDCC) qui augmentent I’influx du Ca®* nécessaire a
I’exocytose de I’insuline.

39



INTRODUCTION

au sein des cellules stimule 1’exocytose des granules d’insuline (Figure 14) (Cook, Ikeuchi et
al. 1984). Cette phase induit un pic robuste de la sécrétion d’insuline 5 a 10 minutes apres le
signal hyperglycémique. L’insuline secrétée durant cette phase provient de granules préts a la
sécrétion, juxtaposés a 100-200 nm de la membrane plasmique. La seconde phase débute juste
apres le pic produit lors de la premiére phase : la sécrétion d’insuline est réduite, mais maintenue
jusqu’a ce que la glycémie revienne a la normale. Cette fois, les granules d’insuline sont recrutés
de leur lieu de stockage intracellulaire vers la membrane plasmique. La sécrétion d’insuline
peut durer plusieurs heures et c’est durant la seconde phase que la majorité de 1’insuline
nécessaire a la régulation de la glycémie est secrétée : en effet, les travaux de Henquin et a/ ont
démontré que pour une stimulation hyperglycémique d’une heure, la premiére phase est
responsable de la sécrétion d’uniquement 15% de la quantit¢ d’insuline nécessaire a la
régulation de la glycémie (Henquin, Dufrane et al. 2015). Par ailleurs, ces 2 phases de sécrétion
d’insuline sont altérées chez les patients atteints d’un diabéte de type 2 (Nesher and Cerasi

2002).

b. Régulation du métabolisme glucidique par ['insuline :

L’un des principaux organes cibles de I’insuline est le foie, en raison de son rdle
primordial dans la régulation du métabolisme. En effet, c’est par la voie portale que le sang
achemine I’insuline vers le foie. L’endothélium fenétré des sinusoides hépatiques permet
I’acces de I’insuline aux hépatocytes au niveau de I’espace de Disse. L’insuline se lie alors a
son récepteur, qui est un récepteur a activité tyrosine kinase formé de 2 sous-unités a reliées a
2 sous-unités B par des ponts disulfures. Les sous-unités o extracellulaires interagissent avec
I’insuline et activent les sous-unités [ a activité tyrosine kinase. Ces dernieres
autophosphorylent leurs résidus tyrosine intracellulaires, activant ainsi des voies de
signalisation, dont la voie phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) et la voie AKT (Figure 15)
(White 1997). Ainsi, au niveau du foie, I’insuline inhibe la synthése hépatique du glucose en
réprimant ’expression de ses enzymes clés : glucose-6-phosphatase et phosphoenolpyruvate
carboxykinase. Elle induit également la synthése du glycogene en activant I’enzyme glycogene

synthase (voir Le métabolisme du glucose par le foie) (Gold 1970, Barthel and Schmoll 2003).

Par ailleurs, I’insuline agit également au niveau des tissus adipeux et musculaires, ou elle
induit I’absorption du glucose par le transporteur GLUT4 dont I’expression est restreinte a ces
tissus. Contrairement aux autres transporteurs du glucose, GLUT4 n’est pas localisé au niveau

de la membrane plasmique : en situation postprandiale, I’insuline induit sa translocation de son
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Figure 15 : Régulation du métabolisme glucidique et lipidique par I’insuline dans le foie,
d’aprés (Titchenell, Lazar et al. 2017)

En réponse a la prise alimentaire, la concentration d’insuline augmente et régule le métabolisme des
lipides et des glucides dans le foie. La liaison de I’insuline a son récepteur induit la phosphorylation (P)
des substrats du récepteur a ’insuline (IRS). Ces derniers recrutent et activent la phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) qui phosphoryle le phosphatidyl inositol (4,5)-bisphosphate (PIP2) en phosphatidyl
inositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3). Ceci active la pyruvate-dehydrogenase-kinasel (PDK1) qui
phosphoryle AKT au niveau de sa Thr308. De plus, AKT est phosphorylée et activée par mTORC2 au
niveau de sa Ser473. Une fois activée, AKT affecte des processus métaboliques en phosphorylant les
facteurs qui les controlent.
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Figure 16 : Représentation schématique des voies de synthése des acides biliaires chez
I’homme, d’apres (Ma and Patti 2014)

Les acides biliaires sont synthétisés a partir du cholestérol par 2 voies métaboliques : la voie classique
et la voie alternative. Les enzymes clés sont CYP7A1, CYP8B1, CYP27A1 et CYP7BI. La voie
classique est initiée par I’enzyme CYP7A1 localisée dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes
et la voie alternative par I’enzyme CYP27A1 mitochondriale.
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lieu de stockage intracellulaire vers la membrane plasmique, favorisant ainsi I’absorption du
glucose sérique par les tissus adipeux musculaires. Il s’agit d’un processus réversible puisque
le transporteur GLUT4 retourne vers son lieu de stockage par endocytose lors d’une baisse de

I’insulinémie (Watson and Pessin 2001).

En plus de I’activation des voies de transduction, la liaison de I’insuline a son récepteur
stimule son endocytose. L’insuline est ensuite découplée de son récepteur et dégradée par
I’enzyme de dégradation de I’insuline (IDE). Le récepteur est recyclé a la membrane plasmique

(Authier, Posner et al. 1996).

3. Le métabolisme des acides biliaires

3.1 Syntheése et cycle entérohépatique des acides biliaires:

3.1.1 Synthése hépatique des acides biliaires :

Les acides biliaires sont des stéroides issus du catabolisme du cholestérol dans le foie. 2
voies métaboliques sont responsables de leur synthése : la voie classique et la voie alternative
(Figure 16). Ces voies métaboliques impliquent de nombreuses réactions enzymatiques
incluant I’oxydation du cholestérol dans le RE et le raccourcissement de ses chaines latérales
dans les mitochondries des hépatocytes. Seul le foie exprime toutes les enzymes nécessaires
aux différentes étapes de la synthese des acides biliaires. La voie classique est régulée pas une
enzyme du cytochrome P450 nommée cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1), qui convertit le
cholestérol en 7a-hydroxycholestérol et dont le produit final est transformé en acide biliaire
primaire. En effet, ’étude du phénotype de souris déficientes pour I’enzyme CYP7AI a
démontré que cette voie est responsable de plus de 75% de la synthése des acides biliaires
(Schwarz, Lund et al. 1996). La voie alternative implique une autre enzyme nommée CYP27A1
et serait uniquement responsable de 9% a 25% de la synthese des acides biliaires chez I’homme
et la souris respectivement (Duane and Javitt 1999, Schwarz, Russell et al. 2001). Les acides
biliaires ainsi formés par les hépatocytes sont appelés acides biliaires primaires. Il s’agit de
I’acide cholique et de 1’acide chenodoxycholique chez ’homme, mais de 1’acide cholique, de
I’acide chenodoxycholique et de I’acide muricholique chez la souris (Dawson and Karpen

2014).
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Figure 17 : Représentation schématique du cycle entérohépatique des acides biliaires,

d’apres (Lee, Lee et al. 2006)

Les AB (ou BA sur la figure) sont synthétisés dans les hépatocytes, conjugués a la taurine ou a la glycine
par les enzymes de conjugaison BAT et BACS, puis secrétés dans les canalicules biliaires grace au
transporteur BSEP. Ils sont stockés dans la vésicule biliaire avant d’étre déversés dans 1’intestin pour
faciliter I’absorption des lipides et des vitamines liposolubles. Au niveau de I’iléon, les AB sont
réabsorbés par le transporteur ASBT, puis sont transportés vers la veine porte grace aux transporteurs
IBABP et OSTo/B. Ils sont ensuite acheminés vers le foie par la voie portale et absorbés par les
hépatocytes grace au transporteur NTCP. Au niveau des hépatocytes, ils peuvent €tre recyclés dans la
bile pour étre réutilisés lors d’un nouveau cycle.

Le cycle entérohépatique des AB est contrdlé par une boucle d’autorégulation négative. En effet, les AB
activent le facteur de transcription FXR dans les entérocytes et les hépatocytes, ce qui module la
transcription d’une série de génes cibles impliqués dans le cycle (enzymes, transporteurs) : les geénes
activés sont représentés en jaune et les génes réprimés sont représentés en vert.
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3.1.2 Cycle entérohepatique des acides biliaires :

Les acides biliaires incorporés a la bile sont stockés dans la vésicule biliaire, puis sont
déversés dans la lumicre intestinale ou ils favorisent I’absorption intestinale des lipides avant
d’étre a 95% réabsorbés par I’intestin. Ils retournent ensuite au foie ou ils seront recyclés dans
la bile. Cette circulation répétée des acides biliaires entre I’intestin et le foie est nommée cycle
entérohépatique (EH) des acides biliaires (Figure 17). Chez ’homme, le recyclage des acides
biliaires a lieu 6 a 10 fois par jour. Ainsi, 20 a 40g d’acides biliaires sont transportés chaque
jour entre le foie et I’intestin. En effet, seulement 0,2-0,6g d’acide biliaires sont excrétés dans
les féces et cette quantité est compensée par néo-synthése a partir du cholestérol (de Aguiar

Vallim, Tarling et al. 2013).

En effet, apres leur synthése dans les hépatocytes, les acides biliaires sont majoritairement
conjugués a la taurine ou a la glycine pour former des sels biliaires primaires. Ils sont ensuite
secrétés par les hépatocytes dans les canalicules biliaires pour former la bile. Cependant,
contrairement aux acides biliaires qui diffusent passivement a travers les membranes
plasmatiques, les sels biliaires plus hydrophiles nécessitent des transporteurs. Ainsi, I’export
des sels biliaires des hépatocytes vers les canalicules biliaires est assuré par BSEP (Bile Salt
Export Pump). Ce transporteur est trés important pour I’intégrité du foie : en effet, la perte de
BSEP en raison d’une mutation génique chez I’homme provoque une cholestase hépatique due
a une accumulation toxique des sels biliaire dans le foie (Nicolaou, Andress et al. 2012). Les
sels biliaires primaires incorporés dans la bile sont ensuite stockés et concentrés dans la vésicule

biliaire.

