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Résumé

En période postprandial, le flux hépatique du glucose est perturbé affectant les voies
d’utilisation du glucose telles que la voie de biosynthése des hexosamines (HBP). Cette voie
produit ’'UDP-GIcNAc (Uridine diphosphate N-acetylglucosamine) a partir du glucose ou de
la glucosamine. L’UDP-GlcNAc est engagé dans une réaction enzymatique aboutissant a une
modification post-traductionnelle (MPT) réversible des protéines appelée O-GIcNAcylation,
consistant au transfert du GIcNAc sur un résidu serine ou thréonine. Une O-GlcNAcylation
anormalement ¢élevée des protéines est associée a la glucotoxicité hépatique et au diabete de
type 2. FXR (Farnesoid X receptor), un récepteur nucléaire fortement exprimé dans le foie,
contrdle le métabolisme des acides biliaires (ABs) ainsi que 1'homéostasie glucidique et
lipidique. Apres son activation par un ligand et son hétérodimérisaton avec RXR (Retinoid X
receptor), FXR régule la transcription de geénes cibles en se fixant sur ses éléments de
réponse. L’expression génique de FXR est augmentée dans des modeles animaux de diabéte
(rats traités a la streptozotocine ou rats Zucker), et ses activités transcriptionnelles en font une
cible thérapeutique potentielle dans le controle des troubles métaboliques. Considérant ces
informations, nous avons émis I’hypothése que FXR est un substrat de la HBP et que les
variations des flux hépatiques de glucose affectent son activité transcriptionnelle. Nous avons
démontré, par différentes techniques, que FXR est O-GlcNAcylé in vitro et in vivo et que le
glucose augmente sa fixation sur ces ¢léments de réponse et son activité transcriptionnelle. En
outre, nous avons montré que selon le type cellulaire étudié, I’inhibition de la voie HBP
diminue I’expression génique et/ou protéique de FXR mais également que la sérine 62 de ce
récepteur nucléaire est la cible de cette MPT. En conclusion, nos résultats montrent que le
récepteur nucléaire FXR est sensible aux variations de concentration hépatique de glucose et
que la O-GlcNAcylation de FXR augmente son activité transcriptionnelle ainsi que son

expression génique et protéique dans différents modeles hépatiques humains et murins.
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Abstract

In postpandrial, hepatic glucose flux is disrupted affecting glucose utilization
associated pathways such as the hexosamine biosynthesis pathway (HBP). This metabolic
pathway produces UDP-GIcNAc (Uridine diphosphate N-acetylglucosamine) from glucose or
glucosamine. UDP-GIcNACc is involved in an enzymatic reaction leading to a reversible post-
translational modification (PTM) of proteins called O-GlcNAcylation, consisting of the
transfer of GIcNAc to a serine or threonine. Abnormal O-GlcNAcylation of proteins
contributes to liver glucotoxicity and type 2 diabetes. FXR (Farnesoid X Receptor), a nuclear
receptor highly expressed in the liver controls bile acids metabolism, glucose and lipid
homeostasis. After its activation by a ligand and its heterodimerisation with RXR (Retinoid X
Receptor), FXR regulates the transcription of target genes by binding to its response elements.
FXR gene expression is increased in diabetic animal models and its transcriptional activities
are a potential therapeutic target in the control of metabolic disorders. Considering these
informations, we hypothesized that FXR is a substrate of HBP and that variations in hepatic
glucose flux affect its transcriptional activity. We have demonstrated that FXR is O-
GlcNAcylated both in vitro and in vivo, and that glucose increases its binding to its response
elements and its transcriptional activity. In addition, we have shown that the inhibition of
HBP decreases FXR gene and protein expression. We also demonstrated that serine 62 of this
nuclear receptor is the target of the PTM. In conclusion, our results show that FXR is
sensitive to variations in hepatic glucose fluxes and that O-GlcNAcylation of FXR increases
its transcriptional activity, and its gene and protein expression in different human and mouse

liver models.
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aKG: o ketoglutarate

®: Hydrophobic amino acid

AA: Amino acid

ABCAI1: ATP-binding cassette transporter
Al

ACC: Acetyl-CoA carboxylase

Acetyl CoA: Acetyl-coenzyme A

ADP: Adenosine diphosphate

AF-1: Activation function-1

AF-2: Activation function-2

AKT: Protein kinase B

Ala: Alanine

AMPc: Cyclic adenosine monophosphate
AMPK: AMP-activated protein kinase
ApoA-I: Apolipoprotein Al

ApoB: Apolipoprotein B

ApoB-48: Apolipoprotein B-48
ApoB-100: Apolipoprotein B-100

ApoC: Apolipoprotein C

ApoC-I: Apolipoprotein C-I

ApoC-III: Apolipoprotein C-III

ApoE: Apolipoprotein E

ASBT: Apical sodium dependent bile acid
transporter

ATP: Adenosine triphosphate

BA: Bile acids (AB: Acides biliaires)
BAAT: Bile acide n-acetyltransferase
BACS: Bile acid-CoA synthase

BMAL1: Aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-like 1

BSA: Bovin serum albumin

BSEP: Bile salt export pump

CA: Cholic acid

Abréviations

CAmKII: Ca*"/calmodulin-dependent
protein kinase type II

CAmKIV: Ca”/calmodulin-dependent
protein kinase type 11

CARMI1: Coactivator-associated arginine
methyltransferase 1

CBP: CREB binding protein

CDCA: Chenodeoxycholic acid

CE: Cholesterol esterified (Cholestérol
estérifié)

CETP: Cholesteryl ester transfer protein
ChlIP: Chromatine co-immuno-
precipitation

ChoRE: Carbohydrate response element
ChREBP: Carbohydrate response element
binding protein

CLOCK: Circadian locomotor output
cycles kaput

CN: Chylomicrons

CoA: Co-activator

CoR: Co-repressor

CoRNR: Co-repressor nuclear receptor
COX 1: Cyclo-oxygenase 1

CREB: C-AMP response element-binding
protein

CTE: Carboxy-terminal extension
CYP7AL1: Cholesterol-7-a-hydrolase
CYP8BI1: Sterol 12-alpha-hydroxylase
CYP51A1: Lanosterol 14 a-demethylase
DAF-16: Abnormal dauer formation
protein 16

DBD: DNA binding domain

DCA: Deoxycholic acid

DD: Dimerization domain
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DNA: Deoxyribonucleic acid (ADN:
Acide désoxyribonucléique)

DR: Direct repeat

DRIP: Vitamin D receptor interacting
protein

EL: Endothelial lipase

ER: Everted repeat

ERa: Estrogen receptor alpha

FA: Fatty Acids (AG: Acides gras)

FABS: Familial advanced sleep-phase
disorder

FAS: Fatty acid synthase

FBP1: Fructose 1,6 - biphosphatase
FGF15: Fibroblast growth factor 15
FGF19: Fibroblast growth factor 19
FGFR4: Fibroblast growth factor receptor
Foxmlb: Forkhead box M1

FoxO1: Forkhead box protein O1

FXR: Farnesoid X receptor

FXRE: FXR response element

G6P: Glucose-6-phosphate

Go6Pase: Glucose-6-phosphatase

GFAT: Glutamine-fructose-6-phosphate
aminotransferase

Gle: Glucose

GleNAc: N-acetylglucosamine

GLUT-2: Glucose transporter type 2
GLUT-4: Glucose transporter type 4

Glu: Glutamic acid

GlIn: Glutamine

Gly: Glycine

GNAT: General control of amino-acid
synthesis 5-like 2 -releated

acetyltransferases

Abréviations

GR: Glucocorticoid receptor

GS: Glycogen synthase

GSK3-B: Glycogen synthase kinase 3 3
HAT: Histone acetyl transferase

HDAC: Histone desacetylase

HDL: High density lipoprotein

HL: Hepatic lipase (LH: lipase hépatique)
HMG-CoA reductase: hydroxymethyl-
glutaryl-CoA reductase

HRE: Hormone response element
HSC70: Heat shock cognate protein 70
HSP70: Heat shock protein 70

IBABP: Ileal bile acid binding protein
IDL: Intermediate density lipoprotein
IHH: Immortalized human hepatocyte
Ile: Isoleucine

IR-0: Inverse repeat 0

IR-1: Inverse repeat 1

IRS-1: Insulin receptor substrate-1
KLF11: Kruppel-like factor 11

LBD: Ligand binding domain

LBP: Ligand-binding pocket

LCA: Lithocholic acid

LCAT: Lecithin-cholesterol acyl-
transferase

LCoR: Ligand-dependent corepressor
LDL: Low density lipoprotein

LDLR: LDL receptor

Leu: Leucine

LPK: Liver pyruvate kinase

LPL: Lipoproteine lipase

LRH-1: Liver receptor homologous
protein 1

LXR: Liver X receptor
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Lys: Lysine

MACS: Model-based analysis for ChIP-
seq

Mafa: V-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homolog A

MCA: Murocholic acid

MCM: Minichromosome maintenance
MRP2: Multidrug resistance-associated
protein 2

MTP: Microsomal triglyceride transfer
protein

NAD: Nicotinamide adenine dinucleotide
NADPH: Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease
NCOAT: Nuclear and cytoplasmic O-
GlcNAcase and acetyl transferase

NCoR: Nuclear receptor co-repressor
NDUFAO9: NADH dehydrogenase
[ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9
NES: Nuclear export signal

NeuroD1: Neurogenic differentiation 1
NF-kB: Nuclear factor-kappa B

NLS: Nuclear localization signal

NR: Nuclear receptor (RN: Récepteur
nucléaire)

NR boxe: Nuclear receptor boxe

NTCP: Na'-taurocholate cotransporting
polypeptide

OATP1: Organic anion transporting
polypeptide 1
OGA/O-GlcNAcase/MGEAS: N-acetyl-

beta-D-glucosaminidase

Abréviations

OGT: O-linked N-acetylglucosamine
transferase

OSTa/B: Organic solute transporter o/3
p300: E1A binding protein p300

PAXG6: Paired box protein

PCSKD9: proprotein convertase subtilisin
/kesin type 9

PDC: Pyruvate dehydrogenase complex
PDK4: Pyruvate dehydrogenase kinase
isozyme 4
PDX-1:  Pancreatic and  duodenal
homeobox 1

PEPCK: Phosphoenolpyruvate carboxy-
kinase

PER2: Period circadian protein homolog 2
PGC-1a: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivatorl o
Phe: Phenylalanine

PLD2: Phospholipase D2

PKA: Protein kinase A

PKCa: Protein kinase C o

PKCC: Protein kinase C

PLTP: Phospholipid transfer protein
PPARP/§:  Peroxisome  proliferator-
activated receptor /0

PRB: Retinoblastoma protein

PRMT1: Protein arginine N-methyl-
transferase 1

Pro: Proline

PTM:  Posttranslational  modification
(MPT: Modification post-traductionnelle)
PXR: Pregnane X receptor

RAR: Retinoid acid receptor

R-ApoE/R-E: Remnant receptor
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RIP14: RXR interacting protein 14 (FXR)
RNA: Ribonucleic acid (ARN: Acide
ribonucléique)

RXR: Retinoid X receptor

Ser: Serine

SHP: Small heterodimer partner

SIRT1: Silent mating type information
regulation 2 homolog 1

SMRT: Silencing mediator of retinoic acid
and thyroid hormone receptor

SR-B1: Scavenger receptor class B
member 1

SRC: Nuclear receptor coactivator
SREBP-1c: Sterol response element
binding protein Ic

STATS: Signal transducer and activator of
transcription 5

SULT2A1: Hydroxysteroid sulfotrans-
ferase

TAF110: TATA-binding protein associated
factor 110

TAU: Tubulin associated unit

TBP: TATA-binding protein

TG: Triglyceride

Abréviations

TIF2: Transcriptional mediators/inter-
mediary factor 2
Thr: Threonine
Trp: Tryptophane
Tyr: Tyrosine
TRAP: Thyroid hormone receptor
associated protein

UBAI1: Ubiquitin-like modifier activating
enzyme |

UDCA: Ursodeoxycholic acid

UDP: Uridine diphosphate

UDP-GIcNAc: Uridine diphosphate N-
acetylglucosamine

UGT2B4: UDP glucuronosyltransferase 2
family, polypeptide B4

UPS: Ubiquitin proteasome system

VDR: Vitamin D receptor

VLDL: Very low density lipoprotein
VLDLR: VLDL receptor

WGA: Wheat germ agglutinin

Xaa: Any amino acid

YY1: Yin-yang 1
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Contexte de I’étude

Les récepteurs nucléaires (RN) appartiennent a la plus abondante classe de facteurs de
transcription. Ils sont impliqués dans de nombreux processus biologiques comme la
prolifération, 1’homéostasie, la reproduction, 1’apoptose, la différenciation et les
métabolismes. Les RNs représentent une famille de 49 membres qui partagent une
organisation structurelle commune et agissent, pour beaucoup, comme des facteurs de
transcription induits par un ligand hydrophobe de faible masse moléculaire. Parmi les
membres de cette super-famille de RNs, FXR (Farnesoid X Receptor) est fortement exprimé
dans le foie et régule la transcription de nombreux genes cibles jouant un role dans le
métabolisme des ABs, des lipides et du glucose. Du fait de son role sur ces différents
métabolismes, il a été proposé que FXR puisse étre une cible thérapeutique dans le traitement
de maladies métaboliques. En plus d’étre régulé par leur ligand et par certains co-facteurs, les
RNs sont régulés par des modifications post-traductionnelles (MPT) telles que la
phosphorylation, ’acétylation, la SUMOylation, la méthylation, la myristylation, la O-
GlcNAcylation, la nitration, I’ADP-ribosylation, et 1’isoprénylation. Des études récentes
montrent un lien direct entre la MPT d’un RN et la progression physiopathologique de
nombreuses maladies telles que le cancer, le diabéte ou les maladies neurodégénératives....
La majorité des preuves reliant la modification d’un récepteur et d’'une maladie donnée a été
démontrée pour la phosphorylation, la SUMOylation, I’ubiquitinylation et l'acétylation des
récepteurs AR (Androgen receptor), ER (Estrogen receptor), GR (Glucocorticoid receptor) et
PPAR (Peroxisome proliferator activated-receptor). Dans la littérature, il est démontré que
FXR est régulé par de nombreuses MPTs comme la phosphorylation, I’acétylation et la
méthylation. A ce jour, les relations entre ces différentes MPTs de FXR et leur impact sur la
fonctionnalit¢ de ce récepteur sont imparfaitement connues. Néanmoins, plusieurs études
décrivent que la O-GlcNAcylation et la phosphorylation peuvent s’effectuer sur des résidus
identiques.

Découverte par Torres et Hart en 1984, la O-GlcNAcylation est une modification
dynamique et réversible des protéines cellulaires. Bien que souvent comparée a la
phosphorylation, avec laquelle elle peut entrer en compétition et qui est contrdlée par des
centaines de kinases et de phosphatases, la O-GIcNAcylation est régulée par un couple unique
d’enzymes : 'OGT (O-GlcNAc transferase) et ’OGA (N-acetyl-beta-D-glucosaminidase).
L’OGT transfere un résidu de N-acétylglucosamine (GIcNAc) sur une sérine ou une thréonine
d’une protéine, tandis que I’OGA hydrolyse cette liaison. L’UDP-GIcNAc, le donneur de
GlcNAc, est synthétisé a partir du glucose par la voie de biosynthése des hexosamines (HBP).
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Seulement 2 a 5 % du glucose extracellulaire entre dans la HBP et cette voie est considérée
comme un détecteur de I’état nutritionnel de la cellule. La O-GlcNAcylation régule de
nombreux processus biologiques au niveau cellulaire, telles que la régulation du cycle
cellulaire, la demi-vie et la dégradation des protéines, la liaison a I’ADN, les interactions
protéine-protéine, la localisation subcellulaire des protéines, les processus de transcription et
de traduction, la régulation du cycle circadien ou encore dans le métabolisme... La
dérégulation de la voie de O-GlcNAcylation joue un role dans les pathologies humaines, telles
que le cancer, la maladie d'Alzheimer et le diabete. 1l a été démontré qu’une variation du taux
de glucose influence la production d’UDP-GIcNAc et la O-GlcNAcylation totale des

protéines.

But de I’étude

Les voies métaboliques cellulaires permettent la production de nombreux substrats
impliqués dans des MPTs. En effet les métabolismes du glucose, de la glutamine ainsi que des
acides aminés permettent notamment, apres de multiples étapes intermédiaires, la production
d’UDP-GIcNAc, d’ATP, de ribose S-phosphate ou d’acétyl-coenzyme A. Ces différents
substrats interviennent, respectivement, dans la O-GIcNAcylation, la phosphorylation, I’ADP-
ribosylation ou D’acétylation permettant la MPT des protéines jouant un rdle dans de
nombreux systemes biologiques. Le foie est un organe central dans le maintien de
I’homéostasie métabolique. Il joue un rdle important dans [’homéostasie énergétique en
optimisant constamment les voies métaboliques en réponse a divers facteurs
environnementaux et nutritifs. De fortes variations de concentration de glucose sanguin se
produisent tous les jours et sont rapidement compensées par cet organe, qui réagit en ajustant
l'activité relative de la néoglucogenése, la glycogénese et la glycolyse, contribuant ainsi au
maintien de I'homéostasie du glucose. Le récepteur nucléaire FXR, impliqué dans le maintien
de I’homéostasie hépatique, est modulé par des MPTs. Nous avons découvert que dans le foie
le glucose influence 1’activité transcriptionnelle de ce récepteur nucléaire. En outre, des
analyses bio-informatiques de la protéine FXR montrent que ce récepteur nucléaire est
potentiellement O-GIcNAcylé. L’objectif de ma thése a donc été de déterminer si FXR est O-
GlcNAcylé et si les variations des flux de glucose influencent I’activité de FXR via cette
MPT.