L’arrivée du chyme dans D’intestin induit la sécrétion de la CCK par la muqueuse
duodénale (Chandra and Liddle 2007). Cette hormone provoque la contraction de la vésicule
biliaire et le déversement de la bile dans le duodénum. Dans la lumiére intestinale, les sels
biliaires facilitent I’absorption des vitamines liposolubles et des lipides alimentaires. 95% des
sels biliaires sont ensuite réabsorbés au niveau de I’iléon (Dawson, Lan et al. 2009). Cette
réabsorption se fait principalement par transport actif grace au transporteur ASBT (Apical
Sodium-Dependent Transporter), qui est localisé au niveau de la bordure en brosse des
entérocytes iléaux. Les rares sels biliaires qui échappent a cette réabsorption active sont
déconjugués et/ou transformés en acides biliaires secondaires par la flore intestinale, et sont

ensuite absorbés passivement par les entérocytes et les colonocytes ou €éliminés dans les féces.
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Absorbés par I’entérocyte, les sels biliaires se lient a leur transporteur IBABP (Ileal Bile
Acid-Binding Protein) qui les transporte du pdle apical des entérocytes vers leur pdle basal.
La, les sels biliaires sont exportés vers la circulation portale grace aux transporteurs d’efflux
OST (Organique solute transporter) o/ p exprimés au pole basal des entérocytes (Chiang
2009, Dawson, Hubbert et al. 2010). Ils sont ensuite acheminés vers le foie par la veine porte.
99% des sels biliaires provenant de I’intestin sont réabsorbés par le foie, seul 1% atteint la

circulation sanguine périphérique.

Les transporteurs des acides biliaires exprimés par la membrane sinusoidale des
hépatocytes, NTCP (Sodium-Taurocholate Cotransporting Polypeptide) et les OATPs
(Organic Anion-Transporting Polypeptides), réabsorbent les sels biliaires qui atteignent le
foie. Dans le foie, les sels biliaires sont recyclés avec ceux nouvellement synthétisés pour la

production de la bile.

a. Régulation du cycle enterohépatique des acides biliaires:

Chaque ¢étape de ce cycle EH est strictement régulée, car les AB sont toxiques et sont
considérés comme des hormones. En effet, les AB régulent non seulement leur propre synthese,
absorption et efflux par une boucle de rétrocontrole négatif, mais ¢galement les métabolismes
des glucides et des lipides (voir Role des AB dans la régulation du métabolisme). Une

dérégulation de ce cycle pourrait donc causer de nombreuses altérations.

La régulation du cycle EH des AB est assurée principalement par le récepteur nucléaire
FXRa (Farnesoid X Receptor alpha). En effet, I’identification des acides biliaires comme
ligands endogeénes de FXR (Makishima, Okamoto et al. 1999, Parks, Blanchard et al. 1999) a
permis de décrypter au niveau moléculaire la boucle de rétrocontrole négatif: en effet,
I’activation de FXR par les AB induit ’expression des geénes régulant le cycle EH des AB
(Figure 17) et permet ainsi de maintenir des niveaux appropriés d’AB dans les différents

compartiments du cycle.

Ainsi, au niveau de I’iléon, FXR activé par les AB induit non seulement I’expression de
genes codant des transporteurs IBABP et OSTa/ B, mais également du peptide FGF19
(Fibroblast Growth Factor 19) ou son homologue murin FGF15. Celui-ci exerce son effet au
niveau du foie en activant son récepteur FGFR4 exprimé par les hépatocytes. De plus, FXR

activé induit la transcription d’un géne de récepteur nucléaire dépourvu de domaine de fixation
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a ’ADN nommé¢ SHP (Small Heterodimer Partner), dont le rdle est de réprimer la
transcription du géne codant ASBT dans les entérocytes afin de bloquer 1’absorption des acides
biliaires et de favoriser leur ¢limination dans les feces (voir SHP protéine clé du cycle

enterohépatique des AB) (Chen, Ma et al. 2003).

Le foie exprime également FXR au niveau des hépatocytes. Comme dans I’intestin, les
sels biliaires réabsorbés I’activent et induisent la transcription de SHP. Ce dernier inhibe la
synthese des acides biliaires en réprimant la transcription des geénes codant les enzymes de
syntheése des acides biliaires, CYP7A1 et CYP8B1 (voir SHP, protéine clé du cycle
enterohépatique des AB). De plus, le FGF15/19 produit par I’iléon, atteint le foie, interagit avec
son récepteur hépatique FGFR4 et induit une cascade de signalisation qui aboutit également a
la répression de la synthése des acides biliaires en réprimant la transcription de CYP7A1, via
I’activation de SHP et/ou de la voie ERK (Kong, Wang et al. 2012). Par ailleurs, 1’activation de
FXR induit I’expression du transporteur BSEP qui permet 1’export des sels biliaires vers les

canalicules biliaires pour former la bile.

b. SHP, protéine clé du cycle entérohépatique des AB :

Le mode d’action de SHP dans I’intestin a été peu étudié et est mal connu. Des travaux
ont démontré que la protéine SHP iléale réprime la transcription d’ASBT. En effet, aprés
I’absorption des AB par les entérocytes, FXR activé induit I’expression de SHP qui a son tour
réprime la transcription du géne codant ASBT : ceci s’effectue en bloquant le récepteur

nucléaire LRH1 qui permet la transcription et I’expression d’ASBT (Chen, Ma et al. 2003).

Au niveau du foie, I’activation de FXR par les AB induit également 1’expression de SHP.
Pour assurer ses fonctions, ce dernier doit étre phosphorylé par la PKCC (Thréonine 55) au
niveau du noyau. La phosphorylation de SHP est fonctionnellement trés importante : elle assure
le maintien de SHP dans le noyau et induit sa liaison a la PRMTS (Protein Arginine N-
Methyltransferase-5) qui est nécessaire a sa méthylation (Arginine 57). Celle-ci est primordiale
pour ’activité répressive de SHP (Kanamaluru, Xiao et al. 2011). En effet, la méthylation de
SHP augmente son interaction avec des cofacteurs modificateurs de chromatine HDACs et
Brm. Ce complexe est ensuite recruté au niveau du promoteur des génes codant les enzymes
CYP7A1 et CYP8BI, réprimant ainsi leur transcription par les facteurs de transcriptions HNF4a
et LRH1 (Seok, Kanamaluru et al. 2013).
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Figure 18 : Régulation des métabolismes lipidique et glucidique par les acides biliaires

Les acides biliaires agissent comme des hormones et régulent les métabolismes lipidique et glucidique.
Les récepteurs activés par les acides biliaires sont indiqués en bleu, les processus stimulés par les acides
biliaires sont indiqués par la couleur verte et ceux réprimées par les acides biliaires sont indiqués par la
couleur rouge.
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3.2 Impact des AB sur le métabolisme lipidique et glucidique :

La découverte des acides biliaires comme ligands endogénes de FXR (Makishima,
Okamoto et al. 1999, Parks, Blanchard et al. 1999) a également permis de mieux comprendre
comment ils régulent les métabolismes lipidique et glucidique. En effet, FXR est un facteur de
transcription qui régule I’expression de nombreux geénes dans I’organisme et notamment ceux

impliqués dans la régulation du métabolisme (Figure 18).

3.2.1 Régulation du métabolisme lipidique :

Plusieurs perturbations du métabolisme lipidique ont été observées chez les souris
dépourvues de FXR. En effet, celles-ci souffrent d’une augmentation du cholestérol, des
triglycérides et des lipoprotéines pro-athérogenes dans le sang. Ces altérations reflétent
clairement le role que joue FXR dans la régulation du métabolisme lipidique (Sinal, Tohkin et
al. 2000). En effet, I’activation de FXR par les AB diminue les TG et les AG plasmatiques,
ainsi que les lipides hépatiques. Ces effets sont assurés par I’induction de I’expression de SHP.
Ce dernier réprime ’activité de SREBP-1c, ce qui entraine une répression de la lipogenése et
une réduction des TG sériques (Watanabe, Houten et al. 2004). De plus, des travaux récents ont
démontré que I’induction de SHP en réponse a une stimulation par les AB (Voir Régulation du
cycle entérohépatique des acides biliaires) réprime également I’activité de SREBP-2 : en effet,
Kim et al ont démontré que SHP interagit avec SREBP-2 et bloque son activité

transcriptionnelle sur les genes impliqués dans la cholestérogenese (Kim, Byun et al. 2015).

Par ailleurs, FXR régule plusieurs genes impliqués dans le métabolisme des lipoprotéines
et des TG, notamment celui codant pour le récepteur nucléaire PPARa. Celui-ci, activé par les
AG libres, réduit les TG sériques en stimulant I’expression d’enzymes impliquées dans
I’oxydation des AG. Chez I’homme, il a été démontré que les AB stimulent I’expression de
PPARa via FXR (Pineda Torra, Claudel et al. 2003, Claudel, Staels et al. 2005, Watanabe,
Horai et al. 2011).

3.2.2 Régulation du métabolisme glucidique :

De nombreuses études in vivo ont démontré le role des AB dans la régulation du

métabolisme glucidique, notamment par I’activation de FXR. En effet, les souris déficientes
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pour FXR développent une hyperglycémie, une résistance a I’insuline et sont intolérantes au
glucose. De plus, I’activation de FXR par un agoniste (GW4064) ou par 1’acide cholique chez
des souris obéses ou diabétiques améliore leur glycémie et leur résistance a I’insuline (Cariou,
van Harmelen et al. 2006, Ma, Saha et al. 2006, Zhang, Lee et al. 2006). Ces effets s’expliquent
par ’activité stimulatrice de FXR sur la synthése du glycogéne (via I’activation de la voie
insuline/AKT) et inhibitrice sur la gluconéogenese hépatique (Cipriani, Mencarelli et al. 2010,

Li, Owsley et al. 2010).

Par ailleurs, les AB régulent également le métabolisme glucidique via le FGF19/15
produit par I’1léon en réponse a la stimulation de FXR. En effet, I’étude du phénotype des souris
dépourvues de FGF15 a mis en évidence un taux faible de glycogene hépatique. De plus, la
stimulation de ces souris par le glucose provoque une hyperglycémie prolongée par
comparaison avec les souris sauvages. Des travaux récents ont montré que le FGF15/19 a un
effet de type « insuline » (insulin-like), c’est-a-dire qu’il inhibe la gluconéogenése et stimule la
synthese du glycogene : en effet, le FGF19 favorise I’activité de ’enzyme glycogene synthase
en inhibant sa phosphorylation par ’enzyme glycogéne synthase kinase et favorise ainsi la
synthese du glycogene (Potthoff, Boney-Montoya et al. 2011, Potthoff, Kliewer et al. 2012,
Schaap 2012).