Dans un premier temps, nous avons déterminé que FXR, tout comme certains
récepteurs nucléaires (LXR, PPAR, ROR...), est O-GlcNAcyl¢ et identifié le site majeur de

cette MPT sur FXR. Dans un second temps, nous avons ¢tudié¢ 1’impact d’une variation de la
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concentration en glucose non seulement sur I’expression mais également sur [’activité
transcriptionnelle de FXR. Enfin, nous avons analysé I’impact de cette MPT sur la stabilité,

I’expression et I’activité de FXR.

Organisation du manuscrit

Ce manuscrit s’organise en cinq chapitres, dont le premier intitulé « Contexte
bibliographique » séparé en trois grandes parties, présente les connaissances actuelles des
récepteurs nucléaires et plus particulierement les roles métaboliques de FXR dans le foie et
les effets des MPTs sur ces RNs, et notamment de la O-GlcNAcylation. Le second intitulé
« Objectifs de la thése» présente le contexte et les hypothéses de départ ainsi que les
stratégies mises en place lors de mes travaux afin de valider ces hypothéses de départ. Le
troisieme chapitre regroupe I’ensemble des résultats obtenus en réponse a ma question. Le
quatrieme chapitre intitulé « Discussion et perspectives » reprend I’ensemble des résultats en
les replagant dans le contexte bibliographique et permet d’entrevoir la poursuite de ces
travaux. Enfin, le dernier chapitre intitulé « Matériels et méthodes » regroupe I’ensemble des

techniques utilisées pour mener a bien ce projet.
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Partie I : Récepteurs Nucléaires et mécanisme d’action

1. Récepteurs nucléaires

1.1. Généralités

Les récepteurs nucléaires (RNs) constituent une super-famille de facteurs de
transcription régulés, pour la plupart, par des ligands hydrophobes de faible masse
moléculaire [1]. Parmi les membres de cette super-famille nous retrouvons notamment les
récepteurs des hormones stéroidiennes, de I’hormone thyroidienne, des acides rétinoiques, la
vitamine Ds... Il existe 49 RNs chez I’Homme pour lesquels plusieurs classifications ont été
effectuées au fil des années selon des critéres d’interaction avec I’ADN [2], des critéres
phylogénétiques [3] et plus récemment selon des critéres physiologiques [4]. Ils contrdlent
différents mécanismes cellulaires comme la prolifération, 1’apoptose, la différenciation et les
métabolismes (lipidique, énergétique ou des ABs...). Certains RNs sont dits orphelins car leur
ligand naturel n’a toujours pas été identifié [5]. En plus de leur ligand, les RNs sont régulés
par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation notamment) dans le noyau ou le

cytosol et modulent I’expression des genes cibles [6].

1.2. Structure générale des récépteurs nucléaires

Les RNs ont une structure typique constituée de six domaines fonctionnels appelés A,
B, C, D, E et F (Figure 1). L’extrémité amino-terminale des récepteurs constitue le domaine
d’activation de la transcription ligand-indépendant (A/B), appelé¢ AF-1 (Activation function-
1). Le domaine de liaison a I’ADN (C), appelé¢ DBD (DNA binding domain), est trés conserveé
entre les différents RNs. Le domaine D est une région charniere entre les domaines C et E. La
partie C-terminale, ou domaine E est le domaine de liaison au ligand appelé¢ LBD (Ligand
binding domain). A 1extrémité carboxy-terminale du LBD est localisée la région AF-2
(Activation function-2) qui est une structure critique pour [’acquisition d’une activité
transcriptionnelle par les RNs. Absent chez certains récepteurs nucléaires, le domaine F a une
séquence tres variable et jusqu’a présent, aucune structure ni aucune fonction n’a été

clairement définie pour ce domaine.

1.2.1. Domaine A/B ou N-terminal
Il existe divers sites d’initiation des promoteurs ainsi que des sites d’épissages
alternatifs de ’ARNm qui engendrent différentes isoformes d’un méme RN [7; 8]. Le
domaine N-terminal des RNs est la région la plus variable en séquence et en taille. Ces
derniéres peuvent se fixer sur les éléments de réponse et/ou recruter différents co-régulateurs

de maniére isoforme-dépendante et avoir des activités transcriptionnelles et des roles distincts
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in vivo [9; 10]. Dans cette région se trouve au moins un domaine d’activation de la
transcription indépendant du ligand appelé¢ AF-1. Il forme un site d’interaction pour différents
co-régulateurs et est la cible de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) jouant
un réle important dans I’activité des RNs [11-13]. Bien que des études de résonance
magnétique nucléaire (RMN) [14], de dichroisme circulaire [15] et de protéolyse [16]
démontrent que les régions N-terminales et AF-1 des récepteurs des oestrogeénes, des
glucocorticoides et de la progestérone n’ont pas de structure bien définie, il a été suggéré que
la formation d’une structure secondaire de la région N-terminale était une étape importante
pour ’activité transcriptionnelle des récepteurs. En effet pour de nombreux RNs, les régions
AF-1 sont structurées en hélices a et peuvent influencer la capacité de transactivation des
récepteurs [17]. De plus, des études suggerent que I’interaction entre les RNs et certains co-
facteurs favorise la formation d’une structure secondaire au niveau de I’extrémité N-terminale
des RNs [15; 18]. Ceci peut s’expliquer par le modele proposé par Hermann ef al. qui montre
que le domaine d’activation de c-myc se lie initialement au facteur de transcription TBP
(TATA-binding protein) par l'intermédiaire d'interactions électrostatiques faibles. Cette
interaction se renforce ensuite grace a des interactions hydrophobes qui permettent au
domaine d’activation de c-myc d’adopter une structure définie [19]. Enfin, des études
suggerent que la fonction AF-1 interagit avec d'autres parties du récepteur, en particulier le
domaine AF-2 [20], et fonctionne en synergie avec elles, notamment via le recrutement de co-

facteurs [21; 22].

NH, AF-1 ]. c LBD  AF2 COOH
A/B C D E F
Région
charniére

Figure 1 Représentation schématique des différents domaines fonctionnels d'un récepteur nucléaire.

AF-1: activation function 1, AF-2: activation function 2, A/B: domaine d’activation de la transcription ligand-
indépendant, C: domaine de fixation a I’ADN, CTE: C-terminal extension, D: région charniére, DBD: DNA
binding domain, D-box: boite distale, E: domaine de liaison au ligand, F: domaine C-terminal, LBD: ligand
binding domain, P-box: boite proximale, NES: nuclear export signal, NLS: nuclear localization signal.

1.2.2. Domaine C ou DBD
Les RNs régulent I’expression de leurs genes cibles en se liant & I’ADN au niveau de
séquences nucléotidiques spécifiques appelées éléments de réponse HRE (Hormone response

element) [23]. Ces séquences courtes se situent dans la région promotrice des genes cibles,
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dans la séquence activatrice a plusieurs kilobases en amont du site d’initiation de la
transcription ou également dans les régions introniques. Elles contiennent un ou deux demi-
sites, de type S5'-AGAACA-3" ou 5-AGGTCA-3', séparés par un nombre variable de
nucléotides. La configuration des HREs est diverse (palindrome, palindrome inversg,
répétition directe) et constitue un paramétre déterminant dans la reconnaissance et le

recrutement des RNs sur la séquence d’ADN (Figure 2) [24; 25].

V O Ligands

I3 Elément de réponse

g , Récepteurs nucléaires
T .

Homodimeére Monomeére
e —A— =
Palindrome Palindrome Répétition directe
inversé

Hétérodimeére

Figure 2 Fixation des récepteurs nucléaires sur ' ADN.

Les RNs peuvent agir sur leur élément de réponse de différentes manieres: en monomere, un seul RN se fixant
sur son HRE ; en homodimere, deux RNs identiques se fixant sur le HRE. En hétérodimere, deux RNs différents
se fixent sur le HRE disposé en palindrome, palindrome inversé ou répétition directe.

Le domaine C ou domaine de liaison a ’ADN (DBD), région la plus conservée entre
les différents RNs, permet I’interaction avec les HREs. Il est composé de deux régions
fonctionnelles, le corps du DBD et une extension carboxy-terminale (CTE ou Carboxy-
terminal extension). Le corps du DBD contient 66 a 70 acides aminés et est constitué de deux
modules en « doigt de zinc » et deux hélices o qui participent a la reconnaissance du motif
consensus et au processus de dimérisation des RNs lorsqu’ils sont liés a ’ADN (Figure 3).
Dans chaque « doigt de zinc » quatre cystéines conservées coordonnent un ion de zinc. Le
CTE (aussi appelé boite A et boite T), d’environ 30 acides aminés situé¢ en C-terminal du

second «doigt de zinc», est localis¢ dans la région charniére et est impliqué dans la
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reconnaissance de courtes séquences d’ADN situées de part et d’autre du motif consensus
(Figure 3). A la base du premier « doigt de zinc » est localisée la boite P ou proximale qui
détermine la spécificité de la séquence reconnue par le RN [26], tandis qu’au niveau du
deuxieme « doigt de zinc » est localisée la boite D (boite distale ou de dimérisation) qui est
impliquée dans la dimérisation et la reconnaissance de 1’espacement entre les demi-sites [27].
En outre chez de nombreux RNs, nous pouvons retrouver des signaux d'export nucléaire (NES
ou nuclear export signal) et des signaux de localisation nucléaire (NLS ou nuclear
localization signal) permettant ainsi de réguler D’activit¢ des RNs via leur localisation

subcellulaire [28; 29] (Figure 1).

CTE

Hélice 1 Hélice 2

Figure 3 Domaine de liaison a I'ADN des récepteurs nucléaires.

Schéma représentant les deux « doigt de zinc » et l'extension carboxy-terminale (CTE). Dans chaque « doigt de
zinc », quatre cystéines conservées coordonnent un ion de zinc. D'autres résidus conservés sont présentés et
désignés par la lettre correspondante. L’hélice 1 contient la boite P intervenant dans la spécificité de
reconnaissance de l'éléement de réponse. Le second « doigt de zinc » contient la boite D impliquée dans
linterface de dimérisation. Le CTE contient les boites T et A et est impliqué dans la reconnaissance de courtes

séquences d’ADN entourant le motif consensus. D apreés [24]
1.2.3. Domaine D ou région charniére

Cette région charniere, trés peu conservée entre les RNs, sert de connexion entre le
DBD et le LBD. Dans ce domaine ce trouve le CTE, qui n'est pas conservé chez tous les RNs
et adopte différents motifs structuraux dépendant de la classe du RN [23](Figure 3). Cette
région joue un role important dans la stabilisation du complexe RN-ADN en agrandissant
I’interface protéine-ADN par la reconnaissance des régions riches en A/T en 5° des HREs des
RNs monomériques ou en formant des interfaces de dimérisation supplémentaires pour les
RNs dimériques [30]. Ce domaine est également impliqué dans I’interaction avec les co-
répresseurs et peut contenir également des NLS [31; 32]. Cette région charnicre est aussi
sujette a des modifications post-traductionnelles qui régule la transactivation, la sensibilité au

ligand et la dimérisation des RNs [33] (Figure 1).
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1.2.4. Domaine E ou LBD

Le domaine E, également appelé LBD, d’environ 250 acides aminés de long, permet la
reconnaissance et la fixation spécifique du ligand sur le RN. Il est le domaine fonctionnel le
plus important et le plus complexe des RNs. Il contient la poche de liaison du ligand (LBP ou
ligand-binding pocket), l'interface de dimérisation principale (DD ou dimerization domain) et
le domaine d’activation de la transcription dépendant du ligand (AF-2). Il interagit non
seulement avec le ligand mais aussi avec divers co-régulateurs [34]. Dans ce domaine, nous
retrouvons €galement des NLS qui ne sont actifs qu'en présence du ligand contrairement a
ceux présents dans les domaines C et D qui sont constitutivement actifs. En effet, des études
montrent que la fixation du ligand entraine une exposition du NLS permettant l'interaction
avec des facteurs d'import nucléaire et faciliterait ainsi la translocation vers le noyau [35].
Cependant d’autres études démontrent qu’en absence de ligand, des importines peuvent
interagir avec le NLS situé¢ dans le domaine E des récepteurs aux glucocorticoides [36]

(Figure 1).

1.2.4.1.Structure du LBD

Bien qu’il existe une importante variabilité dans la séquence primaire, des analyses
cristallographiques, de spectroscopies RMN et de cryomicroscopies montrent que les
différents LBDs ont une structure tridimensionnelle commune [37]. En effet, les LBDs sont
composés pour la plupart, de 12 hélices o (H1-H12) avec de 2 brins 3 (S1 et S2) qui forment
une épingle a cheveux, disposés en trois couches pour former un « sandwich d’hélices a
antiparalléles » (Figure 4). Cependant pour certains RN, il peut y avoir des hélices o ou des
feuillets B supplémentaires ou absents. Les hélices H4, H5, H8 et H9 ainsi que les deux
feuillets B correspondent a la couche centrale du LBD tandis que les hélices 1 a 3 constituent
la premiere couche et les hélices H6, H7 et H10 forment la derniére. A l'extrémité C-
terminale, I’hélice H12 est exposée au solvant. Dans la moitié¢ supérieure du LBD, nous
retrouvons une région structurellement conservée comprenant les hélices H1, H4, HS et H7,
tandis qu’il existe une trés grande variabilité dans la structure de la partie inférieure du LBD

contenant le LBP (Figure 4).

1.2.4.2.Poche de liaison au ligand ou LBP
Le LBP, située a l'intérieur de la structure du LBD, est généralement constituée
d’acides aminés essentiellement hydrophobes et est définie par les hélices H3, H5, H7 et

H10/11 (Figure 4) [38]. Le LBP des RNs est une région tres variable, a la fois en volume (de
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300 a 1500A) et dans la structure. Une telle diversité permet la liaison d'une grande variété de
molécules (phospholipides, héme, dérivés d'acides gras, stéroides, xénobiotiques ...) et met en
évidence le large spectre d'action physiologique des RNs. Quelques résidus polaires situés au
fond de la poche prés des feuillets B agissent comme un point d’ancrage pour la
reconnaissance du ligand et jouent un rdle essentiel dans le bon positionnement et la
sélectivité de la poche vis-a-vis du ligand [39]. La fixation du ligand produit des changements
de conformation du LBD qui conduisent a l'apparition d'un sillon a sa surface (Figure 4). Ceci
permet a ce domaine d’interagir avec des co-facteurs qui vont jouer un réle d’intermédiaires

entre les RNs et la machinerie transcriptionnelle [24; 40].

(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD (c) Agoniste

L11-12

Figure 4 Différents états conformationnels des domaines de liaison au ligand des récepteurs nucléaires.

(a) L’apo (sans ligand) LBD-RXR (b) Holo (avec ligand) LBD-RAR. (c) Interaction entre le motif Leu-Xaa-Xaa-
Leu-Leu (LxxLL) des co-activateurs et le LBD des récepteurs nucléaires apres activation du RN par son agoniste
(Ago). Les hélices a. (HI-H12) sont présentées par des tiges tandis que de larges fleches représentent les feuillets
p. Les différentes régions du LBD sont colorées selon leur fonction: la surface de dimérisation est représentée en
vert, le site de fixation des co-activateurs et des co-répresseurs, qui englobe également le « motif signature » du
LBD, est représenté en orange et ['hélice a. d'activation H12 qui abrite la fonction d'activation AF-2 est affichée
en rouge. Ago : agoniste ; LBD : ligand binding domain, LBP : poche de liaison au ligand, RXR : retinoid X

receptor, RAR : retinoid acid receptor. D aprés[41]
1.2.4.3.Interface de dimérisation ou DD

Les RNs peuvent se lier a8 ’ADN sous forme de monomeére, d’homodimére mais
également sous forme d’hétérodimeére avec le RN RXR (Retinoid X receptor) grace
notamment au LBD (Figure 2) [24; 42]. Les interfaces de dimérisation (homodimeére et
hétérodimére) comprennent les hélices H7, H9, H10 et H11 ainsi que les boucles L8-9 et L10-
11. Les hélices H9 et H10 contribuent a 75 % de la surface et constituent le coeur de
I’interface de dimérisation [43; 44]. Cependant, contrairement a I'organisation symétrique
presque parfaite des interfaces d’homodimere, les interfaces d’hétérodimeres sont légerement

asymétriques. En effet, la comparaison des interfaces de dimérisation formées par les LBDs
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de I’homodimeére formé par le récepteur ERa (Estrogen receptor alpha) avec les LBDs de
I’hétérodimere formé par les récepteurs RARa (Retinoid acid receptor alpha) et RXRa,
montre que les hélices HS, H9 et HIO formées par I’homodimére sont plus longues et
possedent des contacts supplémentaires. Ceci suggere que les RNs homodimériques sont plus

stables que les RNs hétérodimériques [34].

1.2.4.4.Activation function-2 ou AF-2

Le domaine AF-2 (Activation function-2), hautement conservé entre les RNs, joue un
role important dans 1’activité transcriptionnelle des RNs via sa capacité a interagir avec les
co-facteurs. Ce domaine possede un motif consensus de type ¢-¢-Xaa-Glu-¢-¢ (ou ¢ désigne
des acides aminés hydrophobes et Xaa un acide aminé quelconque) et est précédé d’une
boucle de 8 a 12 acides aminés variables [24; 45]. Bien que le coeur du domaine AF-2 soit
situ¢ dans I’hélice H12, ce domaine renferme également le « motif signature » des RNs qui
comprend I’extrémité C-terminale de 1’hélice H3, I’hélice H4 et des boucles L3-L4 (Figure 4).
Des mutations dans cette région n’affectent ni la dimérisation ni la liaison au ligand, mais
nuisent a la transactivation dépendante du ligand [24]. La fixation du ligand entraine des
changements conformationnels des RNs qui impliquent un repositionnement des hélices H3,
H4 et H12 et des boucles L3-L4 (Figure 4). En effet dans le LBD de RXR sans ligand (Apo-
LBD), I’hélice H12 s’étend vers I’extérieur. Tandis que dans le LBD de RAR fixé a un ligand
(Holo-LBD), I’hélice H11 se positionne dans la continuité de I’hélice H10 et I’hélice H12 est
stabilisé contre le noyau du LBD générant une poche hydrophobe faite des hélices H3, H4,
HS5 et H12 permettant I’interaction avec des co-facteurs (Figure 4). Plusieurs études ont mis
en ¢évidence des interactions entre les co-facteurs, tel que les protéines de la famille SRC,
(Nuclear receptor coactivator), CBP (CREB-binding protein), p300 (EIA binding protein
p300) ainsi que le complexe TRAP/DRIP (Thyroid hormone receptor-associated
proteins/Vitamin D receptor interacting protein), et le domaine AF-2 des RNs via le motif

« Leu-Xaa-Xaa-Leu-Leu » retrouvé dans une variété de co-facteurs [24].

1.2.4.5.Cas particulier du récepteur nucléaire FXR

Des données cristallographiques du LBD de FXR humain ou de rat couplé a des
agonistes de FXR (fexaramine, 3-deoxyCDCA et 6-ECDCA) révelent que le LBD de FXR a
une structure commune avec les autres RNs, mais présente des caractéristiques inattendues.
En effet, I’orientation du ligand dans le LBD est opposée a celle des autres récepteurs des

stéroides (Figure 5A) [46]. Cependant, un agoniste de FXR a été identifié comme
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interagissant de maniére similaire aux agonistes des récepteurs stéroidiens, il s’agit du
composé MFA-1 [47]. En outre, il est observé deux sites de liaison pour le motif « Leu-Xaa-
Xaa-Leu-Leu » des co-régulateurs. Ces deux sites de liaison sont disposés de maniére
antiparallele et un seul est positionné dans un environnement favorable a la liaison du co-
activateur. Le second site de liaison ne permettrait pas le recrutement de co-activateur mais

favoriserait I’affinité de celui-ci pour FXR [46] (Figure 5B).

A B.

Figure 5 Particularité structurale du récepteur nucléaire FXR.
A. Orientation du ligand dans le LBD. B. Sites de reconnaissance des séquences LXXLL des CoA.

1.3. Mécanismes d’action des récepteurs nucléaires
Les RNs agissent par un effet non génomique et génomique, comprenant la
transactivation et la transrépression (Figure 6). Le mécanisme le plus couramment observe est
la transactivation qui implique la liaison directe du RN a un ¢élément de réponse de I'ADN.
Cependant, les RNs peuvent réprimer la transcription de certains geénes. Enfin, bien que les
effets de transactivation et transrépression des RNs puissent prendre quelques heures, nous
pouvons observer un mécanisme d’action plus rapide des RNs (quelques minutes apres

I’activation) via un effet non génomique (Figure 6).
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1 Glucose

Agonistes V;

(1) Effet non génomique:
1 translocation de GLUT-2
1 sécrétion de I'insuline

o, w— Translo'ca.atlon —
. - nucléaire
° Noyau
GLUT-4 SHP
IBABP
UGT2B4 FGF19 CYP7A1
ApoC-lil + + +

SULT2A1

Transrépression Transrépression Transrépression Transactivation Transactivation Transactivation
« tethering » simple monomérique Monomérique simple composée

Transrépression

: . « squelching »
(2) Effet de transrépression:

-Détoxification des ABs (3) Effet de transactivation:
- Métabolisme des TGs -Transport, synthése et conjugaison des ABs
- Réponse inflammatoire - Captation du glucose

Figure 6 Mécanismes d'action des récepteurs nucléaires.

Les récepteurs nucléaires (ici FXR) peuvent agir de trois manieres différentes : (1) non génomique, (2)
transrépression et (3) transactivation. Dans ce schéma, FXR augmente la sécrétion de [’insuline en améliorant
la translocation a la membrane plasmique du transporteur GLUT-2 par un effet non génomique via la
phosphorylation d'AKT. Via des effets génomiques (transactivation et transrépression), FXR régule notamment,
les métabolismes des acides biliaires, des lipides et du glucose. AB : acides biliaires, AKT: protein kinase B,
APOA-I: apolipoprotéine A-I, APOC-III: apolipoprotéine C-1II, CYP7AI: cholesterol-7-a-hydrolase, FGF19:
fibroblast growth factor 19, FXR: farnesoid X receptor, FXRE: FXR response element, GLUT-2: glucose
transporter type 2, GLUT-4: glucose transporter type 4, IBABP: ileal bile acid binding protein, LRH-1: liver
receptor homolog-1, LRHRE: LRH-1 reponse element, NF-kB: nuclear factor-kappa B, RXR: retinoid X
receptor, SULT2A1: hydroxysteroid sulfotransferase, UGT2B4: UDP glucuronosyltransferase 2 family,
polypeptide B4.

1.3.1. Effets génomiques
Les RNs régulent la transcription des geénes soit positivement (transactivation) ou
négativement (transrépression) via quatre mécanismes différents : monomérique, simple,
« tethering » et complexe (transactivation) ou squelching (transrépression) (Figure 6).
- Effets de transactivation
o Monomérique : Un seul RN se fixe sur un élément de réponse positif
o Simple: Un homodimére ou hétérodimére se fixe sur un élément de

réponse positif
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o Transactivation composée : Deux facteurs de transcriptions se fixent a
proximité sur I’ADN et agissent de maniere synergique sur la transcription
des genes.

- Effets de transrépression

o Monomérique : Un seul RN se fixe sur son ¢lément de réponse négatif

o Simple : Un homodimére ou un hétérodimere se fixe sur un élément de
réponse négatif

o Compétition ou « squelching » : Les RNs se fixent a des co-facteurs ou a
des facteurs de transcription, empéchant ces derniers d’agir sur la
transcription des genes.

o Complexe ou « Tethering » : Les RNs se fixent sur des protéines liées a

I’ADN afin de réguler la transcription des genes

1.3.1.1.Transactivation et transrépression

La régulation transcriptionnelle par les RNs nécessite des interactions protéine-
protéine entre les RNs associés a des co-régulateurs et I’ARN polymérase II. De nombreux
co-régulateurs possédent une activité enzymatique ou sont capables de recruter des complexes
de sous-unités qui modifient ou remodelent la structure chromatinienne permettant ainsi une
activation ou une répression de la transcription (Figure 6). Ces co-régulateurs peuvent étre

divisés en deux groupes distincts : les co-activateurs et les co-répresseurs.

1.3.1.1.1. Co-activateurs
Les co-activateurs (CoA) sont des protéines interagissant avec les RNs activés par leur
ligand et permettent d’activer la transcription des génes. Trois complexes co-activateurs
majeurs sont recrutés par les RN :
- Le complexe HAT (Histone acetyl transferase) possede des activités enzymatiques
modifiant les histones
- Le complexe SWI/SNF (Switch/Sucrose nonfermentable) capable de déplacer les
nucléosomes
- Le complexe médiateur TRAP/DRIP qui recrute et module les activités de la

machinerie transcriptionnelle.

Plusieurs CoA possedent un ou plusieurs « NR boxes » (Nuclear receptor boxes), qui

comme décrit préalablement, sont des courtes séquences consensus de type « Leu-Xaa-Xaa-
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Leu-Leu » fixant le LBD du RN [40]. Ils peuvent également se fixer au niveau du domaine
AF-1, modifiant ainsi son mode d’activation. Contrairement aux RNs qui ont une structure
commune, les CoA ont des structures et des fonctions diverses. Ils peuvent servir d’adaptateur
entre le RN et la machinerie générale de transcription, comme le complexe TRAP/DRIP [48].
Le complexe SWI/SNF quant a lui, augmente I’accessibilité des facteurs de transcription et de
I’ARN polymérase aux promoteurs via un remodelage de la chromatine dépendant de I’ATP
[49]. Cependant, une caractéristique commune au niveau de I’activité enzymatique de
beaucoup de CoA est observée. Par exemple, la famille des CoAs SRC, CBP, et p300 possede
une activité histone acetyltransférase ciblant les histones et d’autres protéines dont le
promoteur des génes cibles est régulé par les RNs afin de les acétyler [50]. CARMI1
(Coactivator-associated arginine methyltransferase 1) et PRMTI1 (Protein arginine N-
methyltransferase 1) agissent comme des methyltransférases et peuvent aussi activer la

transcription [51; 52].

1.3.1.1.2. Co-répresseurs

Les co-répresseurs (CoR) sont des protéines permettant la répression de la
transcription des geénes régulés par les RNs via une interaction avec le RN li¢ ou non a son
agoniste ou a un antagoniste. La répression de la transcription est permise par le recrutement
de multiples histones deacétylases comme HDAC1 [53], HDAC3 [54], HDAC4 [55], HDAC7
[56] (Histone deacetylases 1, 3, 4 et 7) et SIRT1 (Silent mating type information regulation 2
homolog 1) qui déacétylent les histones engendrant une compaction de la chromatine [57].

Les premiers CoRs identifiés sont NCoR (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT
(Silencing mediator for RAR and TR) qui sont capables d’inhiber la transcription des RNs des
hormones thyroidiennes (TR ou Thyroid hormone receptor) et des acides rétinoides (RAR)
non lié¢ a leur ligand [58; 59]. Des analyses moléculaires et structurales ont révélés que ces
deux CoRs interagissent avec le LBD des RNs via une ou plusieurs boites « récepteurs
nucléaires corépresseur » (CoRNR boxes) [60-62]. Les « CoRNR boxes » sont des séquences
consensus de type Leu/lle-Xaa-Xaa-Ile/Val-lle ou Leu-Xaa-Xaa-Xaa-Ile/Leu-XaaXaaXaa-
Ile/Leu. L’interaction entre le CoR et le RN est régulée par le ligand qui induit un changement
de conformation du LBD (Figure 4). En l'absence de ligand, la conformation du LBD est telle
qu'il a une forte affinité pour les CoRs contenant des CoRNRs. Lors de l'interaction avec
I'agoniste, le LBD modifie sa conformation et interagit avec des protéines contenant des « NR
boxes » [24; 40]. De plus, il existe des CoRs qui ont une ou plusieurs « NR boxes » et

s’associent donc plus préférentiellement aux RNs liés a leurs agonistes. Parmi ces CoRs, il
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existe RIP-40, qui dans un premier temps a ¢été identifi¢ comme un CoA de ERa [63], ou
LCoR (Ligand-dependent corepressor) qui se fixe sur le récepteur activé par son ligand afin

d’atténuer la réponse aux ligands [64; 65].

1.3.1.2.Mode d’activation des récepteurs nucléaires via un effet génomique

En absence, et plus rarement en présence de ligand, les RNs interagissent avec des
CoRs de la transcription. Ces CoRs recrutent des complexes contenant notamment des
HDACs qui, en désacétylant les histones, entrainent une condensation de la chromatine du
promoteur du géne régulé et ainsi I’inhibition de la transcription de ce dernier [66].
L’interaction du récepteur avec son ligand provoque la dissociation du complexe CoR et le
recrutement de CoAs de la transcription permettant ainsi la transcription du geéne [67; 68]
(Figure 7).

Histone arginine
methyliransierass

ATP-dependent ANA and BRNA )
chromatin remodelling Histone acetyltransferase processing  Mediator

N Repression J Mediator/SRB ,

Ligand-dependent ;-‘ A f:,___ ..
COrgpressors =

ATP-depandent
chromatin remodelling

Histone deacetylase

Figure 7 Complexes de co-activateurs et de co-répresseurs nécessaires pour la régulation
transcriptionnelle par les récepteurs nucléaires.

Les co-activateurs sont représentés en vert tandis que les co-répresseurs en rouge. D aprés [69]

1.3.2. Effets non génomiques
Du fait du grand nombre d'étapes intermédiaires entre l'activation des RNs et les
changements dans les niveaux d'expression des protéines, il faut quelques heures avant
d’observer les effets génomiques des RNs dans les cellules. Toutefois quelques minutes apres
I’activation par un ligand, il est observé des effets incompatibles avec les mécanismes

classiques de 1'action des RNs qui sont dus a des effets non génomiques (Figure 5). Les effets
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non génomiques sont des mécanismes qui ne mettent pas en jeu une activité transcriptionnelle
résultant d’une interaction directe entre un RN et les promoteurs de génes régulés mais qui
font intervenir des messagers secondaires et diverses cascades de transductions de signaux
[70]. Bien que les effets génomiques des RNs soient bien documentés, les effets non
génomiques sont moins étudiés et leurs roles potentiels reste encore controversés. Néanmoins
des études, effectuées dans plusieurs types cellulaires, démontrent que I’activation des RNs
par leurs ligands peut activer les canaux ioniques membranaires (Ca*", CI"...), les adénylates

cyclases et de nombreuses kinases (PKA, PKC, SRC, PI3K, ERK, p38MAPK, JNK...) [71].

Au cours de ma theése, je me suis intéressée plus particuliérement au récepteur
nucléaire FXR et notamment a [’impact de la variation du glucose hépatique sur son activité
transcriptionnelle.

La deuxieéme partie du chapitre « Contexte bibliographique » décrit la strucutre et les
différentes fonctions du foie. Les fonctionnalités et I'impact de FXR sur les activités

métaboliques hépatiques et autres seront détaillés.
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2. Physiopathologie du récepteur nucléaire FXR dans le foie.
2.1. Le foie

2.1.1. Généralités

Le foie est I’organe le plus volumineux de I'organisme (1,4 a 1,6 kg). C’est une glande
mixte (endocrine et exocrine), impaire et asymétrique. Sa principale fonction exocrine est la
sécrétion de la bile. Sa fonction endocrine consiste a contrdler la composition du sang
provenant du tube digestif et qui sera dirigé vers la circulation générale. Le foie assure
plusieurs fonctions vitales telles qu’une activité d’épuration grace a la bile, de synthése en
sécrétant des protéines essentielles comme des facteurs de coagulation sanguine et 1’albumine,
de stockage en transformant le glucose en glycogene et de régulation (métabolisme du

glucose, cholestérol, acides gras libre, fer...).

2.1.2. Structure

La segmentation hépatique a été décrite par Claude Couinaud en 1954 [72]. La
segmentation correspond a une structure interne du foie organisée en plusieurs sous-unités
fonctionnelles : les segments hépatiques (Figure 8). Le foie est divisé en secteurs par les
veines sus-hépatiques qui sont eux-mémes divisés en huit segments hépatiques, numérotés de
1 a 8, par les branches de division de la veine porte. La division anatomique du foie sépare le
foie en deux lobes (le lobe droit et le lobe gauche) séparés par le ligament falciforme (ou
ligament suspenseur). Le lobe droit qui fait deux tiers du volume est composé des segments 4,
5, 6, 7 et 8 tandis que le lobe gauche est composé¢ des segments 2 et 3, le segment 1
n’appartenant a aucun des deux lobes (Figure 8).

Le foie est constitué¢ a 80 % de cellules hépatiques appelées hépatocytes. Elles sont
trés riches en organites cytoplasmiques (appareil de Golgi, réticulum endoplasmique lisse et
granulaire, mitochondries et grains de glycogeéne) qui témoignent d’une grande activité
métabolique. Les hépatocytes produisent la bile mais permettent également la transformation
des nutriments transportés par le sang et jouent un role important dans la détoxification.

Le regroupement de cellules hépatiques forme I'unité fonctionnelle du foie appelée
lobule hépatique classique, correspondant a l'unité veineuse du foie et qui est une subdivision
des lobes. En coupe histologique, le lobule hépatique classique a la forme d'un hexagone
(Figure 9). Au centre du lobule se trouve la veine centrolobulaire, vers laquelle convergent les
sinusoides (Figure 9). Les lobules hépatiques classiques sont séparés les uns des autres par
des travées de tissu conjonctif, appelées espace porte ou espace de Kiernan, ou cheminent des

vaisseaux et des canaux biliaires intrahépatiques. Les hépatocytes sont organisés en travées
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(travées de Remak) autour de capillaires hautement perméables appelés sinusoides ou le sang
circule. Sur la face opposée les hépatocytes constituent, par accolement de leurs membranes,
un réseau de canalicules biliaires (Figure 9). Les canalicules biliaires sont des tubes capillaires
qui recueillent la bile sécrétée par les cellules hépatiques et donnent sur le canal de Herring
(Figure 9). La composition treés particuliere de la membrane plasmique des hépatocytes au
niveau du canalicule biliaire la rend résistante aux sels biliaires.