Parall¢lement a leur activité liée a FXR et a FGF15/19, les AB régulent le métabolisme
des glucides par I’activation du récepteur membranaire couplé a la protéine G TGRS. Ce dernier
est exprimé au niveau des cellules L enteroendocrines intestinales et au niveau des cellules o et
B pancréatiques. L’activation du TGRS intestinal par les AB stimule la sécrétion de GLP-1 qui
induit la sécrétion pancréatique de I’insuline et régule la glycémie (Thomas, Gioiello et al.
2009). De plus, des travaux sur des cellules § pancréatiques et des ilots pancréatiques humains
et murins ont démontré que 1’activation de TGRS exprimé dans les cellules f pancréatiques, par
les AB augmente la sécrétion d’insuline (Kumar, Rajagopal et al. 2012). Par ailleurs, une étude
récente a mis en évidence le role de TGRS activé par les AB, au niveau des cellules a
pancréatiques, dans la régulation de la glycémie. En effet, en situation hyperglycémique, TGRS
reprogramme les cellules o pancréatiques, en favorisant leur sécrétion de GLP1 au lieu du
glucagon. Ceci est dii 2 une augmentation de I’expression de 1’enzyme PC1, induite par TGRS
au niveau des cellules a pancréatiques. Celle-ci clive le pro-glucagon (précurseur commun du
glucagon et du GLP1) pour produire du GLP1, qui agit de fagon paracrine sur le pancréas en

augmentant la sécrétion d’insuline (Kumar, Asgharpour et al. 2016).
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III. Pathologies du systéeme digestif

1. Le diabéte

1.1 Diabéte de type 1 ou insulino-dépendant (DTI) :

Le diabete de type 1 (DT1) est une maladie chronique auto-immune qui résulte de la
destruction progressive et sélective du pancréas endocrine (cellules 3), provoquant une carence
absolue en insuline (Figure 19). L’organisme, qui ne peut utiliser le glucose sanguin, puise son
énergie dans les lipides par une lipolyse excessive qui peut provoquer une cétogenese et s’avérer
fatale. Le DT1 touche des sujets jeunes, le plus souvent agés de moins de 20 ans. 10 a 15% des
diabétiques sont atteints de DT1 et ils représentent 0.4% de la population générale. C’est la
combinaison de facteurs tels que la prédisposition génétique, la dérégulation du systéme
immunitaire et D’exposition a certains facteurs environnementaux qui favorisent le

déclenchement du DT1.

1.1.1 La prédisposition génétique :

La susceptibilité génétique pour le développement du DT1 est confirmée. 2 génes ont été
clairement reliés au DTT1 : le gene HLA porté par le chromosome 6 et le géne de I’insuline porté
par le chromosome 11. En effet, les variant du géne HLA classe II codant HLA-DQ et HLA-
DR prédisposent au développement du DT1. Un polymorphisme du géne de I’insuline favorise
¢galement le DT1. Cependant, la prédisposition génétique n’est pas le seul facteur induisant le
DT1, puisque seulement 30 a 40% des jumeaux monozygotes sont atteints en paralléle par ce

diabete. Ceci indique que d’autres facteurs favorisent son développement.

1.1.2 Facteurs environnementaux :

Certains microorganismes sont associés au DT1. Ces pathogénes causent le DT1 soit par
infection des cellules pancréatiques causant une cytotoxicité dans les lots de Langerhans, soit
en induisant une réponse auto-immune contre les cellules f pancréatiques. Il a été décrit que
I’entérovirus Coxsackie B4 exprime une protéine (P2C) tres similaire a I’enzyme glutamique
acide décarboxylase des ilots de Langerhans. Son infection induirait une réponse immunitaire

co-destructrice des cellules B et de P2C (Varela-Calvino, Sgarbi et al. 2000).
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Figure 19 : Mécanisme de I’auto-immunité lors d’un DT1, d’aprés (Peakman 2013)

(1) Apresun processus déclenchant I’auto-immunité, probablement causant des dommages aux cellules
3 pancréatiques (ex. infection virale), les cellules dendritiques présentatrices d’antigénes sont activées.
(2) Ces cellules présentent les auto-antigeénes des cellules B3 en les complexant aux molécules HLA I ou
HLA II dont certains variants favorisent le développement de DT1. La présentation des auto-antigénes
aux lymphocytes T CD4(TH) ou CD8 (CTL) au niveau des ganglions lymphatiques induit leur migration
vers les cellules B pancréatiques, (3) ou ils induisent des dommages par la sécrétion de cytokines
inflammatoires ou par une cytolyse directe via les CTL. (4) La lyse continue crée un cycle
d’inflammation et de mort cellulaire. (5) Par ailleurs, les lymphocytes T régulateurs (Treg) sécrétant des
cytokines anti-inflammatoires (IL10) et ayant la capacité de tuer les cellules présentatrices des auto-
antigenes sont insuffisants et perdent le contrdle de la régulation.
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Par ailleurs, certains ingrédients alimentaires ont été reliés au développement du DT1,
notamment la caséine béta et 1’albumine contenues dans le lait de vache. Des études
épidémiologiques ont indiqué que la fréquence des enfants atteints de DT1 est plus élevée chez
ceux nourris plus précocement au lait de vache par rapport a ceux nourris au lait maternel. En
effet, la caséine béta et 1’albumine du lait de vache induiraient une réaction immunitaire des
lymphocytes T contre le transporteur de glucose pancréatique GLUT2, aboutissant & une

destruction des cellules B de Langerhans (Butalia, Kaplan et al. 2016).

1.2 Le diabéte de type 2 ou non-insulinodépendant (DT2) :

Le diabete de type 2 est une maladie chronique provoquée par une perturbation du
métabolisme glucidique, qui apparait progressivement et insidieusement. Selon la Fédération
Internationale du Diabete, 415 millions de personnes sont diabétiques dans le monde, dont 90%
atteintes de DT2. L’augmentation de I’incidence du DT2 ces derniéres années coincide avec le
changement des habitudes alimentaires et la réduction de 1’activité physique. Cette maladie se
manifeste généralement aprés 40 ans et elle est diagnostiquée a un 4ge moyen proche de 65 ans.
6.6% des personnes agées entre 20-79 ans sont atteintes de DT2 dans le monde (International

Federation of Diabetes. 2015).

1.2.1 Les facteurs de risque :

La composante génétique influence clairement le développement du DT2. En effet, le
risque de développer un DT2 est de 40% chez un individu ayant 1 parent atteint de DT2, avec
un risque plus important quand la mere est atteinte, et de 70% si les 2 parents sont atteints. Par
ailleurs, le taux de concordance du DT2 chez les jumeaux monozygotes est de 70%, tandis qu’il
n’est que de 20 a 30% chez les jumeaux dizygotes. Plusieurs geénes ont été liés a la susceptibilité
de développement du DT2 a ce jour : il s’agit notamment des génes codant la calpaine 10 et

TCF-4 (Transcription factor 7-like 2).

Malgré I’importance des facteurs génétiques dans le DT2, il est évident que les facteurs
environnementaux jouent un rdle clé dans le développement de cette maladie. C’est le
changement du le mode de vie durant les 50 derniéres années (alimentation, sédentarité) qui a

initié¢ I’épidémie mondiale du DT2 (Ahlqvist, Ahluwalia et al. 2011).
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1.2.2 La physiopathologie du DT2 :

Le principal dysfonctionnement dans le DT2 est I’insulino-résistance. Celle-ci se
caractérise par une baisse de sensibilité des cellules a I’insuline en particulier au niveau du foie,
du muscle et du tissu adipeux. En effet, I’insuline ne parvient plus a générer un signal efficace

pour assurer 1’utilisation du glucose par ces tissus, ce qui génere une hyperglycémie.

Le suivi du développement du DT2 a mis en évidence le role de I’insulino-résistance et
du dysfonctionnement des cellules  pancréatiques dans la physiopathologie de cette maladie.
Les études confirment que ’insulino-résistance favorisée par une prédisposition génétique et/ou
des facteurs environnementaux, s’établit de facon précoce, quand la glycémie est encore
normale. Une fois installée, I’insulino-résistance altére progressivement les cellules sécrétrices
d’insuline provoquant le diabéte. L’étude de I’histoire naturelle du DT2 décrit un schéma
biphasique de la sécrétion de 1’insuline par les cellules B pancréatiques : I’hyperinsulinémie,
qui est observée dans un premier temps et qui vise a maintenir des valeurs quasi-normales de
la glycémie, est suivie d’une baisse du niveau de production d’insuline en raison d’une
insuffisance des cellules f pancréatiques. En effet, pour compenser la résistance des tissus a
I’insuline, les cellules B pancréatiques produisent davantage d’insuline, ce qui aboutit a leur
épuisement : la production d’insuline devient alors insuffisante, le glucose s’accumule dans le
sang et peut créer a terme des dommages irréversibles, notamment au niveau des reins, des

yeux, du systéme nerveux, du ceeur et des vaisseaux sanguins (Leahy 2005).

2. L’obésité

L’obésité est définie comme une augmentation importante de la masse graisseuse de
I’organisme qui altére la santé et réduit ’espérance de vie. Durant les 30 dernieres années, la
prévalence de 1’obésité n’a cessé d’augmenter, devenant ainsi un probléme de santé publique
(Ng, Fleming et al. 2014). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, 35 % des adultes dans le
monde sont atteints d’obésité ou de surpoids. L’obésité est a I’origine de plusieurs
complications dont le diabéte (DT2), ’hypertension, la dyslipidémie, la dépression, certains
cancers et les maladies cardiovasculaires. Ainsi 1’obésité entraine le décés d’au moins 2,8
millions personnes chaque année. En France, 1’obésité concernait 15 % des adultes en 2012,

contre seulement 6,1% en 1980. Son diagnostic passe par le calcul de I’indice de masse
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corporelle (IMC) : il s’agit du poids de I’individu (en kg) divisé par le carré de sa taille (en

metres). Selon la classification de I’OMS, un IMC supérieur a 30 est synonyme d’obésité.