Foie gauche

/ Lobe gauche
/ |

Veine cave inférieure

Veine sus-hépatique droite
Veine sus-hépatique sagittale et gauche

Vésicule biliaire

,-‘7 Ligament rond du foie

Artere hépatique

voie biliaire principale AN
Veine porte

/

Foie droit

Lobe droit

Figure 8 Représentation de la segmentation hépatique.
Les huit segments du foie sont regroupés en secteurs. Le foie est divisé anatomiquement en deux lobes : le droit
comprenant les segments 4 a 8 et le gauche comprenant les segments 2 et 3. Le segment 1 n’appartenant a

aucun des deux lobes. D’apreés [ 73]

D’un point de vue métabolique, 1'unité fonctionnelle des hépatocytes est 'acinus qui
est de forme losangique (Figure 10). L’acinus est limité par les veines centro-lobulaires et est
centré par les espaces portes. Cette organisation, appelée « zonation métabolique du lobule
hépatique », permet de délimiter trois zones qui ont des fonctions différentes :

- La zone péri-lobulaire (1), située autour des espaces portes, est spécialisée pour les
fonctions hépatiques oxydatives telles que la néoglucogenese, la B-oxydation des
acides gras et la synthése du cholestérol.

- La zone médio-lobulaire (2) située entre la zone péri-lobulaire et centro-lobulaire,

a une activité variable.
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- La zone centro-lobulaire (3), qui se trouve autour de la veine centrolobulaire, est
spécialisée pour la glycolyse, la lipogenese et la détoxification grace aux

cytochromes P450.

Canalicule biliaire

Canal de Hering

Triade portaie
\
“n
\
\
"‘. Canal
\ biligire

\

\

\
Branche de
o veine porte

Veine
centrolobulaire

Branche
de l'artére
hépatique

> y
Vaisseaux périlobulaires Travée d’hépatocytes

Figure 9 Représentation schématique d'un lobule hépatique.
Dans le foie, les lobes sont subdivisés en lobule hépatique composés d’hépatocytes. Les hépatocytes sont

organisés en travées de Remak autour de sinusoides ot le sang circule. D aprés [ 74]

Le lobule portal est une unité conceptuelle du foie jouant un role dans la sécrétion de
la bile par cet organe. Il est de forme triangulaire, centré sur la triade hépatique et délimité par
trois veines centrales (Figure 10).

En plus des hépatocytes, le foie est composé de diverses autres cellules (cellules des
canaux biliaires, endothéliales, Kiipffer, stellaires ou de Ito, de lymphocytes hépatocytaires et

de cellules pluripotentes). Les cellules de Kiipffer bordent les vaisseaux capillaires sinusoides
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qui irriguent et drainent le foie (Figure 9). Elles ont pour rdle d’épurer le sang en phagocytant
les micro-organismes ou certains déchets métaboliques qui auraient pénétrés le foie. Elles
¢liminent également les corps apoptotiques et nécrotiques produits par le foie, évitant ainsi la
nécrose ou l'infection de cet organe.

Les cellules de Ito, situées dans les espaces compris entre les cellules sinusoidales et
les cellules hépatiques appelés espaces de Disse, permettent d’emmagasiner les vitamines
liposolubles A et D et ont une fonction physiopathologique. Quand elles sont activées lors
d’un processus inflammatoire, elles fabriquent du tissu fibreux (fibrose) qui au niveau du foie
est un indicateur de 1ésion.

Lobule portal

Lobule
classique

Espace porte

Veine centrale

Acinus

Figure 10 Représentation schématique de 1'organisation des hépatocytes.

Les hépatocytes sont regroupés dans une unité veineuse de forme hexagonale appelée lobule classique. L unité
conceptuelle du foie est le lobule portal de forme triangulaire et I'unité fonctionnelle est I’acinus de forme
losangique. L’ acinus est délimité en trois zones : (1) zone péri-lobulaire (rouge), (2) zone médio-lobulaire (vert)
et (3) zone centro-lobulaire (noir).

2.1.3. Vascularisation
Le foie adulte est trés richement vascularisé (> 2L/min de sang). En plus du sang
artériel fourni par I’artére hépatique (30 %) qui oxygene le tissu hépatique, le foie est alimenté
avec du sang provenant du tube digestif grace a la veine porte (70%). La veine sus-hépatique
conduit le sang filtré par le foie vers le coeur. L’artére hépatique, la veine porte et le canal
hépatique se divisent a plusieurs reprises dans le foie. Leurs branches se regroupent au niveau
des espaces portes qui entourent le lobule hépatique. Le sang provenant de ’artere hépatique

et de la veine porte circule dans les sinusoides qui convergent vers une veine centrolobulaire.
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2.1.4. Régénération hépatique

Le foie est un organe capable de se régénérer. En effet aprés une mort cellulaire
importante due a une toxicité ou apres une hépatectomie, chaque hépatocyte peut se diviser
plusieurs fois permettant ainsi la récupération de la masse hépatique. Plusieurs genes et voies
de signalisation, tels que les cytokines et les facteurs de croissance, ont été identifiés pour
initier ou promouvoir le processus de régénération du foie. Les cellules non hépatocytaires
vont sécréter du TNFa (Tumor necrosis factor alpha) et de I’'lL6 (Interleukine 6) et d'autres
facteurs sont libérés du pancréas (I'insuline), du duodénum ou de la glande adrénale (EGF,
epidermal growth factor), la glande surrénale (noradrénaline), la glande thyroide (T3,
tritodothyronine) et les cellules stellaires (HGF, hepatocyte growth factor). La coopération de
ces facteurs permet aux hépatocytes quiescents en phase Gy d’entrer dans le cycle cellulaire.
Cela conduit a la synthése d'ADN et a la prolifération des hépatocytes. La voie de
signalisation TGFp (Transforming growth factor f), qui inhibe la synthése de I'ADN des
hépatocytes, est bloquée au cours de la phase proliférative mais est rétablie a la fin du
processus de régénération, permettant ainsi le retour des hépatocytes a 1'état de repos (Figure

11).
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Figure 11 Mécanisme d’action de la régénération du foie aprés une hépatectomie partielle ou des
dommages au foie.

D apres [75]
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2.1.5. Fonctions

2.1.5.1. Role dans I’hématopoiese

Le foie (ainsi que la rate) assure une fonction hématopoiétique durant la période
feetale. En effet, le foie produit des cellules sanguines jusqu’au quatriéme mois de gestation
ou I’hématopoiese médullaire prend progressivement le relais. Des précurseurs sanguins
comme des mégacaryocytes, ainsi que des précurseurs €rythroides et my¢loides sont retrouvés
dans les sinusoides. Chez le sujet adulte normal, aucun tissu hématopoiétique n’est retrouveé
dans le foie. Cependant le foie peut recouvrir une fonction hématopoiétique si la moelle
osseuse n’assure plus son rdle, en raison d’une fibrose médullaire, d’une tumeur maligne

envahissant la moelle osseuse ou d’'une hémoglobinopathie.

2.1.5.2. Role dans le métabolisme glucidique

Le foie permet de maintenir la glycémie a une valeur constante d’environ 0,9 g/L
grace a la glycogenese et a la glycolyse. Quand le taux de glucose dans le sang est trop éleve,
le foie convertit le glucose apporté par les nutriments en glycogeéne ou en triglycérides.
Lorsque la glycémie est trop faible, il convertit le glycogeéne stocké en glucose. Il peut aussi
en cas de nécessité convertir certains acides aminés, certains glucides (ex : fructose,
galactose...) ou l’acide lactique en glucose. Toutes ces réactions sont sous le controle de

différentes hormones.

2.1.5.3. Role dans le métabolisme lipidique

Le foie, via le processus de B et de ® oxydations, transforme les acides gras en acétyl
coenzyme A pour produire de I’énergie via le cycle de Krebs. Il synthétise également des
lipoprotéines, qui transportent les acides gras, les triglycérides et le cholestérol. Cet organe
synthétise le cholestérol et le transforme en ABs. Le foie est aussi impliqué dans la mise en

réserve des triglycérides.

2.1.5.4. Roéle dans le métabolisme protéique

Le foie synthétise la plupart des protéines plasmatiques telles que l'albumine, les
protéines de la coagulation (prothrombine, fibrinogeéne...), la globuline, les protéines de
I’inflammation... Cette synthése est effectuée dans les trois zones des hépatocytes et
consomme beaucoup d’ATP. Il produit la bile et intervient dans la détoxification des déchets
métaboliques en désaminant certains acides aminés et convertit I’ammoniac qui en résulte en

urée qui sera alors excrétée dans l'urine. Il peut convertir un acide aminé essentiel en un autre
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acide aminé non essentiel afin de produire de la sérotonine, de 1’adrénaline ou des hormones
thyroidiennes. En outre, il est le lieu ou sont emmagasinées les réserves de vitamines et

d'oligo-¢léments (fer, cuivre,..) qui permettent la production de I’hémoglobine.

2.1.6. Vésicule biliaire

Les canalicules biliaires, ou circule la bile sécrétée par les hépatocytes, sont situés
dans les espaces interlobulaires. La bile circule dans le sens opposé au sang. Apres avoir
quitté le foie par le conduit hépatique commun, la bile entre dans le duodénum. Sur son
parcours, le conduit hépatique commun s’unit au conduit cystique pour former le conduit
cholédoque par lequel se vide la vésicule biliaire.

Chez I’'Homme, la bile est principalement composée d’ABs, de phospholipides
(principalement de la phosphatidylcholine), de cholestérol, de bilirubine (surtout dans sa
forme conjuguée), de sels minéraux (potassium, sodium et bicarbonate), ainsi que de tres
petites quantités de cuivre et d'autres métaux [76]. Le cholestérol est transformé en ABs,
principalement en acide cholique (CA) et acide chénodésoxycholique (CDCA). Ces ABs ont
pour role d’émulsionner les graisses et de faciliter I’absorption des lipides et du cholestérol
[77].

Les ABs sont recyclés grace au cycle entéro-hépatique qui se déroule en trois grandes
étapes : 1) réabsorption des ABs dans le sang au niveau de I’intestin gréle ; 2) les ABs sont
renvoyés au niveau du foie grace a la circulation porte hépatique ; 3) par la suite ils sont de

nouveau sécrétés dans la bile (voir paragraphe 2.3.1.1.2).

Le RN des ABs, FXR, a un role prépondérant dans ce cycle entéro-hépatique. En effet,
FXR régule la synthése a partir du cholestérol, la sécrétion et la réabsorption hépatique des
ABs. 11 controle également 1’expression des transporteurs membranaires des ABs dans

I’hépatocyte (voir paragraphe 2.3.1.3).

2.2, Récepteur nucléaire FXR
2.2.1. Généralités
FXR est un membre de la famille des RNs et peut agir comme un facteur de
transcription modulé par son ligand. Par un mécanisme génomique, son role est d’augmenter
ou de diminuer I’activité transcriptionnelle de ses geénes cibles (voir paragraphe 1.3).
Cependant, FXR peut également jouer un réle sur la transduction de signaux via un

mécanisme non génomique (Figure 6). Il est fortement exprimé dans le foie, I’intestin, les
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reins et les glandes surrénales mais tres faiblement exprimé dans le tissu adipeux [77]. Des
expériences de double hybride utilisant comme appat le RN RXR ont permis d’isoler FXR,
alors nommé RIP14 (RXR Interacting Protein 14) [78]. Un homologue de cette protéine est
identifi¢ chez le rat, et est activé par une concentration ¢levée de farnésol, un métabolite
intermédiaire du mévalonate, il a donc été rebaptisé FXR pour Farnesoid X Receptor [79]. 1l
existe deux geénes de FXR, le géne FXRa (NR1H4) et le gene FXRB (NRI1HS) qui est un
pseudogeéne chez I’Homme mais qui code un récepteur pour le lanostérol chez les autres
primates et les rongeurs [80]. Le géne FXRa code pour quatre isoformes différentes appelées
al, a2, a3 et a4. La structure du geéne et de celle des isoformes est trés conservée entre les
différentes espéces (Homme, souris, rat, hamster). Deux promoteurs alternatifs situés au
niveau de I’exon 1 et 3 contrdlent I’expression soit de FXRal et a2 soit de FXRa3 et a4. De
plus, en aval de I’exon 5 un épissage alternatif permet 1’insertion de quatre résidus « MYTG »

au niveau de la région charniére des isoformes FXRal et FXRa3 [81] (Figure 12).
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Figure 12 Structure génique et protéique de FXR.

A) Representation des pré-ARNm avec le site d épissage alternatif au niveau de [’exon 5 permettant l’insertion
de la séquence en acides aminés MYTG. B) Structure protéique de FXR. A/B : domaine d’activation de la
transcription ligand indépendant, C : domaine de fixation a I’ADN, D : Région charniéere, E : domaine de

liaison a I’ADN. D aprés [77]
2.2.2. Répartition, évolution et altération de ’expression de FXR
2.2.2.1.Distribution tissulaire
Bien que chez la souris les quatre isoformes soient présentes dans le foie et I’intestin
gréle, elles ont toutes une répartition inégale dans les autres tissus. En effet, dans les glandes
surrénales et le cceur, seules les isoformes FXRal et a2 sont présentes tandis que les
isoformes a3 et a4 sont retrouvées dans 1’estomac et les reins. Dans les poumons et le tissu

adipeux une faible expression des isoformes FXRal et a2 est détectée. A ce jour aucune
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expression de FXR n’a été détectée dans la rate ou le muscle squelettique [82]. En outre chez
la souris, aucune expression de FXR[ n’est détectée dans le cerveau alors que FXRa est
exprimée de maniére ubiquitaire dans les différentes parties du cerveau [83].

Chez ’Homme, les quatre isoformes de FXR sont exprimées dans I’intestin gréle et le
duodénum tandis qu’aucune expression n’est détectée dans le cceur, le poumon et le muscle
squelettique. Dans les tissus humains de foie et de surrénales seules les isoformes al et a2
sont présentes tandis que dans le colon et le rein seules les isoformes a3 et a4 sont détectées
[81]. Une étude récente démontre la présence d’une expression de FXR dans le cerveau
humain [84].

Chez le rat, FXR est présent dans les cellules endothéliales [85] ainsi que dans le foie,
le rein, ’intestin et le cortex surrénalien [86]. En outre, I’expression de ce RN est détectée
dans les monocytes et les lymphocytes [87] ainsi que dans une lignée de cellules épithéliales

gastriques (RGM-1) [88].

2.2.2.2.Evolution de I’expression

L’expression de FXR est modulée par des modifications physiologiques et au cours du
développement. En effet, ’insuline diminue I’expression de FXR dans les hépatocytes
primaires de rats tandis que celle-ci est augmentée par de fortes concentrations en glucose (25
mM) [89]. Cependant chez la souris, I’expression de FXRa3 et 04 est augmentée dans le foie
via un mécanisme impliquant PGC-la (Peroxisome proliferator-activated receptor-y
coactivator lo) apres une période de jeline, suggérant une régulation isoforme dépendante de
FXR afin de répondre aux besoins énergétiques de la cellule [90]. Au cours du
développement, I’expression de FXR évolue dans certains tissus. En effet, il est décrit que
I’expression de FXR est augmentée pendant la croissance au niveau de 1’iléon de rat [91]. 11
en est de méme pour le rein ou FXR est absent lors de I’embryogenése mais fortement

exprimé a ’age adulte [92].

2.2.2.3.Altération de I’expression

L’expression de FXR peut-étre modifiée dans certaines pathologies. En effet, dans les
foies des modeles des souris diabétiques (db/db) [93], 'expression de ce RN est augmentée
par rapport aux souris contrdles cependant elle est diminuée dans les foies de rats diabétiques
[89]. Ceci suggere des régulations variables de 1’expression de FXR selon I’espece étudiée. De
plus, chez des rats nourris par un régime athérogene (riche en lipides et en cholestérol),

I’expression génique de Fxr est diminuée par rapport aux rats nourris par un régime classique
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provoquant ainsi une importante stéatose hépatique et une forte accumulation hépatique de
cholestérol [94]. Deux mutations dans la séquence de FXR, provoquant une diminution de son
expression génique, ont pu é&tre isolées chez des patientes atteintes de choléstase
intrahépatique de grossesse (ICP) [95]. L’expression de FXR est diminué¢e de manicre
concomitante a I’export des ABs, dans des cellules d’hépatocarcinomes humaines (HepG2)
exposées a I’hypoxie [96]. Enfin, dans les hépatocarcinomes humains (HCC), I'expression de
FXR est significativement réduite et peut étre corrélée positivement avec plusieurs
caractéristiques clinicopathologiques malignes [97].

En conclusion, en fonction du tissu, de I’espece et du stade de développement ainsi
que des états métaboliques et pathologiques, I’expression des différentes isoformes de FXR

varie.