2.1 Les causes :

Les origines de I’obésité sont multiples et I’identification des facteurs impliqués dans son
développement et son installation est loin d’étre achevée. L’augmentation de I’incidence de
I’obésité est reliée a différents facteurs environnementaux notamment, 1’excés alimentaire, la
sédentarité et les facteurs socio-économiques (Misra and Bhardwaj 2014). Cependant, ces
facteurs environnementaux ne représentent pas les seules causes de 1’obésité et des facteurs
héréditaires pourraient rendre compte de différences de susceptibilité individuelle a 1’obésité.
En effet, ’obésité ou le surpoids des parents est un facteur de risque pour les enfants et un
facteur prédictif a I’age adulte (Danielzik, Langnase et al. 2002, Birbilis, Moschonis et al.
2013). De plus, les jumeaux monozygotes ont plus de similarité dans I’accumulation de la
graisse que les jumeaux dizygotes, ce qui indique que le développement de surpoids est
influencé par le génotype (Hainer, Stunkard et al. 2001). Plus de 100 génes sont impliqués dans
la régulation du poids chez I’homme, mais récemment, des altérations génétiques augmentant
le risque d’obésité de 40 a 70% ont été identifiées (Fleisch, Wright et al. 2012). Les principaux
genes responsables de la forme monogénique de 1’obésité codent pour : la leptine, le récepteur

de la leptine et la prohormone convertase I (Bouchard 2008).

Par ailleurs, par son rdle primordial dans la régulation du métabolisme, le foie est
impliqué dans le développement de 1’obésité. En effet, des génes responsables du métabolisme
des lipides, du transport des lipoprotéines et du stockage du glycogéne ont été reliés a 1’obésité.
De plus, le fait que I’obésité soit souvent associée a des dérégulations du métabolisme
glucidique, a une insulino-résistance et au DT2 suggere 1’implication du foie et de 1’insuline
dans la physiopathologie de I’obésité. Enfin, un taux bas d’adiponectine, une hormone secrétée
par les adipocytes et impliquée dans la régulation du glucose et I’oxydation des AG, a été

associ¢ avec I’augmentation de I'IMC (Dastani, Hivert et al. 2012).

Outre ces facteurs, un mécanisme d’augmentation de 1’appétit a été mis en évidence.
Beaucoup de malades obéses souffrent d’hyperphagie, malgré leur production normale voire
faible de la ghréline (hormone de la faim). En effet, des anticorps dirigés contre la ghréline ont

¢été détectés dans le sang de ces patients : ces anticorps se lient a I’hormone de la faim et la
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protege de la dégradation, entrainant ainsi une stimulation persistante de 1’appétit (Takagi,

Legrand et al. 2013).

2.2 La modulation des acides biliaires : approche thérapeutique pour [’obésité et

le DT2 :

L’implication des acides biliaires dans la régulation des métabolismes lipidique et
glucidique a suggéré leur utilisation pour le traitement de certaines maladies métaboliques. En
effet, des études chez I’homme et la souris ont démontré leur efficacité dans certaines

perturbations métaboliques, notamment 1’obésité et le DT2.

Liaset et al ont démontré que la supplémentation d’un régime riche en graisse en acide
cholique augmente la dépense énergétique dans le tissu adipeux et réduit la masse pondérale
chez la souris. Cet effet est dii a I’induction de I’enzyme iodothyronine deiodinase 2 par 1’acide
cholique via I’activation de TGRS (Liaset, Hao et al. 2011). Par ailleurs, la séquestration des
AB par des résines non absorbables utilisée dans le traitement de I’hypercholestérolémie a
démontré son efficacité dans la régulation de la glycémie chez les patients atteints de DT2. En
effet, des études cliniques randomisées testant des molécules (Cholestyramine, Colesevelam)
qui séquestrent les AB dans le traitement du DT2 ont prouvé D’efficacité de cette stratégie
thérapeutique dans I’amélioration de la glycémie et de I’hémoglobine glyquée chez ces patients
(Garg and Grundy 1994, Bays, Goldberg et al. 2008). Ainsi, I'US Food and Drug Administration

a approuvé en 2008 le Colesevelam pour le traitement de I'hyperglycémie dans le DT2.
3. La stéato-hépatite non alcoolique (NASH)

La stéatose hépatique non alcoolique regroupe toute augmentation importante de la
rétention des triglycérides par le foie, non causée par la consommation d’alcool. Sa
complication est caractérisée par une combinaison de 1ésions des cellules hépatiques et d’une
inflammation causant une stéato-hépatite non alcoolique (NASH). Histologiquement, la NASH
est non distinguable de la stéatose hépatique alcoolique. Le foie des patients présente une
augmentation des vacuoles de triglycérides, une infiltration des cellules inflammatoires, une
nécrose et une fibrose. 10 a 24% de la population générale sont atteints de stéatose hépatique,
mais cette pathologie est plus fréquente chez les patients atteints de DT2 (70%) (Dowman,

Tomlinson et al. 2010, Hazlehurst, Woods et al. 2016).
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3.1 La physiopathologie de la NASH :

La physiopathologie de la NASH n’est pas encore complétement définie. L’accumulation
des graisses dans le foie peut étre le résultat d’une augmentation de la lipogenése, une
augmentation du relargage des AG par le tissu adipeux et/ou une diminution de 1’efflux ou de

I’oxydation hépatique des lipides.

Les travaux de Donnelly ef al ont permis d’établir la contribution relative de chacun de
ces processus dans la physiopathologie de la NASH. Leurs résultats indiquent que
I’accumulation de 60% des TG dans le foie a pour origine I’efflux d’AG du tissu adipeux, 26%
proviennent de la lipogenése de novo et 15% sont d’origine alimentaire (Donnelly, Smith et al.

2005).

L’insulino-résistance hépatique et extra-hépatique joue un role clé dans le développement
de la NASH. D’une part, I’hyperinsulinémie associée a 1’insulino-résistance va: (i) augmenter
la lipogenese de novo hépatique en induisant SREBP-1c le régulateur principal des genes
impliqués dans la lipogenése (voir SREBPs, facteurs de régulation majeurs du métabolisme
lipidique ), (i1) inhiber ’oxydation des AG dans les hépatocytes. D’autre part, 1’insulino-

résistance diminuera la capacité de 1’insuline a inhiber la lipolyse au niveau du tissu adipeux.

Ces perturbations métaboliques contribuent au développement d’une stéatose hépatique.
Celle-ci est caractérisée par une lipotoxicité a I’origine d’un stress oxydant et d’une réaction
inflammatoire chronique contribuant a la complication de la pathologie : la stéatose hépatique
évolue vers la NASH qui peut générer une fibrose, voire une cirrhose hépatique (Dowman,

Tomlinson et al. 2010, Hazlehurst, Woods et al. 2016).

4. La lithiase biliaire

La lithiase biliaire est la pathologie la plus fréquente de la vésicule biliaire, avec une
prévalence d’environ 10-20% de la population dans les pays industrialisés (Lammert and

Sauerbruch 2005).
Les lithiases biliaires existent sous 3 formes différentes :

> Les lithiases noires : formées principalement de bilirubine polymérisée et de sels de
calcium. Elles sont retrouvées chez des patients atteints d’hémolyse ou de cirrhose

hépatiques.
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» Les lithiases brunes : constituées de pigments biliaires, de sels de calcium et de mucus.
Celles-ci sont plus fréquentes dans les pays orientaux et sont souvent associées a une
infection des canaux biliaires.

> Les lithiases riches en cholestérol : leur poids est formé de 70 a 90% de cholestérol.

C’est la forme la plus fréquente des lithiases biliaires.

La majorité (80-90%) des lithiases biliaires sont sous la forme riche en cholestérol. Cette

forme est causée par 3 mécanismes physiopathologiques (Marschall and Einarsson 2007) :

> La saturation de la bile en cholestérol: le cholestérol insoluble en milieux aqueux est
solubilis¢ dans la bile grace aux micelles formées d’AB et de phospholipides. La
principale cause de la saturation de la bile en cholestérol est reliée a son hypersécrétion.
Celle-ci est due a des altérations dans le métabolisme du cholestérol (surabsorption
hépatique, augmentation de la syntheése de novo ou diminution de sa conversion en acides

biliaires).

» Une hypomotilité de la vésicule biliaire : la saturation de la bile en cholestérol est
également retrouvée chez les personnes saines. Les cristaux ainsi formés sont évacués de
la vésicule biliaire lors de sa contraction postprandiale. Chez les patients atteints de
lithiase biliaire, la contraction de la vésicule biliaire est altérée. En effet, le traitement de
patients atteints d’acromégalie par un médicament qui diminue la sécrétion postprandiale

de CCK, augmente le risque de développement de lithiase biliaire chez ces patients.

> La baisse de dégradation des mucines : secrétées par les cellules épithéliales de la
vésicule biliaire pour former le mucus, les mucines favorisent la formation de cristaux de
cholestérol. En effet, les patients atteints de lithiase biliaire ont une diminution de 25-
50% de I’activité de leurs protéases lysosomales (cathepsines B, D, L) responsables de la

lyse des mucines.
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5. Le cancer colorectal

5.1 Les données épidemiologiques :

Le cancer colorectal (CCR) regroupe les cancers du célon (~2/3 des cas) et du rectum. Il
s’agit du 2°™ et du 3™ cancer le plus fréquent au monde chez les femmes et les hommes
respectivement (IARC - INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER). I
représente 9,7% des cancers diagnostiqués dans la population générale. Des variations
géographiques de I’incidence du CCR ont été observées, avec un taux important dans les pays
développés. Par exemple, 1’ Australie a une incidence 10 fois plus importante que les pays de

I’ Afrique de I’Ouest (International Agency For Research On Cancer. 2014).

Les études épidémiologiques ont permis de mettre en évidence un certain nombre de

facteurs de risque pour les CCR. 1l s’agit de :

» L’age: 90% des nouveaux cas sont agés de plus de 50 ans, avec un dge médian au
moment du diagnostic de 72 ans (North American Association of Central Cancer
Registries. 2012).

» L’hérédité : méme si la plupart des CCR sont dits sporadiques (~95% des cas), les
individus ayant une histoire familiale de CCR ont un risque 2 fois plus élevé. En outre, il
existe des formes familiales associées a des altérations génétiques définies : ainsi, chez
les patients atteints de la polypose adénomateuse familiale (~1% des cas) et présentant
des mutations du gene suppresseur de tumeur APC, le risque de développer un CCR est
proche de 100% a 45 ans (Petersen, Slack et al. 1991, Tuohy, Rowe et al. 2014).