2.2.3. Ligands et mode d’activation de FXR

2.2.3.1.Ligands naturels

FXR a été initialement identifi¢ comme un récepteur des farnésoides d’ou son nom,
car il peut €tre activé par une concentration élevée de farnésol (50 uM) [79]. A partir de 1999,
certains ABs, tels que les acides chénodéoxycholique (CDCA) (ECsp = 10 uM),
desoxycholique (DCA) (ECso = 20 uM) et lithocholique (LCA) (ECso = 20 uM), ont été
identifiés comme des ligands naturels de FXR [98-100]. Il a donc été rebaptisé BAR pour Bile
Acid Receptor. Cependant les ABs ne sont pas des ligands spécifiques de FXR. En effet, le
LCA peut également activer les récepteurs Vitamin D Receptor (VDR) [101]et Pregnane X
Receptor (PXR) [102]. Tous les ABs ne sont pas capables d’activer FXR chez ’Homme, ¢’est
le cas de I’acide cholique (CA) ou de I’acide ursodésoxycholique (UDCA) [99]. De plus, des
catabolites de 1’androgene, tel que I’androstérone et 1’éthiocholanolone (100 uM), sont
capables d’activer FXR [103; 104]. Il est démontré que les acides gras (AGs) polyinsaturés,
comme 1’acide arachidonique, docosahexaénoique et linolénique, sont également des ligands
de FXR (ECsp = 0.9 4 4.7 uM). 1l est a noter que ces acides gras augmentent I’expression de
BSEP mais diminuent I’expression du kininogene, deux génes cibles directs de FXR. Cette
régulation spécifique des genes cibles de FXR par ces AGs polyinsaturés permet de les classer
comme des SBARMs (modulateurs sélectifs des récepteurs des ABs) (voir paragraphe

3.2.3.3) [105].
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2.2.3.2. Ligands synthétiques

En plus des ligands d’origine naturelle, ont été synthétisés des ligands plus spécifiques
de FXR. A partir, du CDCA un agoniste semi-synthétique puissant de FXR appel¢ 6-ECDCA
(INT-747) a été créé [106]. Le TTNPB ([E]-4-[2-(5, 6, 7, 8-tetrahydro-5, 5, 8, 8-tetramethyl-
2-naphthalenyl) propen-1-yl]-benzoic acid), un analogue de 1’acide rétinoique et un puissant
agoniste de RARa, [ et vy, est capable d’activer faiblement FXR [107]. A partir de la structure
du TTNPB, différents dérivés des stilbenes ont été synthétisés [108]. Parmi eux, le GW9047
présente une bonne sélectivité mais une faible affinit¢ pour FXR. Les modulations de la
structure du GW9047 ont conduit a la création du GW4064 [3-(2,6-dicholorophenyl)-4-
(3’carboxy-2-chloro-stilben-4-yl)-oxymethil-8-isopropyl-isoxazole] qui est un activateur de
FXR sé¢lectif et puissant (ECsy = 15 nM). Cet agoniste synthétique de FXR est actif a la fois in
vitro et in vivo, mais malheureusement, il affiche une biodisponibilité limitée qui exclut la
possibilité de l'utiliser dans les phases cliniques [77]. Contrairement au GW4064, le WAY-
362450 [Isopropyl-3-(3,4-difluorbenzoyl)-1,1-dimethyl-1,2,3,6-tetrahydroazepino[4,5-
bJindol-5-carboxylat], un puissant (ECsp = 4 nM) et sélectif agoniste de FXR, est
biodisponible par voie orale [109]. La fexaramine (ECsy = 25 nM) et la fexarine (ECsy = 38
nM) sont également deux puissants agonistes de FXR [110]. Le LG268, un agoniste de RXR,
permet d’activer I’hétérodimére FXR/RXR via I’activation de RXR [111] mais inhibe
I’activité transcriptionnelle de FXR induite par le GW4064, le INT-747 ou le CDCA via

vraisemblablement une compétition pour RXR [112].

2.2.3.3.Modulateurs sélectifs des récepteurs des acides biliaires (SBARM)

Il est intéressant de noter que des ligands structurellement différents peuvent lier
différemment la poche de liaison du ligand de FXR, dont la plasticité intrinséque est définie
par deux cavités qui peuvent s'adapter a la structure des ligands [46; 113]. En effet, selon les
propriétés chimiques du ligand, le site exact de la liaison, la proximité de la conformation
ligand-récepteur et la force de la liaison peuvent varier [47; 110; 113]. La conformation
spécifique formée par le ligand et le récepteur permet de déterminer la capacité d’action des
co-régulateurs définissant ainsi la sélectivité du ligand pour un géne donné. Par exemple, un
dérivé du rétinoide synthétique TTNPB, active I’expression de Cyp7Al (Cholesterol-7-o-
hydroxylase) mais réprime celle de IBABP (lleal bile acid binding protein) et est inactif sur
I’expression de SHP (Small heterodimer partner) [114]. Cependant, ces trois genes cibles de

FXR sont activés par le CDCA. Ces effets offrent la possibilit¢ de développer des
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modulateurs sélectifs des récepteurs des ABs (SBARM), qui peuvent exercer un effet
bénéfique désiré¢ comme l'inhibition de la lipogenése ou la diminution le taux plasmatique de
triglycérides, tout en évitant les effets secondaires comme l'abaissement de la concentration

en HDL-cholestérol ou I’augmentation des LDL-cholestérol.

2.2.3.4.Mécanisme d’activation de FXR
Nous supposons a I’heure actuelle que 1’activation de FXR par un ligand suit le modéle
général proposé pour les RNs: effet génomique et non génomique (Figure 6). Il a été
démontré que FXR régule la sécrétion de I’insuline via une action non génomique. En effet,
I’activation de FXR favorise la phosphorylation d’AKT (Protein kinase B) augmentant ainsi
la translocation a la membrane plasmique du transporter GLUT-2 (Glucose transporter 2)
multipliant la capture du glucose par le pancréas [115] (Figure 6). Les effets génomiques de
FXR se traduisent par le relarguage du complexe CoR et le recrutement du complexe CoA
aprés activation de FXR par son ligand. Le complexe CoA modifie la structure de la
chromatine, favorisant la fixation des facteurs de transcription et de I’ARN polymérase II sur
le promoteur des geénes cibles de FXR permettant ainsi leur transcription (Figures 6 et 13).
FXR peut se fixer sur son ¢lément de réponse, appelé FXRE, sous forme de monomere
mais €galement sous forme d’hétérodimere avec RXR (Figure 2). La fixation du complexe
hétérodimérique FXR/RXR sur le FXRE est souvent associée a 1’activation des génes tandis
que la fixation sous la forme d’un monomere est généralement associée a une répression des
genes cibles. Il existe différents types de FXRE au niveau des promoteurs des geénes régulés
par FXR. Le FXRE le plus retrouvé est de type IR-1 (/nverse repeat 1) qui correspond a deux
répétitions inversées (palindrome) de la séquence consensus AGGTCA séparés par un
nucléotide [116]. Il a été démontré que FXR peut se fixer in vitro sur des IR-0 et des IR-2
(aucun ou deux nucléotides séparent les deux répétitions inversées de la séquence consensus)
mais également sur des FXREs de type DR-2, DR-3, DR-4 et DR-5 (Direct repeat ou
répétition directe) correspondant a deux répétitions de la séquence consensus séparée
respectivement par deux, trois, quatre ou cinq nucléotides [86]. FXR fixe également des
FXRE de type ER-8 (Everted repeat ou palindrome inversé) correspondant a la répétition

retournée de la séquence TGAACT séparée par huit nucléotides [117] (Figure 2).
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Acides biliaires
Lipides

Glucose

Figure 13 Mécanisme d'activation du récepteur nucléaire FXR.
La fixation du ligand permet al’hétérodimere FXR/RXR de relarguer le complexe co-répresseur (CoR) et de
recruter le complexe co-activateur (CoA) permettant la régulation de ses genes cibles (Kininogene, BSEP,

FGF19...).

2.3. Roéle de FXR dans la régulation du métabolisme
2.3.1. Role de FXR dans le métabolisme des acides biliaires

2.3.1.1.Le métabolisme des acides biliaires

Les ABs sont des molécules amphipatiques ayant des propriétés détergentes
nécessaires a leurs fonctions physiologiques. Ils sont produits dans le foie par 1'oxydation du
cholestérol puis conjugués a la taurine ou a la glycine et stockés dans la vésicule biliaire. En
moyenne chez ’Homme le « pool » d’ABs est de 2-3 g. Les ABs jouent un rdle important
dans la facilitation de la sécrétion hépatobiliaire de métabolites endogenes et xénobiotiques
ainsi que l'absorption intestinale des graisses alimentaires, des vitamines liposolubles et de
composés chimiques [118]. La dérégulation du métabolisme des ABs (défaut de formation de
la bile par les hépatocytes, déficience de la sécrétion de la bile et des flux au niveau du canal
biliaire) est associée a des maladies cholestatiques du foie, la dyslipidémie, le diabete,
I'obésité et les maladies cardiovasculaires [118-120]. Le métabolisme des ABs fait intervenir
trois phases. La phase I correspondant a la syntheése des ABs dans le foie, la phase II a la
conjugaison des ABs dans le foie et I’intestin et la derni¢re phase, permet le transport de ces

ABs dans le foie, le rein et ’intestin.

2.3.1.2.Synthese des acides biliaires

Il existe deux types d’ABs : primaires et secondaires. Les ABs primaires sont issus du
catabolisme du cholestérol au niveau des hépatocytes et s’effectue via une voie classique et
une voie alternative [121]. Les ABs secondaires sont dérivés des ABs primaires par des
enzymes bactériennes dans l'intestin. Dans le foie humain, le « pool » d’ABs se compose des
ABs primaires (acide cholique (CA) et chénodésoxycholique (CDCA)) et secondaires (acide
désoxycholique (DCA) et lithocholique (LCA)). Le CA et le CDCA sont les plus importants
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ABs primaires synthétisés. Chez I’Homme, 90 % des ABs produits proviennent de la voie
classique et la production de CA et CDCA est quasiment équivalente. Tandis que chez la
souris, le CA et 1’acide murocholique (MCA) composent la majorit¢ des ABs. L’enzyme
CYP7AL catalyse la premiére et limitante étape de la voie classique de biosynthése des ABs
tandis que CYP27A1 (Sterol 27-hydroxylase) initie la voie alternative. CYP7A1 régule le
taux global de synthése des ABs, alors que CYP8B1 (Sterol [2-alpha-hydroxylase),
nécessaire a la production de CA, régule le rapport de CA/CDCA (Figure 14).

2.3.1.2.1. Conjugaison des acides biliaires

Une fois synthétisés, les ABs dit primaires sont conjugués a la taurine ou la glycine
grace a deux enzymes : BACS (Bile acid-coenzyme A synthase) et BAAT (Bile acid n-
acetyltransferase) et sont sécrétés dans le canicule biliaire. Chez I’Homme, le rapport d’ABs
conjugués a la glycine par rapport a la taurine est de 3 pour 1 alors que chez la souris 95 %
des ABs sont conjugués a la taurine. Les ABs sont également sulfatés grace a la
sulfotransférase SULT2A1. De plus, certains ABs sont glucuronidés par des UDP-glucuronyl-
N-transférases (UGT1A1, UGT2B4 et UGT2B7). La conjugaison des ABs minimise
l'absorption passive et empéche leur clivage par des estérases pancréatiques dans l'intestin.
Elle permet également le transport et la détoxification des ABs. Dans I’intestin, certains ABs
conjugués a la taurine ou la glycine sont déconjugués et des bactéries intestinales,
transforment les ABs primaires CAs et CDCAs respectivement, en DCA et LCA appelés ABs
secondaires [121]. Le DCA est réabsorbé dans le colon et la majorit¢é du LCA est excrétée
dans les feces (Figure 14). Des transformations hépatiques et bactériennes peuvent permettre

la formation d’une faible quantité d’ ABs tertiaires tels que 1’acide ursodéoxycholate (UDCA).

2.3.1.2.2. Circulation entéro-hépatique des acides biliaires

Le transport des ABs entre le foie et I’intestin est appelé circulation entéro-hépatique.
Cette voie permet I’inhibition de la production des ABs par le foie mais également joue un
role important dans I’absorption et le transport de nutriments de 1’intestin vers le foie pour
étre métabolisés et distribués vers d’autres organes et tissus. Chez I’Homme, les ABs sont
recyclés quatre a douze fois par jour [118]. Ce cycle entéro-hépatique fait intervenir plusieurs
transporteurs comme ceux de la famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette
transporter). Parmi ces derniers, nous retrouvons BSEP (Bile salt export pump ; ABCBI11)
qui permet la sécrétion des ABs dans la bile [122]. Chez ’'Homme, la bile est principalement

composée d’ABs, de phospholipides (principalement de la phosphatidylcholine), de
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cholestérol, de bilirubine (surtout dans sa forme conjuguée), de sels minéraux (potassium,
sodium et bicarbonate), ainsi que de trés petites quantités de cuivre et d'autres métaux [76].
En réponse a une alimentation, les ABs stockés dans la vésicule biliaire sont sécrétés dans
I’intestin gréle grace au transporteur ASBT (A4pical sodium-dependent bile acid transporter)
afin de faciliter 1’absorption des lipides et autres nutriments hydrophobes. Au niveau de
I’iléon, les ABs transitent ensuite de la membrane apicale vers la membrane basolatérale des
cellules épithéliales intestinales grace a la protéine IBABP. Par la suite, les ABs passent dans
la veine porte via le transporteur hétérodimérique OSTa/P (Organic solute transporter o and
p heterodimer) et 95% des ABs circulant sont recyclés [123]. Au niveau des hépatocytes, les
transporteurs NTCP (Na ' -taurocholic acid cotransporting polypeptide) et OATP1 (Organic
anion transporting polypeptide 1) permettent aux ABs primaires et secondaires d’étre
réabsorbés dans le foie via le systeéme porte. 5% des ABs transitent dans le colon ou ils sont
convertis de facon passive en ABs secondaires et tertiaires grace a la flore bactérienne
colique, et peuvent encore étre réabsorbés ou perdus dans les féces. La fraction des ABs
excrétée dans les feces est compensée par la syntheése de novo a partir du cholestérol dans le

foie [118] (Figure 14).

La biosynthese hépatique et la réabsorption intestinale des ABs sont des phénomenes
finement régulés. Cette régulation est effectuée par de nombreuses voies de signalisation et
par la flore intestinale mais également par plusieurs RNs notamment FXR mais aussi par LXR
(Liver X receptor). LXR est un récepteur nucléaire qui lie naturellement les oxystérols et
régule le métabolisme du cholestérol et des lipides dans 1'organisme. Il a ét¢ démontré qu’il

jouait un réle dans la réponse inflammatoire au niveau des macrophages [124].

2.3.1.3.FXR et métabolisme des acides biliaires

Une hausse du taux intracellulaire des ABs permet d’activer FXR et par conséquent de
réguler ses geénes cibles. Parmi ceux-ci, il existe de nombreux genes impliqués dans la
synthése, la conjugaison et le transport des ABs suggérant un rétrocontrole du métabolisme
des ABs via I’activation de FXR (Figure 14).

Les récepteurs nucléaires FXR et LXR régulent respectivement, négativement et
positivement la synthése des ABs a partir du cholestérol. En effet, le RN atypique SHP, qui ne
posséde pas de domaine de fixation a I’ADN est un géne cible de FXR. Il peut
s’hétérodimériser avec un autre RN orphelin appelé LRH-1 (Liver receptor homologue 1) et

agir en tant que dominant négatif [125; 126]. Au niveau hépatique, I’inhibition de LRH-1
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diminue P’activité¢ des enzymes CYP7A1 et CYP8BI impliquées dans la biosynthése des ABs,
dont les genes CYP7A1 et CYP8BI sont régulés positivement par LRH-1 [127] (Figure 14).
Cependant, il a été démontré que FXR peut également inhiber 1I’expression du gene CYP7A41
de maniere indépendante de SHP [128]. De plus dans ’intestin, I’activation de FXR induit
I’expression de FGF19 (Fibroblast growth factor 19) chez ’Homme et de Fgfl5 chez la
souris [129; 130]. Ces derniers inhibent I’expression de CYP7A1 via I’activation du récepteur
FGFR4 (Fibroblast growth factor receptor 4) [129]. Lors d’un apport alimentaire riche en
cholestérol, il y a une synthese accrue d'oxystérols (dérivés oxydés du cholestérol) qui sont les
principaux ligands de LXR. L’activation de LXR induit 1’expression de CYP7A1 favorisant
ainsi le catabolisme du cholestérol en ABs. Nous pouvons donc en déduire que la synthese
des ABs biliaires est régulée de manicre positive par LXR et de maniére négative par FXR.

FXR régule également la conjugaison des ABs avec la taurine ou la glycine. En effet,
il existe un FXRE de type IR-1 sur le promoteur des génes BACS et BAAT permettant a FXR
d’induire I’expression de ces genes [131]. En outre, FXR favorise la détoxification des ABs
en se fixant sur un FXRE monomérique présent sur le promoteur du gene UGT2B4, induisant
sa transcription dans la lignée cellulaire HepG2 [132]. SULT2A1 est également régulé de
manicre positive par FXR. L’activation de FXR par le CDCA dans le foie et I’intestin
engendre la fixation de I’hétérodimere FXR/RXR sur un FXRE de type IR-0 présent sur la
promoteur du géne SULT2A1 [133]. Nous pouvons donc en conclure que 1’activation de FXR
favorise la conjugaison et la détoxification des ABs.