» Le mode de vie: la sédentarité, le régime alimentaire dit occidental (trop riche en
calories, viande rouge, graisses animales), le tabac et 1’alcool augmentent le risque de
développer un CCR (www.e-cancer.fr).

» Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin : la rectocolite hémorragique, et
dans une moindre mesure la maladie de Crohn, augmentent le risque de développer un
CCR. Ce risque est li¢ a la durée et a I’étendue de la maladie : par exemple, pour la
rectocolite hémorragique, il augmente de 1% par an a partir de 10 ans post-diagnostic

(www.e-cancer.fr).
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Figure 20 : Représentation schématique de la voie Wnt canonique, d’aprés (Reya and
Clevers 2005)

(A) En absence de signal de type Wnt, la B-caténine cytoplasmique est prise en charge par un complexe
de destruction comprenant notamment Axin, APC et la kinase GSK3, ce qui conduit a sa
phosphorylation par cette dernicre et a sa dégradation par le protéasome.

(B) L’interaction de la protéine Wnt avec son récepteur Frizzled inhibe le complexe de destruction, ce
qui stabilise la B-caténine cytoplasmique et permet sa translocation dans le noyau. La, elle se lie aux
facteurs de transcription TCF/LEF, ce qui active la transcription des genes cibles de la voie Wnt.
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5.2 Les caracteristiques cellulaires et moléculaires :

La plupart des CCR sont des adénocarcinomes (~90% des cas). Généralement pour le
cancer du cdlon, des tumeurs bénignes (les polypes ou adénomes) grossissent et deviennent de
plus en plus dysplasiques. Elles sont considérées comme malignes lorsque les cellules
tumorales franchissent la lame basale et atteignent le chorion. Cette extension locale a travers
la paroi colique peut s’accompagner d’une extension a distance vers les ganglions lymphatiques
ou d’autres organes (notamment le foie) pour former des métastases dés que les cellules

tumorales atteignent la musculaire-muqueuse.

La transformation tumorale des cellules de la muqueuse épithéliale s’accompagne de
modifications de leur prolifération, survie, polarité, adhésion et potentiel migratoire. Au niveau

moléculaire, trois mécanismes majeurs sont associés a ces modifications :

» L’instabilité chromosomique (CIN) : elle se caractérise par des anomalies du caryotype
(aneuploidie, perte d’hétérozygotie) et une accumulation clonale d'altérations génétiques
dans des oncogenes (par exemple K-RAS) ou des genes suppresseurs de tumeurs (par
exemple APC). La CIN est I’altération qui survient le plus fréquemment dans les CCR
sporadiques.

» L’instabilité des microsatellites (MSI) : il s’agit de mutations ou épimutations de génes
responsables de la réparation de I’ADN, provoquant des altérations dans les séquences
nucléotidiques répétées de ’ADN. 10 a 15% des CCR sporadiques présentent un
phénotype MSI, souvent di a la méthylation de la MLHI.

» L’instabilité génétique (CpG island methylator phenotype - CIMP): elle se
caractérise par une méthylation des flots CpG de I’ADN qui cause une modification de la
transcription des genes. Ce type de CCR est plus fréquent chez les femmes et est souvent

associ¢ a une mutation du géne BRAF (Gonzalez-Pons and Cruz-Correa 2015).

5.3 La voie Wnt dans les tumeurs du colon :

La grande majorité des tumeurs du cdlon (>70% des cas) présente une activation

constitutive de la voie de signalisation Wnt canonique (Figure 20).

La voie de signalisation Wnt est primordiale pour I’homéostasie intestinale, notamment
car elle est nécessaire au maintien des cellules souches intestinales et a la prolifération de leurs

cellules filles progénitrices. L’acteur central de cette voie est la B-caténine cytoplasmique, dont
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I’activité est régulée par un complexe de destruction. En effet, lorsque la voie Wnt est inactive
2 protéines du complexe de destruction, APC et AXIN, se lient a la B-caténine et induisent la
phosphorylation de sa partie N-terminale par les kinases CKI et GSK-3 du complexe. Cette
phosphorylation entraine la poly-ubiquitination de la B-caténine et sa dégradation par le
protéasome. Dans certaines situations physiologiques (développement de I’intestin, réparation
et renouvellement de la muqueuse intestinale), la voie Wnt est activée par la liaison de la
protéine Wnt a son récepteur Frizzled. Ceci entraine I’inhibition des kinases du complexe de
destruction, I’accumulation de la B-caténine et sa translocation dans le noyau. La, elle se lie a
des facteurs de transcription de la famille TCF/LEF, ce qui les libére de co-répresseurs et active
la transcription des genes cibles de la voie Wnt, notamment les geénes impliqués dans la
prolifération cellulaire ou le maintien des cellules souches (Myc, Cyclin D1, LGRS...) (Reya

and Clevers 2005).

L’activation constitutive de la voie Wnt dans les tumeurs du célon s’explique au niveau
moléculaire par la mutation de génes impliqués dans cette voie : il s’agit généralement du géne
APC (formes sporadiques et formes familiales de type polypose adénomateuse familiale), mais
des mutations ont €¢galement été décrites pour le gene CTNNBI qui code pour la B-caténine. En
effet, 90% des CCR présentent des mutations au niveau des genes APC ou CTNNBI. Dans tous
les cas, ces mutations ménent au minimum a une augmentation de 1’activité transcriptionnelle
de la B-caténine, augmentant ainsi 1’expression de genes impliqués dans des processus
cellulaires favorisant la progression tumorale. Ainsi, une stabilisation de la B-caténine augmente
la prolifération cellulaire en stimulant la transcription de genes tels que Mycl et Cyclin DI. De
plus, I’activation constitutive de la voie Wnt conduit a I’émergence de cellules souches
cancéreuses. L augmentation de 1’activité transcriptionnelle de la B-caténine est également un
facteur favorisant ’EMT tumorale. Il s’agit d’un processus de génération d’une forme de
cellules mésenchymateuses a capacité invasive a partir de cellules épithéliales. En effet,
I’augmentation anormale de ’activité transcriptionnelle de la B-caténine induit la transcription
de LEF1, un facteur de transcription qui n’est pas exprimé dans le colon sain et qui est impliqué

dans I’initiation du processus d’EMT (Sawa, Masuda et al. 2016, Santiago, Daniels et al. 2017).

L’altération d’autres geénes favorisant la carcinogénése, notamment la mutation des
oncogeénes comme KRAS et BRAF ou l'inactivation de génes suppresseurs de tumeur tels que
SMAD4 et SMAD2, entraine le développement d’un carcinome invasif (Marmol, Sanchez-de-

Diego et al. 2017).
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Chapitre 2: Les cadhérines

I.  La superfamille des Cadhérines

Les membres de la superfamille des cadhérines sont des glycoprotéines qui assurent le
contact et la communication entre les cellules. Ce sont des protéines transmembranaires, ayant
une partie extracellulaire constituée de domaines cadhérines (EC : extracellular cadherin). Il
s’agit d’un motif conservé d’environ 110 acides aminés qui forme la surface intermoléculaire
responsable de la liaison entre les cellules. En effet, les cadhérines agissent généralement
comme des récepteurs transmembranaires qui assurent 1’adhésion entre les cellules voisines.
Ceci s’effectue grace aux interactions entre leurs domaines extracellulaires (domaines EC),
situés aux membranes de cellules adjacentes. Ces liaisons se font de fagon homotypique ou
hétérotypique, elles sont calcium-dépendantes et sont souvent cruciales pour la stabilité des
tissus et pour la signalisation cellulaire. Cependant, certains membres de la superfamille des

cadhérines ne sont pas décrits comme des molécules d’adhésion.

1. Les différents types de cadhérines

Selon leurs structures et leurs origines phylogénétiques, les cadhérines sont regroupées
dans plusieurs familles (Figure 21): les cadhérines classiques (type I et II) qui sont les
composants majeurs des jonctions adhésives intercellulaires, les cadhérines desmosomales

(desmocollines et desmogléines), les protocadhérines et les cadhérines atypiques.

1.1 Les cadhérines classiques de types I et 11 :

Cette famille regroupe plusieurs cadhérines dont la E-cadhérine et la R-cadhérine
exprimées dans toutes les cellules épithéliales, la N-cadhérine détectée au niveau des cellules
mésenchymateuses et la VE-cadhérine exprimée par les cellules endothéliales. Ces cadhérines
ont une partie extracellulaire homologue formée de 5 domaines cadhérines désignés
communément de I’extrémité N-terminale a I’extrémité C-terminale : EC1 a ECS (Figure 21).
Ces derniers sont responsables de liaisons homotypiques calcium-dépendantes. En effet, leur

conformation est stable uniquement en présence de calcium. C’est la liaison spécifique du
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Figure 21: Représentation schématique des différents membres de la superfamille des
cadhérines, adapté de (www.cellsignallingbiology.org)

Les cadhérines classiques et desmosomales possédent 5 domaines cadhérines extracellulaires (EC), mais
ont des domaines cytoplasmiques complétement différents, les protocadhérines ont un nombre variable
d’EC, les cadhérines atypiques comme la cadhérine Flamingo a 7 domaines transmembranaires, ont des
domaines EC mais ne partagent aucune autre caractéristique structurelle avec les autres familles de
cadhérines.
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Figure 22: Structure des cadhérines classiques et interaction de leur domaine
cytoplasmique, d’apres (Ivanov, Philippova et al. 2001)

Les cadhérines classiques possédent a leur extrémité N-terminale 5 domaines cadhérine extracellulaires
(EC). Leur extrémité C-terminal se lie aux caténines cytoplasmiques o/B-caténine qui servent
d’intermédiaires entre les cadhérines et les filaments d’actine. Ce complexe cadhérine-caténine est
primordial pour une jonction cellule-cellule stable.
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calcium a son site de fixation situé entre chaque paire de domaine cadhérine successif qui

permet leur fonction adhésive (Nagar, Overduin et al. 1996).

Par ailleurs, le domaine cytoplasmique des cadhérines classiques se lie aux caténines
cytoplasmiques notamment la B-caténine (Figure 22). Celles-ci servent d’intermédiaires entre
les cadhérines et les filaments d’actine. Ce complexe cadhérine-caténine est primordial pour

une jonction cellule-cellule stable (Rimm, Koslov et al. 1995).

Les cadhérines de type I différent des cadhérines de type II par leur domaine EC1. Ce
dernier possede un seul résidu tryptophane chez les cadhérines de type I, alors qu’il en a 2 dans
celles de type II (Nelson 2008). Ce domaine joue un rdle important dans I’interaction
homotypique puisqu’il permet la reconnaissance entre les 2 cadhérines qui interagissent. En
effet, il a été¢ démontré que des cellules exprimant une E-cadhérine chimérique dont le domaine
EC1 a été remplacé par celui de la P-cadhérine ne reconnaissent pas des cellules exprimant une
E-cadhérine sauvage et interagissent avec les cellules qui expriment la P-cadhérine (Nose, Tsuji

et al. 1990).

Enfin, certaines cadhérines classiques sont capables d’interagir avec d’autres protéines.
En particulier, la E-cadhérine et la N-cadhérine qui interagissent avec 1’intégrine aEf7 et le
récepteur du FGF (Fibroblast Growth Factor) respectivement (Cepek, Shaw et al. 1994,
Williams, Furness et al. 1994).

1.2 Les cadhérines desmosomales :

I1 s’agit des cadhérines localisées spécifiquement au niveau de jonctions d’ancrage de
type desmosome. Celles-ci générent une adhésion intercellulaire forte et sont particuliérement

présentes dans les tissus soumis a un stress mécanique important comme la peau ou le coeur.

Comme les cadhérines classiques, les cadhérines desmosomales posseédent 5 domaines
cadhérine au niveau de leur partie extracellulaire. Les génes des cadhérines desmosomales sont
regroupés sur le chromosome 18 : ils codent pour 4 desmogléines (DSG1-4) et 3 desmocollines
(DSC 1-3). Celles-ci interagissent uniquement entre elles de maniére héterotypique. Au niveau
intracellulaire, elles se lient aux protéines plakoglobine (paralogue de la B-caténine) et
plakophiline (paralogue de la p120-catenine). Ces dernicres recrutent la desmoplakine qui fixe
les filaments intermédiaires du cytosquelette et renforce ainsi la résistance du desmosome aux

tensions (Hatzfeld, Haffner et al. 2000, Garrod, Merritt et al. 2002, Dusek and Attardi 2011).
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Les cadhérines desmosomales ont un réle crucial dans la formation et I’organisation des
tissus. En effet, des altérations de leur expression sont responsables de défauts dans la
morphogenese chez ’homme et chez la souris. Ainsi, la mutation du géne codant DSG4 cause
une altération de la différenciation des follicules pileux. De méme, les souris déficientes pour

DSG@G2 ne sont pas viables (Eshkind, Tian et al. 2002, Kljuic, Bazzi et al. 2003).

1.3 Les protocadhérines (PCDH) :

11 s’agit de la famille la plus importante et elle comprend 2 sous-familles qui difféerent par
leur éventuel regroupement sous forme de clusters au niveau du génome. Ainsi, chez ’homme,
le chromosome 5q31 code 53 protocadhérines exprimées majoritairement au niveau du systéme
nerveux et regroupées en 3 clusters : a-PCDH, B-PCDH et y-PCDH. D’autres protocadhérines

(8-PCDH) sont codées par des génes non regroupés en clusters (van Roy 2014).

Les protocadhérines ont 6 a 7 domaines cadhérine dans leur partie extracellulaire (Figure
21), mais ceux-ci sont différents de ceux des cadhérines classiques. Contrairement aux
cadhérines classiques dont le domaine cytoplasmique est relativement conservé, les
protocadhérines ont une région intracellulaire de séquence différente entre les différents
membres et de celle des cadhérines classiques. Les protocadhérines forment entre elles des
liaisons homotypiques calcium-dépendantes assez fragiles qui ne semblent pas étre impliquées
dans I’adhésion cellule-cellule, mais plutdt dans d’autres fonctions comme la transduction du

signal (Shimotoyodome, Fukuoka et al. 2009).

1.4 Les cadhérines atypiques ou apparentées aux cadhérines (CDHR) :

Cette famille est composée de protéines apparentées aux cadhérines qui sont
phylogénétiquement distinctes des 3 autres familles de cadhérines, mais posseédent au minimum
2 domaines cadhérines, assez différents de ceux des cadhérines classiques, dans leur région
extracellulaire. Il s’agit de la famille la plus hétérogéne, regroupant des protéines de structures
et de fonctions distinctes. Par exemple, la calsynténine a seulement 2 domaines EC et est
localisée au niveau des membranes postsynaptiques du systeme nerveux ou elle intervient dans
la signalisation du calcium au niveau des synapses nerveuses (Cheng, Zhou et al. 2006). Par
contre, les cadhérines atypiques de type FAT et DACHSOUS, qui interagissent entre elles, ont
34 et 27 domaines EC respectivement et sont primordiales pour la polarisation tissulaire
(Hulpiau, Gul et al. 2013, Sharma and McNeill 2013). Quant a CDHR23 et CDHR15, ayant

respectivement 29 et 11 EC, elles interagissent au niveau des stéréocils de ’oreille interne et

65



INTRODUCTION

interviennent dans 1’ouie : des mutations de ces génes entrainent des surdités (Araya-Secchi,

Neel et al. 2016).

2. Cadhérines et cancer

La capacité des cellules tumorales a croitre de fagon incontrolée, migrer, envahir les tissus
environnants et métastaser est souvent associé¢e a la perturbation des interactions cellules-
cellules assurées par les cadhérines. En effet, outre le maintien des jonctions cellulaires, les
interactions entre cadhérines affectent des voies de signalisation cellulaires régulant la

croissance, la polarité et la migration des cellules (van Roy 2014).

L’E-cadhérine est la cadhérine la plus étudiée dans le contexte du cancer. L’E-cadhérine
est considéré comme un suppresseur de tumeurs et plusieurs mécanismes conduisant a sa perte
d’activité dans les cellules tumorales ont été décrits. En effet, des mutations du gene CDHI
codant I’E-cadhérine ont ét¢ identifiées chez des patients atteints de cancer gastrique diffus
héréditaire (Pinheiro, Bordeira-Carrico et al. 2010). Dans les carcinomes lobulaires du sein, la
perte de I’hétérozygotie au niveau du chromosome 16q22.1 codant I’E-cadhérine est fréquente
(Berx and Van Roy 2001). Dans d’autres types de cancers (carcinome hépatocellulaire,
carcinome cellulaire squameux de la peau, du cou, de I’cesophage, mélanome, cancer des
poumons), il s’agit d’une perte d’expression de 1I’E-cadhérine par hyperméthylation de son
promoteur ou dégradation accrue suite a la perte de 1’expression de la caténine p120 (Winter,
Ting et al. 2008, Liu, Wang et al. 2009). La perte de I’E-cadhérine est souvent associée a une
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Ce processus est essentiel a différents processus
développementaux durant I’embryogenese et a la réparation tissulaire chez 1’adulte, mais sa
présence dans les tissus épithéliaux matures est un facteur favorisant la progression tumorale.
L’EMT tumorale est caractérisée par une perte de 1’adhésion cellulaire et la transformation des
cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses a capacité migratoire et invasive. Ceci est
da a la suppression de I’expression de I’E-cadhérine et a son remplacement par d’autres types

de cadhérines notamment la N-cadhérine (Kourtidis, Lu et al. 2017).

L’E-cadhérine, qui interagit avec la B-caténine au niveau des jonctions adhérentes, est
¢galement impliquée dans la régulation de la voie Wnt, mais I’impact de sa perte d’expression
dépend du contexte. En effet, en présence d’un systéme intact de dégradation de la B-caténine
(voir La voie Wnt dans les tumeurs du colon), elle est insuffisante pour induire une localisation

nucléaire de celle-ci. Par contre, I’augmentation de 1’expression de 1I’E-cadhérine associée a un
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systeme de dégradation de la B-caténine perturbé, permet d’éviter la localisation nucléaire de la
B-caténine et contrecarre sa signalisation pro-tumorale (Huels, Ridgway et al. 2015). Ainsi, la
perte des fonctions d’APC dans le cancer du colon suivie de la perte de I’E-cadhérine favorise

la transition des adénomes en carcinomes associée a une propagation métastatique.

D’autre cadhérines ont également été ¢tudiées dans les cancers. CDH11, une cadhérine
classique de type 2 appelée également ostéoblaste cadhérine (OB-cadhérine), est exprimée dans
les tissus dérivant du mésoderme. Elle est induite dans les stromas tumoraux des cancers de la
prostate de bas grade, et dans les cellules cancéreuses stromales et épithéliales dans les cancers
de la prostate de haut grade. De plus, son expression est particulierement importante dans les

métastases du cancer de la prostate dans I'os.

CDH13, une cadhérine desmosomale dépourvue de domaines transmembranaire et
cytoplasmique, a été ¢galement ¢tudi¢e dans les cancers. Elle a un role de suppresseur de
tumeurs et la diminution de son expression augmente la prolifération, la migration et I’invasion

de nombreux types de cellules tumorales (van Roy 2014).

Enfin, la cadhérine atypique CDHR2 est diminué dans le carcinome hépatocellulaire. De
plus celle-ci inhibe la formation de colonies par des cellules cancéreuses colique, in vitro en

inhibant I’activité transcriptionnelle de la B-caténine (Ose, Yanagawa et al. 2009).

3. Cadhérines et métabolisme

Les cadhérines sont principalement considérées comme des molécules d’adhésion
cruciales pour I’'intégrit¢ des tissus, mais il existe quelques ¢études qui montrent que les

cadhérines peuvent jouer des fonctions diverses, notamment dans la régulation du métabolisme.