FXR controle de nombreux genes impliqués dans le transport des ABs. Au niveau
hépatique, il contrdle positivement BSEP et MRP2 (Multidrug resistance-associated protein
2) permettant d’éliminer les ABs [117; 134] dans la bile mais agit négativement, via
I’activation de SHP, sur I’expression de NTCP responsable de la capture hépatique des ABs
plasmatiques [135]. Dans les entérocytes, la liaison de FXR aux ABs entraine une régulation
transcriptionnelle positive de /BABP, nécessaire a I’absorption intestinale des ABs via la
fixation de I’hétérodimere FXR/RXR sur un FXRE de type IR-1 présent sur le promoteur du
géne IBABP [136]. En outre, il a été démontré qu’IBABP interagit avec FXR et augmente son
activité transcriptionnelle [137]. FXR régule de maniére espéce dépendante I’expression de
ASBT permettant 1’absorption intestinale des ABs. En effet, FXR induit I’expression de Asbt
chez la souris mais réduit son expression chez le rat et n’a pas d’impact sur son expression
chez I’Homme [138]. Le transporteur hétérodimérique OSTa/B, qui permet I’entrée des ABs
dans la veine porte, est régulé par FXR et par LRH-1. Les promoteurs des génes Osta et Ostff

chez la souris possédent un élément de réponse a FXR mais également a LRH-1. L’expression
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de ce transporteur hétérodimérique peut donc étre régulée de manicre positive par FXR et
négative par le complexe SHP/LRH-1, lui-méme régulé par FXR via I’induction de Shp [139].
La régulation du métabolisme des ABs par FXR permet donc la diminution de 1’accumulation

des ABs dans les hépatocytes et dans la lumiere intestinale [77].

Flux des ABs

Veine porte

Figure 14 Impact du récepteur nucléaire FXR sur la circulation entéro-hépatique des acides biliaires.

ABs: acides biliaires, BAAT: bile acid n-acetyltransferase, BACS. bile acid-coA synthase, BSEP: canalicular
bile salt export pump, CYP7A1: cholesterol-7-o-hydrolase, CYP8BI: sterol 12-alpha-hydroxylase, CYP27Al:
sterol 27-hydroxylase, FGF19: fibroblast growth factor 19, FGFR4: fibroblast growth factor receptor 4, FXR:
farnesoid X receptor, IBABP: Ileal bile acid-binding protein, LRH-1: liver receptor homologue 1, LXR: liver X
receptor; NTCP: Na-taurocholate co-transporter protein, OATP: organic anion transporting polypeptide,
OSTa/p: organic solute transporter o and [ heterodimer, SHP: small heterodimer partner, SULT2AI:
hydroxysteroid sulfotransferase, UGT2B4: UDP-glucuronyl-N-transferase.

2.3.2. FXR et métabolisme des lipides
2.3.2.1. Métabolisme des lipides
Les lipides proviennent de I’alimentation (triglycérides (TGs), phospholipides et
cholestérol) mais sont également synthétisés par transformation des glucides en acides gras
(AGs) via la lipogenese. En plus de leur apport énergétique (via la B-oxydation des TGs), les

lipides permettent I’absorption intestinale des vitamines liposolubles (vitamines A, D, E et K)
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et jouent un role essentiel dans la cellule en tant que constituants de la trame des bicouches
lipidiques des membranes cellulaires. Les lipides sont des molécules hydrophobes et ne
peuvent circuler dans 1’organisme que liés a des protéines plasmatiques appelées
apolipoprotéines (ApoA, ApoB...), le complexe formé est appelé lipoprotéine. Il existe cinq
types de lipoprotéines synthétisées dans les entérocytes et le foie: les chylomicrons, les
VLDL (Very low density lipoprotein), les IDL (Intermediate density lipoprotein), les LDL
(Low density lipoprotein) et les HDL (High density lipoprotein). Le métabolisme des
lipoprotéines est complexe et fait intervenir de nombreux récepteurs et enzymes. Il peut étre
divisé en trois parties : la voie exogene, la voie endogene et le transport inverse du cholestérol

(Figure 15) [140].

2.3.2.1.1. Voie exogéne

Cette voie correspond au transport des lipoprotéines de 1’intestin vers d’autres tissus
afin de permettre la production d’énergie, le stockage ou la synthése de molécules. En effet,
apres un repas les lipides sont émulsionnés dans le tractus intestinal par les ABs et sont par la
suite absorbés par les entérocytes et emballés dans des chylomicrons naissants (CN) grace
notamment a I’apoB-48 et ’apoA-I synthétisées dans I’intestin. Ces CNs sont sécrétés par les
cellules épithéliales de l'intestin dans la circulation lymphatique. Dans le sang, les CNs
deviennent matures par un échange d'apoprotéines avec les HDLs. Les CNs acquierent alors
de l'apoE et de I'apoC-II en cédant leur apoA-I. Via 1’apoC-II, les chylomicrons matures
activent la lipoprotéine lipase (LPL) facilitant la dégradation a partir des chylomicrons des
TGs en acide gras (AGs) et glycérol. Ces derniers se complexent alors a 1’albumine
plasmatique pour étre distribués au niveau des cellules périphériques (plus particulierement
dans les tissus adipeux et le muscle) pour produire de I’énergie ou étre stockés. Les résidus de
chylomicrons hydrolysés, composés d’apoE, appelé « remnant » (ou restant) entrent dans le

foie via le R-E (récepteur des « remnant » ou R-apoE) (Figure 15) [140].

2.3.2.1.2. Voie endogéne
Cette voie correspond au transport des lipoprotéines du foie vers les autres tissus.
Quelques heures apres un repas, la quantité de chylomicrons en circulation est faible, il faut
donc apporter les TGs produits ou stockés par le foie vers les tissus périphériques. Ce
transport est permis par les lipoprotéines de type VLDL. Les VLDLs naissants libérés par le
foie contiennent de I'apoB-100, I’apoC-1, I’apoE, du cholestérol, du cholestérol estérifié (CE)

et des TGs. Durant leur transport les VLDLs naissants deviennent matures et sont dégradés

-57 -



Contexte bibliographique
Partie II : Physiopathologie de FXR dans le foie

par la LPL libérant ainsi des AGs qui seront utilisés comme source d’énergie. Les résidus de
VLDLs sont alors appelés IDLs et leurs TGs sont hydrolysés par la LH (lipase hépatique ou
HL : hepatic lipase), menant ainsi a la production de la lipoprotéine de type LDL. La LH et la
lipase endothéliale (LE) peuvent dégrader les TGs restants dans les LDLs. Les LDLs sont
alors captés par le foie via le récepteur des LDLs (R-LDL) qui reconnait I’apoB-100 présente

a la surface des LDLs (Figure 15) [140].

2.3.2.1.3. Transport inverse du cholestérol

Cette voie permet le transport du cholestérol des tissus vers le foie ou il sera éliminé.
Le cholestérol présent dans les tissus périphériques est transféré dans les HDLs dit naissants
via le transporteur ABCAI1 (Transporter ATP-binding cassette) ou le récepteur SR-BI
(Scavenger receptor class B member I). La maturation des HDLs s’effectue via leur apoA-1
qui active la LCAT (Lecithin-cholesterol acyl-transferase) et estérifie le cholestérol présent a
la surface des HDLs. Par la suite, le CE peut étre échangé contre des TGs, provenant de
lipoprotéines contenant de 1’apoB-100 (VLDL, IDL et LDL), par I’action de la CETP
(Cholesterylester transfer protein). Le CE transféré aux LDLs et aux VLDLs retourne au foie
via le R-LDL et le cholestérol présent dans les HDLs est transféré dans le foie ou les tissus
stéroidogéniques via le récepteur SR-B1. Les HDLs retournent alors dans la circulation et
peuvent de nouveau recevoir du cholestérol. Le cholestérol est alors transformé en ABs dans

le foie et en hormones stéroidiennes dans les tissus stéroidogéniques (Figure 15) [140].

2.3.2.2.Implication de FXR dans le métabolisme des lipides

FXR régule la transcription de plusieurs génes impliqués dans la synthese des AGs,
des TGs et du métabolisme des lipoprotéines. Il a ét¢ démontré que 1’administration de
ligands de FXR a des rats réduit la quantit¢ de TGs dans le plasma [108], un phénomeéne
identique est observé chez des patients traités avec des ABs [141-143]. Le traitement par le
CA diminue le taux de TGs dans le plasma et la sécrétion des VLDLs chez des souris
hypertriglycéridémiques [144]. De plus, chez des patients dyslipidémiques, le traitement par
des séquestrants des ABs augmente les taux de TG et de VLDL dans le plasma [145; 146].
Les souris déficientes en FXR (Fxr'/') ont un taux ¢élevé de TGs, de VLDLs et de cholestérol
dans le plasma et présentent donc un phénotype pro-athérogénique. De plus ces souris
présentent une forte quantit¢ de HDL et d’ApoA-I dans le plasma et d’AGs libres circulant
[147]. Ceci laisse donc suggérer une régulation du métabolisme et du transport des TGs et du

cholestérol par FXR
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Figure 15 Métabolisme des lipides.

Les lipides issus de [’alimentation ou synthétisés dans le foie sont transportés vers les tissus périphériques ou
vers le foie selon trois voies : exogene, endogéne ou transport inverse du cholestérol. AB: acide biliares,
ABCAIL: transporter ATP-binding cassette, C cholestérol, CEPT: cholesteryl ester transfer protein, CN:
chylomicron naissant, HDL: high density lipoprotein, IDL: intermediate density lipoprotein, LCAT: lecithin-
cholesterol acyl-transferase, LDL: low density lipoprotein, LE: lipase endothéliale, LH: lipase hépatique, LPL:
lipoprotéine lipase, MTP: microsomal triglyceride transfer protein, PLTP: phospholipid transfer protein ; R-E:
récepteur a [’Apo-E, R-LDL: récepteur a [’Apo-B100, SR-BI: scavenger receptor class B member 1, PL:
phospholipide, TG: triglycéride.

2.3.2.2.1. Implication de FXR dans le métabolisme et le transport des
triglycérides

La lipogeneése est un processus métabolique permettant la conversion de 1’acétyl-CoA
en AGs essentiels a la synthése des TGs. Ce processus fait intervenir deux enzymes, FAS
(Fatty acid synthase) et ACC (Acetyl-CoA carboxylase) qui sont régulés par le facteur
lipogénique SREBP-1c (Sterol regulatory element binding protein -1c) et par ChREBP
(Carbohydrate-responsive element-binding protein). Les produits de la lipogenése sont
sécrétés par le foie sous forme de lipoprotéines de type VLDL.

Il a été démontré que FXR régule la production d’AGs via un mécanisme d’inhibition
de D’expression de SREBP-Ic et de la fixation de ChREBP sur son ¢élément de réponse
ChORE (Carbohydrate response element). En effet, I’activation de FXR inhibe 1’expression

-59.-



Contexte bibliographique
Partie II : Physiopathologie de FXR dans le foie

de SREBP-1c de maniére SHP dépendante (Figure 16) [90; 144] et inhibe I’induction de la
transcription des geénes de la lipogenese, tel que FAS et ACC, en réponse au glucose via
I’inhibition de la fixation de ChREBP sur son ¢élément de réponse présent sur le promoteur de
ces genes [148; 149]. De plus, FXR peut favoriser 1'oxydation des acides gras par rapport a la
glycolyse comme source d’énergie. En effet, ’activation de FXR par ses ligands induit
I’expression de PDK4 (Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4), enzyme impliquée dans
I’activation de la synthése de I’acétyl CoA a partir du pyruvate [150](Figure 16). Dans les
cellules HepG2, le traitement par du CDCA diminue I’expression de MTP (Microsomal
triglyceride transfer protein) qui joue un role crucial dans ’assemblage des VLDLs [151].
FXR favorise également I’hydrolyse des VLDLs et 1’élimination des TGs par la LPL en
induisant 1’expression de ’APOC-II [152], un activateur de cette lipase, et en inhibant
I’expression de ’APOC-III [153] et de '’ANGTPL3 (Angiopoiétine-like 3) [154], inhibiteurs
de la LPL, permettant ainsi une augmentation de ’activité de la LPL. Enfin, l'activation de
FXR dans le foie, induit l'expression des genes impliqués dans la clairance des VLDLs et des
chylomicrons comme le récepteur aux VLDLs (R-VLDL) [155] et SYNDECAN-1 [156]
(Figure 16).

LR Ml Tissus périphériques

ApoC-lll ANGTPL3 ApoC-ll

L

LPL

LDL

Figure 16 Impact de FXR dans le métabolisme et le transport des triglycérides.

ACCl:acétyl coA carboxylase 1, AG: acide gras, ANGTPL3:angiopoiétine-like 3, ApoB. apolipoprotéine B,
ApoC-II: apolipoprotéine C-II, ApoC-III: apolipoprotéine C-III, ChREBP: carbohydrate response element
binding protein, FAS: fatty acid synthase, FXR: farnesoid X receptor, LDL: low density lipoprotein, LPL:
lipoprotéine lipase, MTP: microsomal triglyceride transfer protein, PDK4: Pyruvate dehydrogenase kinase
isozyme 4, SHP: Small heterodimer partner, SREBP-Ic: sterol response element binding protein-1c, TG:
triglycéride, VLDL: very low density lipoprotein, R-VLDL: récepteur aux VLDLs.

2.3.2.2.2. Implication de FXR dans le métabolisme du cholestérol
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Nous avons vu précédemment que FXR régule la conversion du cholestérol en ABs
(voir paragraphe 2.3.1.3), via la répression de CYP7A1 en particulier, mais il régule également
sa synthese. En effet, apres plusieurs réactions le cholestérol est synthétisé€ a partir de 1’acétyl-
coA. Ces différentes réactions font intervenir plusieurs enzymes dont la HMG-CoA reductase
(Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase) et la CYPS51A1l (lanosterol 14 a-demethylase)
(Figure 17). 11 a été démontré que FXR inhibe I’expression de CYP51A41 dans le foie in vitro
et in vivo, via un mécanisme encore inconnu, engendrant une diminution de la
cholestérogenese [157]. En outre, il a été démontré que I’activation de FXR par des ABs ou
par le GW4064, augmente 1’expression de INSIG-2 (Insulin induced gene 2) responsable de
I’inhibition de la HMG-CoA reductase [157]. En outre, les auteurs démontrent la présence de
deux FXREs présents sur le géne INSIG-2. FXR empécherait donc la production de
cholestérol a partir de I’acétyl-coA (Figure 17).

2.3.2.2.3. Implication de FXR dans le transport du cholestérol

En plus d’agir sur la production et la conversion du cholestérol, FXR joue ¢galement
un role dans son transport. En effet, FXR inhibe ’expression de 1’APOA-1, apolipoprotéine
majeure des HDLs via sa fixation sur un FXRE monomérique. FXR empécherait donc la
production de HDLs, lipoprotéines impliquées dans le transport du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie [158]. En outre, comme sur le promoteur du géne CYP741, il existe
un site de fixation a LRH-1 sur le promoteur de ’4POA-1, ce qui laisse suggérer une seconde
inhibition, mais cette fois-ci indirecte, de I’expression de I’APOA-I par FXR via SHP [159]
(Figure 17). FXR joue également un rdle dans la réorganisation des HDLs puisqu’il inhibe
I’expression de la LH [160] et de la CETP [161] et active celle de la PLTP [162] (Figure 17),
des enzymes chargées du transfert des lipides entre les HDLs et les VLDLs, IDLs et LDLs
(Figures 15 et 17). Enfin, il a ét¢ démontré que FXR inhibe 1’expression de PCSK9Y
(Proprotein convertase subtilisin/kesin type 9) [163] qui est lui-méme responsable de la
dégradation du R-LDL, favorisant ainsi la captation du cholestérol par le foie [164]. FXR
induit ’expression de SR-BI (Scavenger receptor-Bl), une protéine qui régule 1’absorption
des HDLs par le foie et les tissus périphériques [147; 165]. En effet, il est observé chez les
souris Fxr”", une augmentation de la concentration sérique en HDLs de maniére concomitante

a une diminution de I’expression de SR-B1.
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Tissus périphériques
ABCA1)

Figure 17 Impact de FXR dans le métabolisme et le transport du cholestérol.

AB: Acide biliaire, ABCAI: transporter ATP-binding cassette, ApoA-I: apolipoprotéine A-I, CEPT:
cholesterylester transfer protein, CYP7A41: cholestérol-7-oa-hydrolase, HDL: high density lipoprotein, HMG-
CoA reductase: hydroxyméthylglutaryl-CoA reductase, IDL: intermediate density lipoprotein, Insig-2: Insulin
induced gene 2, LCAT: lecithin-cholesterol acyl-transferase, LDL: low density lipoprotein, LH: lipase
hépatique, PCSKY: proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9, PLTP: phospholipid transfer protein, R-
LDL: récepteur a I’Apo-B100, SR-B1:scavenger receptor class B member 1.

2.3.3. FXR et homéostasie du glucose

2.3.3.1.Voies d’utilisation du glucose

Le glucose est fourni par 1’alimentation et est la principale source d’énergie pour la
plupart des tissus. En effet, chez I’Homme le glucose fournit la moitié de toute 1’énergie, il
peut étre directement utilisé ou stocké par le foie et les tissus périphériques. En période
postprandiale (aprés un repas), 30 % du glucose est capté par le foie [166] et le reste est
absorbé par les tissus périphériques tels que le muscle squelettique (25%), le tissu adipeux
(5%), le rein (10%) et le cerveau (25%) [167]. Parmi ces tissus, le foie a un role crucial dans
I’utilisation du glucose. Lorsque le glucose entre dans le foie, il peut se diriger vers quatre

grandes voies (Figure 18):
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i) La glycogéneése qui permet de stocker le glucose sous forme de glycogene

ii) La glycolyse, permettant a la cellule de produire de I’ATP, ainsi que des
substrats pour la synthése des AGs (lipogenese), des TGs et de certains
acides aminés, grace a I’oxydation du glucose.

iii) La voie des pentoses phosphates, qui a pour role de produire les molécules
de NADPH et le ribose-5-phosphate nécessaire a la synthése des
nucléotides, lipides et acides aminés.

iv) La voie de biosynthese des hexosamines, a pour but la production d’UDP-

GlcNAc (Uridine diphosphate N-acetylglucosamine) substrat pour la

glycosylation des protéines
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(NADPH)
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Glycogénése

Glycogéne synthase
ose-6-P — Glucose-1-P —— Glycogen (Stock)
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Ribose-5-Phosphate «—— 6-Phosphogluconate «—— Gluce
RN Glucose 6- i
A ChREBP phosphatase Phosphohexo-isomerase

Nucléotides, Acides
nucléiques, coenzymes.