Récemment, des polymorphismes du géne codant la cadhérine desmosomale CDH13 ont
été¢ décrits chez des individus présentant des perturbations importantes du métabolisme
(Kitamoto, Kitamoto et al. 2016). Ces polymorphismes augmentent 1’expression de CDH13 et
lui permette d’interférer avec la fonction de 1’adiponectine. Or, un taux trop bas de cette
cytokine secrétée par les adipocytes est associé¢ au développement de 1’obésité et du diabete
(Philippova, Joshi et al. 2009). CDHI13 entrerait en compétition avec les récepteurs de
I’adiponectine et diminuerait ainsi son activité de régulation du métabolisme lipidique et

glucidique.
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Par ailleurs, la cadhérine atypique FAT a ét¢ récemment décrite comme impliquée dans
la régulation du métabolisme. En effet, sa partie intracellulaire est clivée et le fragment ainsi
libéré est transloqué dans la mitochondrie ou il peut interagir avec les protéines de la chaine
mitochondriale de transport des €lectrons primordiale pour la production cellulaire d’ATP. La
perte de la cadhérine atypique FAT altere 1’activité mitochondriale et perturbe le métabolisme
cellulaire en favorisant la glycolyse comme source énergétique cellulaire (Sing, Tsatskis et al.

2014).

II. La cadhérine atypique MUCDHL

1. Structure de MUCDHL

Nommeée également CDHRS ou u-protocadhérine, MUCDHL est un géne apparenté aux
cadhérines encore peu connu. Il est localis€¢ sur le chromosome 11 chez ’homme et le
chromosome 7 chez la souris. Il subit un épissage alternatif qui génere au moins 2 isoformes
distinctes : une isoforme longue (MUCDHL L) formée de 845 acides aminés et une isoforme
plus courte (MUCDHL M) constituée de 651 acides aminés. Ces 2 isoformes sont identiques a
I’exception d’un motif répété en tandem de type mucine (31 acides aminés riche en prolines,
thréonines et sérines) qui est présent uniquement dans la région extracellulaire de MUCDHL L
(Figure 23). La région extracellulaire des 2 isoformes comporte 4 sites de fixation du calcium
homologues a ceux des autres cadhérines et 4 domaines cadhérines. Elle est suivie d’un
domaine transmembranaire unique et d’une région cytoplasmique comportant une zone riche
en prolines pouvant interagir avec des protéines a domaine SH3, un site (Ser-Gly-Lys)

phosphorylable et un motif de liaison aux protéines a domaine PDZ.

MUCDHL est une cadhérine atypique, ayant une structure trés particuliere. En effet, ses
domaines EC sont similaires entre eux, mais différents de ceux des autres cadhérines. De plus,
sa partie intracellulaire est complétement distincte de celle des autres membres de la

superfamille des cadhérines a 1’exception des protéines FAT et CDHR2 qui expriment
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Figure 23 : Représentation schématique des 2 isoformes de Mucdhl, d’aprés (Moulton,
Crandall et al. 2004)

Les 2 isoformes de Mucdhl sont des protéines a un seul domaine transmembranaire. Elles ont une région
C-terminale intracellulaire identique, présentant une zone riche en prolines capable d’interagir avec des
protéines a domaine SH3 (SH3 BD) et un domaine de liaison aux protéines PDZ (PDZ BD). Les régions
N-terminales possedent 4 domaines cadhérine et sont identiques a I’exception des motifs mucine (M)
présents uniquement chez I’isoforme Mucdhl L.

Figure 24 : Expression de Mucdhl au niveau de I’iléon de souris, d’apres (Hinkel, Duluc et
al. 2012)

Mucdhl est exprimée par les cellules différenciées de I’intestin et est majoritairement localisé a
leur niveau apical.
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¢galement un domaine de fixation aux protéines a domaine PDZ (Goldberg, Wei et al. 2002,

Moulton, Crandall et al. 2004, Hinkel, Duluc et al. 2012).
2. Expression physiopathologique et régulation de MUCDHL

Moulton et al avaient initialement isolé ’ADNc de Mucdhl a partir d’une lignée de
cellules pancréatiques de rat AR42J, mais I’expression au niveau du pancréas murin ou humain
n’a pas été¢ confirmée par la suite (Moulton, Crandall et al. 2004). L’analyse du profil
d’expression de Mucdhl par Northern blot ou PCR suggere une expression assez restreinte qui
s’effectue principalement dans le foie, le rein et I’intestin (Goldberg, Peshkovsky et al. 2000,
Moulton, Crandall et al. 2004). Au niveau de I’intestin, cette expression est détectée a partir de
E16,5 chez I’embryon murin, ce qui coincide avec la cytodifférenciation des cellules

intestinales (Hinkel, Duluc et al. 2012).

De maniére inattendue pour une cadhérine, que ce soit dans le rein ou dans I’intestin,
MUCDHL est non seulement localisée au niveau latéral, mais également au pole apical des
cellules. En effet, MUCDHL est localisée dans les microvillosités des tubules contournés
proximaux rénaux (Goldberg, Peshkovsky et al. 2000, Goldberg, Wei et al. 2002). De manicre
analogue, MUCDHL est principalement localisée au niveau des microvillosités de la bordure
en brosse intestinale (Figure 24). Il a ét¢ montré que la localisation apicale de MUCDHL
dépend de sa région extracellulaire : en effet, la délétion de cette région entraine une localisation
latérale (Goldberg, Wei et al. 2002). En outre, la localisation apicale dans les cellules
intestinales semble dépendre du degré de polarisation et de différenciation des cellules

(Goldberg, Wei et al. 2002, Moulton, Crandall et al. 2004, Knowles, Weis et al. 2015).

A ce jour, le seul régulateur direct bien établi de 1’expression de MUCDHL dans I’intestin
est CDX2. 1l s’agit d’un facteur de transcription homéotique qui joue un réle majeur dans le
développement et I’homéostasie de 1’épithélium intestinal. Le niveau d’expression de Mucdhl
est diminué dans des conditions physiopathologiques caractérisées par une baisse de CDX2,
comme les hétérotopies péricaecales des souris Cdx2"", des tumeurs coliques ayant perdu
I’expression de Cdx2 ou l’iléon d’embryons murins dans lesquels Cdx2 a été inactivé
génétiquement dans I’endoderme (Gao, White et al. 2009, Hinkel, Duluc et al. 2012). De méme,
la suppression de I’expression de CDX2 par interférence a I’ARN dans des cellules intestinales
diminue clairement I’expression de MUCDHL (Hinkel, Duluc et al. 2012). Il a été montré par

I’équipe via des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) et de génes
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rapporteurs que la stimulation par CDX2 nécessite 2 sites de liaison au sein du promoteur de
MUCDHL. Toutefois, les expériences menées par Hinkel ef a/ indiquent également que
I’expression de MUCDHL n’est pas en concordance parfaite avec celle de CDX2 : CDX2 est
exprimée plus précocement au cours du développement embryonnaire et de manicre plus large
dans I’épithélium intestinal que MUCDHL. En outre, la surexpression de CDX2 dans les
cellules HCT116, SW480 et HEK293 stimule I’expression de MUCDHL avec une intensité
différente selon la lignée cellulaire utilisée (Hinkel, Duluc et al. 2012). Ces résultats suggerent
que d’autres facteurs de transcription seraient impliqués dans la régulation de I’expression de

MUCDHL, notamment HNF4a et PPARy (Bersuder et al., en préparation).

De facon intéressante, 1’expression de Mucdhl est diminuée dans les tumeurs coliques
(Losi, Parenti et al. 2011). Cela peut étre expliqué par la baisse d’expression concomitante de
son facteur de transcription CDX2. De plus, un phénoméne d’hyperméthylation du promoteur
de MUCDHL pourrait également contribuer a sa baisse d’expression dans les tumeurs coliques
(Bujko, Kober et al. 2015). En effet, une augmentation croissante du taux de méthylation du
gene MUCDHL est observée lors de la progression tumorale (muqueuse saine < adénomes <
carcinomes). De plus, un traitement par un inhibiteur de DNA méthyltransférase permet
d’augmenter 1’expression faible de MUCDHL dans les lignées cellulaires coliques HCT116 et
SW480. Enfin, une régulation négative de MUCDHL par la voie Wnt /B-caténine a été
récemment mise en évidence et pourrait contribuer a la baisse de I’expression de MUCDHL
dans les tumeurs du c6lon qui présentent généralement une activation constitutive de cette voie.
En effet, la diminution de la signalisation Wnt /B-caténine dans des lignées de cellules
cancéreuses coliques ou des organoides coliques augmente 1’expression de MUCDHL. A
I’inverse, la stabilisation de la B-caténine réduit I’expression de MUCDHL dans les organoides
coliques. Toutefois, le mécanisme d’inhibition (indirect ou direct) reste a préciser (Montorsi,

Parenti et al. 2016).

3. Fonction et mode d’action de MUCDHL

3.1 MUCDHL et adhésion :

Malgré ses particularités structurales, MUCDHL a des propriétés fonctionnelles
similaires a celle des cadhérines classiques. Comme I’E-cadhérine, Mucdhl peut augmenter
I’adhésion intercellulaire. En effet, la surexpression de MUCDHL L augmente I’agrégation de

cellules fibroblastiques murines (L929) de fagon calcium dépendante. De maniére inattendue,
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il a été suggéré que la région cytoplasmique est nécessaire a ce phénomene, puisque sa délétion

altere la capacité d’agrégation cellulaire de MUCDHL (Goldberg, Peshkovsky et al. 2000).