Glucosamine-6-Phosphate

l

Glucosamine6-Phosphate
N-acétyl transferase

Fructose-6-P
GFAT Fructose 1-6 .
‘A sphate “ Phosphofructo-kinase

Fructose-1,6-diP

Aldolase

Glyceraldehyde-3-

N-Acétylglucosamine 6 phosphate P
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N-Acétylglucosamine 1 phosphate
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pyrophosphorylase 3-phosphoglycerate B
UDP-N-Acetylglucosamine (Energle)
(UDP-GIcNAc) P glyceromutase
l 2-phosphoglycerate I Neog'UCO'
Enolase genese
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Phosphophenol Pyruvate

Voie de biosynthése
des hexosamines
(HBP)

PEPCK

Figure 18 Voies métaboliques du glucose.

Pyruvate

—» Acetyl-CoA
l Pn‘cj
oxaloacétate

L-PK
Cycle de Krebs

Le glucose peut étre stocké en glycogene ou étre transformé en énergie via le pyruvate et le cycle de Krebs. Il
peut également permettre la production de nucléotides, lipides et acides aminés grdace a la voie des pentoses
phosphates. Enfin, 2 a 5 % du glucose part vers la voie de biosynthése des hexosamines permettant la
production d’"UDP-GlcNAc donneur de GlcNAc dans la MPT par la O-GlcNAcylation. ChREBP: carbohydrate
response element-binding protein ; G6Pase: glucose 6-phosphatase, GFAT: glutamine fructose-6-phosphate
amidotransferas ; HBP: hexosamine biosynthetic pathway; L-PK: L-type pyruvate kinase. PEPCK:
phosphoenolpyruvate carboxykinase, PDC: pyruvate dehydrogenase complex, UDP-GIcNAc: Uridine
diphosphate N-acetylglucosamine
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2.3.3.2.FXR et métabolisme du glucose
2.3.3.2.1. FXR et état nutritionnel

En réponse a des changements nutritionnels (2 jeun ou postprandial), I’expression de
FXR peut étre modifiée. En effet chez la souris, pendant un jeine I’expression hépatique de
FXRa3/4 est augmentée de maniere PGC-1a dépendante, cependant une alimentation riche en
glucides suivant un jelne réduit le taux d'expression génique de FXR [90; 149]. Malgr¢ cela,
des ¢tudes démontrent que 1’expression de FXR est régulée positivement par le glucose dans
des hépatocytes de rat. En effet, FXR est mieux exprimé a des taux élevés de glucose (25
mM) comparé a des taux faibles (5.5 mM) [89]. Ceci suggere des régulations variables de
I’expression de FXR selon I’espéce étudiée. De plus, dans cette méme étude, il a été démontré
que ce RN est régulé négativement par I’insuline. L’expression de FXR[, mais non de FXRa,
apparait pour avoir un rythme diurne, comme pour d’autres RNs impliqués dans
I’homéostasie métabolique. De méme, dans le tissus adipeux blanc, I’expression de FXRa et
FXRP est soumise & un cycle circadien [168]. Il a été démontré que chez les souris Fxr”, la
diminution de la glycémie aprés un jeline de 6h est accélérée via 1’inhibition de I’expression
de la PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase) [169]. De plus, chez ces souris, nous
observons une diminution du taux de glycogéne hépatique par rapport aux souris
« contrdles ». Chez des souris Fxr”~ soumises 4 un régime riche en sucres, I’induction de
I’expression des geénes de la glycolyse (L-PK) et de la lipogenese (FAS, ACCI1, et Spotl4),
ainsi que I’inhibition de I’expression des genes de la néoglucogenese sont plus précoces par
rapport a des souris « controles » [149]. Des études montrent que FXR inhibe I’induction de
la transcription des genes en réponse au glucose via 1’inhibition de la fixation de ChREBP sur

son ¢lément de réponse (ChORE) présent sur le promoteur de ces genes [148; 149].

2.3.3.2.2. FXR et métabolisme glucidique

Le foie joue un rdle essentiel dans 1I’homéostasie glucidique en maintenant un
équilibre entre la production et 'utilisation du glucose (Figure 18). Il a été démontré que FXR
joue un réle important dans la régulation du métabolisme du glucose. En effet, des agonistes
de FXR induisent I’expression de GLUT-4 (Glucose transporter type 4), un transporteur du
glucose essentiel au maintien de I’homéostasie glucidique dans les cellules pré-adipocytaires
de souris (3T3L1) [170]. De méme, FXR favorise la phosphorylation de la serine/threonine
proteine kinase AKT permettant la translocation de GLUT-2 augmentant ainsi la capture du
glucose par le pancréas [115]. De plus, I’activation de FXR entraine une diminution de

I'expression de la PEPCK, de la G6Pase (Glucose-6-phosphatase), et de la FBP1 (Fructose

- 64 -



Contexte bibliographique
Partie II : Physiopathologie de FXR dans le foie

1,6 — bisphosphatase), enzymes impliquées dans la régulation de la néoglucogenese hépatique
(Figures 18 et 19). Ce phénoméne n’est pas observé chez les souris Fxr”~ ou déficientes en
SHP (Shp'/ ) [93; 171; 172]. Cependant, d’autres études démontrent que le traitement de souris
controles par le GW4064, induit ’expression de la Pepck alors que chez les souris db/db
ayant subi le méme traitement, il est observé une diminution de 1’expression de la Pepck et de
la G6Pase ainsi qu’une augmentation de la forme active de la glycogen synthase (GS),
favorisant ainsi le stockage du glucose sous forme de glycogene [77; 93] (Figure 19). Enfin, il
a ¢t¢ démontré que dans le muscle squelettique de souris Fxr”, I’expression de Pparf/o
(Peroxisome proliferator-activated receptor P/9), récepteur impliqué dans I’activation du

transporteur GLUT-4 [173], est augmentée [174].

11 Glucose Jetine/Glucose
Jetine Insuline

| Glucose
1 Insuline

[
—» T Glucose
T

O
Pancréas Muscle squelettique

Figure 19 Régulation du métabolisme du glucose par FXR.

L ’expression génique de FXR est soumise a un cycle circadien. FXR est régulé positivement par un jeiine et par
le glucose tandis qu’il est réprimé par une réalimentation riche en sucres apres un jeine. FBPI: fructose 1,6 —
biphosphate ; FXR: farnesoid x receptor ; G6Pase: glucose 6 phosphatase ; GLUT2: glucose transporter type 2:
GLUT4: glucose transporter type 4 ; GS: glycogen synthase ; KLF11: Kruppel-like factor 11 ; L-PK: L-type
pyvruvate kinase ; pAKT: protein kinase B phosphorylé ; PEPCK. phosphoenolpyruvate carboxykinase ; PGC-
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la: Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator lo.; PPARp/O: Peroxisome proliferator-activated
receptor /0 ; SHP: small heterodimer partner.

2.3.3.2.3. FXR et sensibilité a I’insuline

1l a été observé dans le foie et les cellules musculaires de souris Fxr” ", une intolérance
au glucose et une sensibilité réduite a l'insuline par rapport aux souris controles [89; 93; 171].
L’activation de FXR dans des cellules 3T3-L1 augmente la sensibilité¢ a I’insuline [174; 175].
L’activation de FXR par ses ligands dans le foie et le tissu adipeux augmente le niveau de
phosphorylation du substrat 1 du récepteur a I’insuline (IRS-1), récepteur impliqué dans la
réponse a I’insuline [176]. Des agonistes de FXR améliorent la tolérance au glucose et la
sensibilité¢ a I’insuline des souris ob/ob [144] et db/db [89]. Dans le pancréas grace a des
expériences d’ARN interférent, il a été démontré que la régulation de I’expression de
I’insuline en réponse au glucose requiere I’induction de KLF11 (Kruppel-like factor 11) par
FXR [115]. De plus, I’activation in vitro de FXR augmente la sécrétion de I’insuline via un
effet non génomique [177]. En effet, l'activation de FXR dans les cellules pancréatiques
murines BTC6, augmente la phosphorylation d'AKT facilitant la translocation du transporteur
du glucose GLUT-2 a la membrane plasmatique, engendrant ainsi une augmentation de la

captation du glucose par les cellules (Figure 19).

2.3.3.3.FXR, protection et régénération hépatique

En régulant le cycle entéro-hépatique des ABs, FXR protége les hépatocytes et les
entérocytes des effets déléteres des ABs. Les souris Fxr’” ont une atteinte et une inflammation
hépatique importante et développent spontanément et de maniere spécifique des tumeurs
hépatiques a 1’dge adulte [178]. Dans des conditions cholestatiques, FXR protege les
hépatocytes contre les effets toxiques des AB, en favorisant I’expression d’une protéine
chaperonne, 1’a-A-crystalline, qui lie les protéines partiellement dénaturées, prévenant ainsi
leur agrégation [179]. FXR induit I’expression des génes impliqués dans I’entéro-protection
(NO synthase inductible), inhibant ainsi la surcroissance bactérienne causée par une
obstruction du canal biliaire [180]. En outre, ’activation de FXR dans le modéle de rat obése
Zucker (fa/fa) empéche la formation d’une stéatose hépatique [176]. 1l a été démontré que,
dans les cellules HepG2 et les hépatocytes primaires de souris, I’activation de FXR par le
GW4064 ou le 6-ECDCA inhibe sélectivement la réponse inflammatoire hépatique mais
maintient la réponse de la survie cellulaire régulée par NF-kB (Nuclear factor-kappa B) [181].

Comme décrit dans le paragraphe 2.1.4, le foie est capable de se régénérer. Cette

régénération fait intervenir de nombreuses cytokines, chimiokines et facteurs de croissance. Il
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a été montré que la régénération normale du foie dépendait de 1’activation par les ABs de
certains récepteurs nucléaires et notamment FXR [182]. Chez le rat une quantité réduite
d’ABs provoque un retard de la régénération du foie li¢ a une baisse de I’expression des ARN
messagers codant FXR et c-Jun [183]. FXR active la régénération hépatique en activant
Foxmlb (Forkhead box M]I), un régulateur clé de la progression cellulaire hépatique [184].
FXR est essentiel pour promouvoir la réparation hépatique aprés traitement par le
tétrachloride de carbone (CCly) qui provoque des fibroses au niveau du foie [185]. Lors de la
grossesse, chez les souris Fxr, il n’y a plus de croissance du foie suggérant un réle de FXR

dans la prolifération cellulaire [186].

2.34. FXR et maladies cardiométaboliques
2.3.4.1.1. FXR, insuline et diabéte

Plusieurs études démontrent un lien entre le diabéte, les ABs et FXR. Chez des
patients diabétiques et dans des mod¢les animaux de diabeétes, le contenu en ABs est perturbé
[187; 188]. En effet, chez les patients diabétiques non-insulino-dépendants ou traités a
I'insuline, le pourcentage d’ABs primaires diminue au profit du pourcentage d’ABs
secondaires [189]. Le changement dans la taille du «pool» des ABs ainsi que dans la
sécrétion hépatobiliaire des ABs est directement dépendant d’un état de déficience en insuline
et peut €tre invers¢ par un traitement a l’insuline supportant I’hypothése selon laquelle
I’insuline jouerait un role dans le métabolisme des ABs [190-192]. En outre, des études
indiquent que FXR pourrait faire le lien entre I’altération du métabolisme des ABs et le
diabete. En effet, les animaux qui développent un diabéte suite a un traitement chimique (rats
traités a la streptozotocine pour le diabéte de type 1) ou a une modification génétique (rats
Zucker, modele d’étude du diabete de type II) ont une expression du gene de FXR diminuée
dans le foie ainsi qu'une augmentation du contenu en ABs [89]. De plus, I’expression génique
de Cyp7al est augmentée dans des foies de modeles animaux de diabete, ce qui peut
expliquer l’augmentation du contenu en ABs. L’insulinothérapie restaure 1’expression
génique de Fxr et de Cyp7al chez des rats traités par la streptozotocine [89]. Par ailleurs, des
concentrations physiologiques d’insuline sont capables de réduire la synthése des ABs via une
diminution de I’expression de Cyp7al dans des hépatocytes de rats [193]. Une seconde étude
démontre que le glucose et I’insuline activent la transcription du gene Cyp7al, corrélé a une
augmentation de l'acétylation et en diminuant la méthylation des histones présents sur le

promoteur du géne Cyp7al [192].
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2.3.4.2.FXR et athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie chronique de la paroi artérielle, caractérisée par
I’accumulation de lipides et d’¢léments fibreux riches en collageéne, en cellules musculaires
lisses et en matrice extracellulaire, et est une cause majeure de déceés [194]. L’activation de
FXR provoque une amélioration des profils lipidiques du plasma [144]. Inversement, les
souris déficientes en FXR (Fxr”") ont un profil lipidique pro-athérogénique (augmentation des
TGs plasmatiques, des AGs et des LDLs) [147]. L’activation de FXR dans différents modeles
de souris hypercholestérolémiques (Ldlr'/ T et ApoE” g ) entraine une diminution de la
concentration sérique en HDL et une diminution de la formation de la plaque d’athérome [93;
174; 195]. En outre, des souris déficientes pour I’ApoE et pour FXR (4poE” et Fxr")
nourries avec un régime riche en graisse et en cholestérol montrent une augmentation de la
taille des lésions athéroscléreuses par rapport aux souris « controles », ApoE " ou Fxr”". Ces
souris présentent également une hausse du taux de lipides plasmatiques, un profil
lipoprotéique plus athérogene ainsi que des 1ésions athéroscléreuses plus importantes [196].

Ces résultats suggerent un role protecteur de FXR contre 1’athérosclérose.

2.3.4.3.FXR et stéatose hépatique (NAFLD)

La stéatose hépatique (NAFLD: Non alcoholic fatty liver disease) est caractérisée par
une accumulation de gouttelettes lipidiques principalement sous la forme d'acides gras libres
et des triglycérides dans les hépatocytes, qui peut évoluer en stéatohépatite (NASH : Non-
alcoholic steatohepatitis), en cirrhose et méme en carcinome hépatocellulaire [197]. Cette
pathologie peut étre causée par une forte alimentation riche en graisses ou en raison d’une
dérégulation du métabolisme des lipides. Chez les patients atteints de NAFLD, I’expression
de FXR est diminuée. Cette diminution est associée a une augmentation de la synthése des
TGs, de I'expression du RN LXR et de SREBPI-c [198]. De plus, I’activation de FXR par un
agoniste (6E-CDCA) protége contre le développement de la stéatose hépatique chez les rats
obéses Zucker (fa/fa) [176] tandis que la déficience en FXR chez des souris obéses 1’aggrave

[199].

En plus d’étre régulé par des ligands naturels ou synthétiques et par le recrutement
différentiel de co-facteurs, les RNs, et notamment le RN FXR, ainsi que les différents co-
facteurs sont régulés par des modifications post-traductionnelles. La troisiéme partie du

chapitre contexte bibliographique décrit les différentes MPTs existantes et plus
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particulierement la O-GIcNAcylation, et les impacts de ces MPTs sur les RNs, et notamment

FXR, ainsi que sur les co-facteurs régulant ces facteurs de transcription.
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3. Régulation des récepteurs nucléaires par les modifications post-traductionnelles

Grace a I’¢épissage de I’ARN et les modifications post-traductionnelles, les 30 000
genes que le génome humain contient, plus d’un million de protéines différentes sont
produites [200; 201]. II existe de nombreuses MPTs mais les modifications les plus connues
sont 1’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, ’ubiquitination et la SUMOylation.
Dans ce manuscrit, seule la modification post-traductionnelle O-GlcNAcylation est décrite en

détail.

3.1. Généralités
Apres leur synthése, les protéines peuvent subir des modifications appelées
modifications post-traductionnelles (MPT). Ces MPTs sont des modifications covalentes qui
changent les propriétés des protéines a 1’aide de clivage protéique ou via 1’ajout d’un
groupement fonctionnelle (acétylation, phosphorylation, glycosylation...) ou peptidique
(SUMOylation, neddylation...). Ceci a pour but de modifier 1’état d’activation, la localisation,
la stabilité et les interactions protéine-protéine. Il existe différents types de MPTs jouant des

roles variés dans différents mécanismes moléculaires et de signalisation (Tableau 1).

Type de MPT AMasse (Da) | Stabilité' Fonction et commentaire
Phosphorylation Réversible, activation/inactivation de I’activité
pTyr +80 +++ enzymatique, modification de I’interaction

pSer, pThr +80 +/++ moléculaire, signalisation

Stabilité, protection de I’extrémité N-terminal,
Acétylation +42 +++ régulation de I’interaction protéine/ADN et

protéine-protéine

Meéthylation +14 +++ Régulation de I’expression génique

Acétylation, modification

des acides gras

Farnesyl +204 +++ Localisation cellulaire, médiateur d’interaction

Myristoyl +210 +++ protéine-protéine

Palmitoyl +238 +/++

Etc...
Glycosylation ) )

Reconnaissance cellule/cellule, fonction de
N-lié >800 +++ ] ) ]
régulateur. Modification réversible

O-lié 203, >800 +++

o ) Signal de destruction, régulation de la localisation
Ubiquitinylation >1 000 +/++

intracellulaire et du trafic intracellulaire.