Par ailleurs, des travaux récents ont mis en évidence un rdle original de Mucdhl dans
I’intestin. En effet, les 2 isoformes de Mucdhl sont impliqués dans des interactions inter-
microvilositaires (Crawley, Shifrin et al. 2014). Ces interactions sont calcium-dépendantes et
hétérotypiques puisqu’elles s’effectuent avec la cadhérine atypique CDHR2 qui est également
localisée a I’apex des entérocytes. En interagissant, CDHR2 et MUCDHL forment des ponts
entre les microvillosités adjacentes de la bordure en brosse intestinale. Au niveau intracellulaire,
le complexe MUCDHL / CDHR?2 interagit avec I’Harmonine et la Myosine 7b. L’Harmonine
est une protéine d’échafaudage qui est recrutée au complexe via I’un de ses domaines PDZ. La
Myosine-7b permet de stabiliser I’ensemble du complexe en 1’ancrant au faisceau d’actine des
microvillosités. L’adhésion intermicrovillositaire médiée par des cadhérines n’avait jamais ¢té
décrite dans le contexte de 1’intestin, mais un phénomene similaire de liaison des stéréocils par
des protéines apparentées aux cadhérines existe dans 1’oreille interne (Araya-Secchi, Neel et al.
2016). 11 a été¢ montré dans des cellules intestinales en culture que 1’absence de MUCDHL ou
de CDHR2 empéche le regroupement des microvillosités et la formation de la bordure en
brosse. De plus, I’étude du phénotype de souris déficientes pour I’Harmonine a mis en évidence
d’importantes altérations de la morphologie de la bordure en brosse intestinale qui apparait trés
désorganisée, avec des microvillosités plus petites et de forme irréguliére. L’ensemble de ces
résultats suggere que le complexe protéique formé par MUCDHL, CDHR2, Harmonine et
Myosine-7b est essentiel a la formation de la bordure en brosse intestinale (Crawley, Shifrin et

al. 2014),

3.2 MUCDHL et suppression de tumeurs :

La baisse de I’expression de MUCDHL dans les cancers colorectaux a suggéré que ce
gene joue un role anti-oncogénique. L’investigation de la fonction et du mode d’action de
MUCDHL ont permis d’obtenir des résultats en concordance avec un rdle potentiel de
suppresseur de tumeurs exercé par MUCDHL. Les premiers résultats ont été obtenus in vitro
par des tests de formation de colonies avec des cellules cancéreuses coliques HCT116,
surexprimant I’une des 2 isoformes de MUCDHL. Ces tests ont révélé que MUCDHL M réduit
drastiquement la formation des colonies par les cellules HCT116, que ce soit sur plastique a
faible confluence ou dans I’agar mou (i.e. sans ancrage). MUCDHL L diminue également la
formation de colonies, mais de fagon moindre par rapport 8 MUCDHL M. De plus, les rares
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colonies formées en présence de MUCDHL paraissaient petites et désorganisées, démontrant
que MUCDHL s’oppose a la formation des colonies de cellules tumorales in vitro. Ces travaux
ont été complétés par des expériences in vivo sur des souris nude, auxquelles ont été injectées
en sous-cutanée des cellules cancéreuses coliques HCT116 surexprimant MUCDHL M ou
MUCDHL L de facon inductible : I’expression de MUCDHL M ou L réduit considérablement
la taille des tumeurs formées par ces cellules, démontrant que MUCDHL peut s’opposer a la
formation des tumeurs in vivo (Hinkel, Duluc et al. 2012).

L’effet protecteur contre la tumorigenese colique de MUCDHL rappelle celui exercé par
la cadhérine classique E-cadhérine. Celle-ci interagit avec la B-caténine et inhibe son activité
(Gottardi, Wong et al. 2001). Par analogie, ’interaction entre MUCDHL et la B-caténine a été
¢tudiée et une interaction entre 1’isoforme MUCDHL M et la 3-caténine a été¢ mise en évidence.
De plus, les travaux menés par Hinkel et al ont démontré que MUCDHL M inhibe 1’activité
transcriptionnelle de la B-caténine. Ces résultats sont compatibles avec les observations de Losi
et al qui ont analysé la localisation sub-cellulaire de la $-caténine sur des coupes de tumeurs du
colon en fonction de I’expression de MUCDHL : ces immunomarquages ont révélé une
localisation nucléaire de la B-caténine dans les échantillons dépourvus de MUCDHL et une
localisation membranaire de la B-caténine dans les tissus exprimant MUCDHL (Losi, Parenti
et al. 2011), suggérant un impact de MUCDHL sur la translocation nucléaire de la B-caténine.

Par ailleurs, un anti-inflammatoire nommé Mésalazine (5-ASA) est administré en
chimioprophylaxie contre le développement de CCR chez les patients atteints de maladies
inflammatoires chroniques. Celui-ci agirait également au niveau de la voie Wnt. En effet, des
expériences in vitro ont démontré un effet inhibiteur du 5-ASA sur I’activité transcriptionnelle
de la B-caténine (Bos, Diks et al. 2006). De plus, les travaux de Parenti et a/ indiquent que le
traitement de cellules cancéreuses coliques au 5-ASA augmente 1’expression de MUCDHL qui
serait responsable de I’effet inhibiteur du 5-ASA sur la B-caténine (Parenti, Ferrarini et al.
2010).

L’ensemble de ces résultats suggere un role anti-oncogénique de Mucdhl au niveau
I’intestin dont le mécanisme d’action n’est pas encore complétement élucidé. Cependant, 1’effet
inhibiteur de MUCDHL M sur la B-caténine pourrait en partie expliquer son activité anti-

tumorale comme celle-ci joue un role clé dans la tumorigenése colique.

73



OBJECTIFS

74



OBJECTIFS

L’intestin est un organe essentiel du systéme digestif, dont ’homéostasie dépend du
renouvellement permanent et contrdlé de 1’épithélium intestinal a partir de cellules souches.
Responsable de 1’identité intestinale, le facteur de transcription CDX2 joue un rdle important
dans ce renouvellement et s’oppose a la formation de tumeurs dans le colon. La recherche de
nouvelles cibles de CDX2 a permis au laboratoire d’identifier MUCDHL (Hinkel, Duluc et al.
2012). 1l s’agit d’une cadhérine atypique appartenant aux protéines apparentées aux cadhérines.
Décrite en 2000 par Goldberg (Goldberg, Peshkovsky et al. 2000), MUCDHL reste
relativement mal connue. Détectée dans le foie, le rein et I’intestin, MUCDHL est spécifique
des cellules épithéliales différenci¢es. Cependant, de fagon surprenante pour une cadhérine,
MUCDHL est détectée principalement au pole apical de ces cellules polarisées (Goldberg, Wei
et al. 2002, Hinkel, Duluc et al. 2012). De maniere intéressante, 1’expression de MUCDHL est
diminuée chez des patients atteints de cancer colorectal (CCR)(Losi, Parenti et al. 2011). Par
ailleurs, sa surexpression dans des cellules cancéreuses coliques réduit leur capacité a former
des colonies in vitro ou des tumeurs chez des souris nude (Hinkel, Duluc et al. 2012). Ainsi,
I’ensemble de ces résultats suggere un role suppresseur de tumeurs exercé par MUCDHL dans
I’intestin. Récemment, des travaux ont mis en évidence un role inédit de cette cadhérine
atypique dans une lignée de cellules intestinales. En effet, MUCDHL est impliquée dans la
stabilisation de la bordure en brosse intestinale, en contribuant a la formation d’un complexe

d’interaction inter-microvillositaire (Crawley, Shifrin et al. 2014).

Les données obtenues a ce jour sur MUCDHL suggerent un rdle original et important
dans les cellules intestinales. Dans ce contexte, mon travail de thése vise a déterminer in vivo
les conséquences de 1’absence de MUCDHL pour I’homéostasie de la muqueuse intestinale,
afin de mieux cerner la fonction et le mode d’action de MUCDHL qui sont encore mal compris.

Deux objectifs principaux composent mon projet de theése :

Objectif 1 : établir et caractériser activité anti-tumorale MUCDHL. Par 1’analyse
d’une importante cohorte de patients atteints de cancer du cblon et de souris déficientes pour
MUCDHL, pour confirmer les résultats obtenus par surexpression, et par des lignées de cellules
cancéreuses coliques, pour mieux comprendre le mode d’action anti-oncogénique de

MUCDHL.

Objectif 2 : déterminer le role de MUCDHL dans I’homéostasie du systéeme digestif.
Par I’analyse phénotypique des souris complétement dépourvues de MUCDHL, afin de
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caractériser pour la premicre fois sa fonction dans 1’épithélium intestinal et les conséquences

de son absence pour le systeme digestif.
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Role de la cadhérine atypique MUCDHL dans le systeme digestif et ses pathologies

Résumé

MUCDHL est une cadhérine atypique encore peu étudiée. Les données obtenues a ce jour
suggerent que ce gene joue un role suppresseur de tumeurs dans 1’intestin, notamment par son
interaction et son effet inhibiteur sur la f-caténine, et que son expression est fréquemment
diminuée dans les cancers colorectaux (CCR). Parallelement a cette fonction anti-oncogénique,
d’autres travaux ont suggéré que MUCDHL est impliquée dans la structuration de la bordure
en brosse (BB) intestinale, en contribuant a la formation d’un complexe d’interaction inter-
microvillositaire. Notre objectif était de déterminer la fonction et le mode d’action de
MUCDHL dans le systeme digestif. Par la caractérisation détaillée de 1’interaction avec la -
caténine, nous avons montré que le mode d’action anti-oncogénique de MUCDHL est plus
complexe qu’une simple séquestration membranaire de la B-caténine. De plus, nous avons
confirmé le role suppresseur de tumeurs de MUCDHL sur une cohorte importante de CCR
humains et montré pour la premiere fois que sa perte amplifie la tumorigenese intestinale dans
un model murin. Par ailleurs, I’étude phénotypique des souris Mucdhl” a démontré son
importance dans ’homéostasie du systeme digestif. En effet, I’absence de MUCDHL cause des
altérations morphologiques de la BB intestinale, mais également de nombreuses perturbations
métaboliques. Ces travaux apportent donc des informations inédites sur la fonction et le mode
d’action de MUCDHL dans le systéme digestif.

Mots clés : cadhérine, MUCDHL, cancer colorectal, métabolisme, systéme digestif.

Abstract

MUCDHL is an atypical cadherin that has been poorly studied. The data obtained so far suggest
that this gene has tumor suppressive activity in the intestine, namely by its interaction and
inhibitory effect on B-catenin, and that its expression is frequently decreased in colorectal
cancers (CCR). In parallel to this anti-oncogenic function, other studies have suggested that
MUCDHL is involved in the assembly of the intestinal brush border (BB), by contributing to
the formation of an inter-microvilli interaction complex. Our objective was to determine the
function and mode of action of MUCDHL in the digestive system, Through a detailed
characterization of the interaction with B-catenin, we showed that the anti-oncogenic mode of
action of MUCDHL is more complex than a simple membrane sequestration of B-catenin. In
addition, we confirmed the tumor suppressive function of MUCDHL on a very large cohort of
human CCR and showed for the first time that its loss amplifies intestinal tumorigenesis in a
murine model. Moreover, the study of the phenotype of Mucdhl” mice allowed us to
demonstrate the importance of MUCDHL in the homeostasis of the digestive system. Indeed,
the absence of MUCDHL causes morphological alterations of the intestinal BB, but also
numerous metabolic disturbances. Thus, this work provides new information on the function
and mode of action of MUCDHL in the digestive system.

Keyword: cadherin, MUCDHL, colorectal cancer, metabolism, digestive system.