Hydroxyproline +16 +++ Stabilité protéique et interaction ligand-protéine
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Tableau 1 Liste non exhaustive des modifications post-traductionnelles les plus communes et importantes.
!Stabilité : + labile en spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), ++ moyennement stable, +++ stable

D’aprés [202]
3.1. Voies métaboliques : substrats pour les modifications post-traductionnelles

Les différentes voies métaboliques de la cellule permettent la production de nombreux
substrats impliqués dans des MPTs (Figure 20). En effet les métabolismes du glucose, de la
glutamine ainsi que des acides aminés permettent notamment, aprés de multiples étapes
intermédiaires, la production d’UDP-GIcNAc, d’ATP, de ribose 5-phosphate ou d’acétyl-
coenzyme A. Ces différents substrats interviennent dans de nombreuses MPTs telles que la O-
GlcNAcylation, la phosphorylation, I’ ADP-ribosylation ou 1’acétylation permettant la MPT
des protéines jouant un role dans de nombreux systemes biologiques (Figure 20). La
modification de ces protéines par les différentes MPTs régule les voies métaboliques
contrdlant ’homéostasie cellulaire. Parmi ces protéines impliquées dans le contrdle des voies
métaboliques, nous retrouvons les récepteurs nucléaires. Comme nous [’avons vu
précédemment (voir paragraphe 1.1), les différents domaines fonctionnels des RNs peuvent
subir des MPTs, et ceci peut influencer I’activité transcriptionnelle, la stabilité et les
interactions protéine-protéine du RN modifié. Etant donné que les voies métaboliques
fournissent des substrats pour les MPTs et que de nombreux RNs tels que FXR ou LXR,
régulent les voies métaboliques de la cellule, il est donc intéressant d’étudier 1I’impact des
MPTs sur les RNs. Lors de ma thése nous nous sommes interessés aux MPTs qui régulent les

RNs en réponse a des signaux métaboliques comme par exemple la O-GIcNAcylation.
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Figure 20 Voies métaboliques : substrats pour les modifications post-traductionnelles.

Les métabolismes du glucose, de la glutamine et des acides aminés produisent des substrats pour les
modifications post-traductionnelles (MPTs) permettant ainsi la régulation des voies métaboliques. aKG : a
ketoglutarate, AA : acides aminés, Acétyl-CoA : acétyl-coenzyme A, AG : acides gras, ATP : adenosine
triphosphate, Gly : glycine, Gin : glutamine, Glu : acide glutamique, NAD : nicotinamide adénine dinucléotide,

Ser : sérine, UDP-GIlcNAc : uridine diphosphate N-acetylglucosamine. D aprés [203]

3.2 La O-N-Acétylglucosaminylation: O-GlcNAcylation

3.2.1.1.Généralités

La modification des protéines par la O-N-Acétylglucosaminylation (O-
GlcNAcylation) a été¢ mise en évidence de maniére fortuite dans les lymphocytes par Torres et
Hart en 1984 qui s’intéressaient a la distribution des oligosaccharides a résidus N-
acétylglucosamine terminaux [204]. Elle consiste en 1’addition et le retrait d’un seul
monosaccharide, la N-acétylglucosamine (GIcNAc) sur le groupement hydroxyle d’une sérine
(Ser) ou d’une thréonine (Thr) d’une protéine via une liaison B-C2 a partir du nucléotide-sucre
donneur, I’'UDP-GIcNAc (Uridine diphosphate N acétylglucosamine) [205-207] (Figure 21).
A Dinverse des autres types de glycosylations dites « complexes » (glycosaminoglycanes,
glycolipides, protéoglycanes), ce monosaccharide n’est ni épimérisé ni le substrat d’une autre
glycosyltransférase. Des expériences de «pulse-chase» ont démontré¢ que la O-
GlcNAcylation était une modification dynamique, contrairement aux autres glycosylations
caractérisées par leur aspect stable [208; 209]. Dans ces études, la demi-vie de la O-GlcNAc

est plus courte que celle de la protéine en elle-méme, suggérant que comme la
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phosphorylation, les protéines peuvent subir plusieurs cycles de O-GlcNAcylation/dé-O-
GlcNAcylation. Depuis sa découverte en 1984, plus de 800 protéines O-GIcNAcylées ont été
découvertes [210]. Cette modification s’effectue sur des protéines impliquées dans divers
processus cellulaires, telles que des kinases [211], des facteurs de transcription [212], des
protéines chaperonnes [213], des protéines du pore nucléaire [214] ou encore des sous-unités
du protéasome 26S [215]. La O-GlcNAcylation joue un role important dans de nombreux
processus biologiques au niveau cellulaire, telles que la régulation du cycle cellulaire [216], la
demi-vie et la dégradation des protéines [217], la liaison a I’ADN [218], les interactions
protéine-protéine [219], la localisation subcellulaire des protéines [220], les processus de
transcription et de traduction [221], la régulation du cycle circadien [222] ou encore dans le
métabolisme [223]... La dérégulation de la voie de O-GlcNAcylation joue un réle dans les
pathologies humaines, telles que le cancer [224; 225], la maladie d'Alzheimer [226-228] et le
diabete [229; 230]. La O-GlcNAcylation peut entrer directement en compétition avec la
phosphorylation de certaines protéines, c’est ce que nous appelons le phénomene de « yin-
yang » [231]. Des études démontrent que la majorité des protéines O-GlcNAcylées sont
¢galement phosphorylées [232]. Cette compétition s’effectue sur un méme acide aminé ou sur

un acide aminé adjacent (Figure 21).

Protéine Protéine

@ 0-CleNAcylation

@ Phosphorylation

Figure 21 Mécanisme d'action et balance phosphorylation/O-GlcNAcylation.

Une protéine peut étre O-GlcNAcylée ou phosphorylée sur un site identique ou adjacent. OGT: uridine
diphospho-N-acetylglucosamine: polypeptide [-N-acetylglucosaminyltransferase. OGA: N-Acetyl-beta-D-
glucosaminidase.

3.2.2. O-GlcNAcylation: modification ubiquitaire et conservée
La O-GlcNAcylation est une modification phylogénétiquement conservée. En effet,
cette MPT est retrouvée dans de nombreux organismes comme les invertébrés [233], les

insectes [234], les végétaux [235], les amphibiens [236] et les mammiferes [237]. Elle est
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¢galement retrouvée chez certains virus [238], des parasites [239] et des bactéries [240].
Cependant a I’heure actuelle aucune étude n’a permis de démontrer la présence de protéines

O-GlcNAcylées chez la levure.

3.2.3. Site consensus de O-GlcNAcylation

Actuellement, aucune séquence peptidique consensus pour la O-GlcNAcylation n’a été
découverte. Cependant, il a été démontré que 50 % des sites de O-GIcNAcylation identifiés a
ce jour présentaient des régions de type Pro/Val-Pro/Val-Val-gSer/Thr-Ser/Thr. De plus, il a
été observé que les sites de O-GlcNAcylation étaient généralement précédés par des acides
aminés hydrophobes et suivis par des acides aminés polaires [241]. Des études ont démontré
que les protéines étaient O-GlcNAcylées dans le cytosol et le noyau [242; 243]. Cependant,
certaines protéines mitochondriales, telles que COX-1 (Cyclo-oxygénase 1) ou NDUFA9
(NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9), peuvent étre également
O-GlcNAcylées [244-246].

3.24. Voie de biosynthése des hexosamines (HBP)
3.24.1. Généralités

Le nucléotide-sucre donneur, I’'UDP-GIcNAc, est synthétisé par le biais de la voie de
biosynthese des hexosamines a partir du glucose ou de la glucosamine (HBP) (Figure 22).
Seulement 2-5 % du glucose extracellulaire se dirige vers la voie HBP [247], ce qui en fait un
détecteur cellulaire de 1’état nutritionnel. La production d’UDP-GIcNAc a partir du glucose
s’effectue aprés de nombreuses étapes intermédiaires. En effet immédiatement aprés son
entrée dans la cellule, via des transporteurs spécifiques GLUT (Glucose transporter), le
glucose est phosphorylé par les glucokinases ou les hexokinases afin de former le glucose 6
phosphate (Glc-6-P). Celui-ci pourra alors étre stocké sous forme de glycogéne ou entrer dans
la voie des pentoses phosphates afin de produire les molécules de NADPH et le ribose-5-
phosphate (Figure 18). Cependant, grace a la phosphoglucose isomérase, le Glc-6-P peut étre
épimérisé en fructose 6 phosphate (Fru-6-P) qui emprinte ensuite la voie de la glycolyse ou la
voie HBP. L’enzyme clé et limitante de la HBP, la GFAT (Glutamine fructose-6-phosphate
amidotransferase), via la transamination de la glutamine en glutamate, transforme le Fru-6-P
en glucosamine 6 phosphate (GIcNH,6P). La GIcNH,6P peut également étre synthétisée a
partir de la glucosamine. Par la suite, I’acétyltransferase Emeg32 (Glucosamine-phosphate N-

acetyltransferase 1) utilise 1’acétyl coenzyme A, afin de convertir le GlcNH,6P en N-
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acéytlglucosamine 6 phosphate (GIcNAc-6-P). Enfin, aprés une étape intermédiaire
permettant la production de la N-acéytlglucosamine 1 phosphate (GlcNAc-1-P), le GIcNAc-6-
P est métabolis¢ en UDP-GIcNAc (Uridine diphosphate N acétylglucosamine) (Figure 22). Ce
nucléotide-sucre nouvellement synthétis¢ peut servir de donneur pour la glycosylation des
protéines nucléocytoplasmiques via la O-GlcNAcylation mais il est également un précurseur
pour la glycosylation des lipides et de glycoprotéines sécrétées ou membranaires dite

glycosylation complexe.

3.2.4.2. GFAT, enzyme clé et limitante de la HBP
3.2.4.2.1. Structure

La GFAT (Glutamine fructose-6-phosphate  amidotransferase) permet la
transformation du Fru-6-P en GIcNH,6P grace a la transamination de la glutamine en
glutamate. Cette enzyme est présente dans de nombreuses especes telles que les mammiferes,
les levures ou les bactéries. La GFAT est constituée de deux domaines structuraux, le premier
permettant la liaison avec la glutamine (N-terminal ou domaine glutaminase) et le second, la
liaison avec le fructose-6-phosphate (C-terminal ou domaine isomérase). Ces deux domaines
sont reliés entre eux par une région charniére permettant l'interaction entre les deux substrats.
Chez les procaryotes, la GFAT semble étre active sous forme d'homodimere tandis que chez

les eucaryotes, elle formerait plutot un homotétramere [248].
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Figure 22 Voie de biosynthése des hexosamines (HBP).

Acétyl-CoA: acétyl coenzyme A, AMPK: AMP-activated protein kinase, ATP: adenoside triphosphate, CamKII:
Ca**/calmodulin-dependent protein kinase type II, Emeg 32: glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 1 Fru-
6-P: fructose 6 phosphate, GFAT 1: glutamine:fructose-6-phosphate aminotransferase 1, GAFT 2:
glutamine:fructose-6-phosphate aminotransferase 2, Glc-6-P: glucose 6 phosphate, GlcNAc-1-P: N-
acétylglucosamine 1 phosphate, GlcNAc-6-P.: N-acétylglucosamine 6 phosphate,:GIcNH-6-P: glucosamine 6
phosphate, Gln:glutamine, Glu: glutamate, GLUT: glucose transporteur, PKA: protéine kinase A,UDP: uridine
diphosphate, UDP-GlcNAc: uridine diphosphate N acétylglucosamine.

3.2.4.2.2. Les isoformes de la GFAT

Chez les mammiferes, il existe trois isoformes de la GFAT appelées GFAT1, GFATI-L et
GFAT?2. La GFATI1 et GFATI-L sont codées par un gene localisé sur le chromosome 2 dans
la région pl3 [249; 250], tandis que la GFAT2 est codée par un géne localisé sur le
chromosome 5 dans la région q34-q35 [251]. Fait intéressant, une étude montre la possibilité
qu’un gene de susceptibilité au diabete de type I existe sur le chromosome 5 dans la région
q34-qter chez ’Homme, ce qui laisse supposer que la GFAT2 jouerait un role dans cette
maladie [252]. GFATI1-L est un variant d’épissage de la GFAT1 et contient une insertion de
54 paires de bases au niveau de la région charniere. Il y a 75 % d’homologie entre la GFAT1
et la GFAT?2. Bien que ces deux dernicres soient exprimées de maniere ubiquitaire, GFATI a
une expression tres élevée dans le placenta, le pancréas, les testicules, la thyroide et la trachée
tandis la GFAT2 est fortement exprimée au niveau du cceur, du placenta et de la moelle

épiniere [253]. Ces différences d’expression tissulaire laissent supposer un role distinct de ces
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deux isoformes. La GFATI-L est uniquement exprimée dans le muscle squelettique, le coeur
et le cerveau et possede une activité enzymatique et des caractéristiques biochimiques

similaires a la GFATI [254; 255].

3.2.4.2.3. Régulation et inhibiteurs

La voie HBP et donc la production d’UDP-GIcNAc ne sont pas uniquement régulées par
la concentration cellulaire en glucose. En effet I’enzyme clé¢ de la HBP, la GFAT, est inhibée
par ’'UDP-GIcNAc [256] mais également par la GIcNH,-6-P [257], ce qui suggerent un
rétrocontrole de la HBP. La GFATI-L a une plus grande sensibilité a 1'inhibition de 1'UDP-
GIcNAc que la GFAT [254]. L’activité¢ enzymatique de la GFAT est augmentée dans des
cellules musculaires lisses aortiques de rats traités avec des activateurs de 1'AMPc (Cyclic
adenosine monophosphate) [258]. Dans les cellules 3T3L1, I’expression génique et protéique
de la GFATI1 est augmentée au cours de l’adipogenese [259]. En outre, la GFATI est
phosphorylée in vitro par la PKA (Cyclic AMP-dependent protein kinase) sur la sérine 205 et
la GFAT2 sur la serine 202 [260]. Des ¢tudes de mutagenese révelent que cette
phosphorylation inhibe la GFATI [260] mais active la GFAT2 [261]. Ces études montrent
une régulation différentielle de la voie de biosynthése des hexosamines de maniére tissu
spécifique par 'AMPc de la GFATI1 et de son isoenzyme la GFAT2. D’autres études
démontrent une augmentation de [Dactivit¢ enzymatique de la GFATI apres sa
phosphorylation au niveau de la sérine 243 par ’AMPK (AMP-activated protein kinase) et la
CaMKII (Ca’* /calmodulin-dependent protein kinase type II) [248]. L'activité enzymatique de
la GFAT est dépendante de la glutamine et peut étre inhibée par des analogues de la
glutamine tels que le 6-diazo-5-oxo-L-norleucine (DON) ou O-diazoacétyl-L-sérine
(azasérine) [262]. Plus récemment, le RO0509347 a ét¢ démontré pour étre un puissant

inhibiteur de la GFAT [263].

3.2.5. Enzymes de la O-GlcNAcylation
Contrairement a la phosphorylation, ou la modification est catalysée par des dizaines de
kinases et de phosphatases différentes, la O-GIcNAcylation n’est régulée que par un seul

couple d’enzymes: I’OGT et ’OGA.

3.2.5.1. O-GIcNAc transferase ou OGT
3.2.5.1.1. Généralités
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L’OGT ou O-GlcNAc transferase (Uridine diphosphO-N-acetylglucosamine:
polypeptide p-N-acetylglucosaminyltransferase) permet, a partir de 1I’UDP-GIcNAc, le
transfert du résidu de GIcNAc en anomérie B sur le groupement hydroxyle d’une Ser ou d’une
Thr (Figure 21). C’est au début des années 1990 que I’enzyme OGT a été isolée et
caractérisée a partir de foie de rat [264; 265]. Le geéne codant pour I’OGT a été trés conserveé
au cours de I’évolution. En effet I’OGT humaine présente 80 % d’homologie avec celle de C.
elegans [266]. Bien que chez les mammiferes, I’OGT soit codée par un gene unique localisé
sur le chromosome X dans la région ql3.1 [267], nous retrouvons deux génes codant pour
1’Ogt chez le poisson zebre (Ogta et Ogtb) [268] et chez les plantes (SPY et SEC) [269]. 1l est
intéressant de noter que la région chromosomique du gene de I’OGT est associé a une maladie
neurodégénérative, le syndrome de Dystonie-Parkinson [270]. Chez les mammiferes, le geéne
codant ’OGT contient 23 exons et 21 introns dont la transcription est sous la dépendance de
deux promoteurs alternatifs [245]. Les quatre premiers exons du géne de I’OGT ainsi que les
exons 7 a 13 codent pour des domaines d’interaction TPRs (Tetratricopeptide repeat). Les
TPRs sont des motifs de 34 acides aminés contenant la séquence consensus Trp-Leu-Gly-Tyr-
Ala-Phe-Ala-Pro [271]. Ces séquences sont fortement conservées au cours de I’évolution et
leurs localisations cellulaires sont treés variées. Ils sont impliqués dans la reconnaissance
protéine-protéine et dans 1’assemblage de complexes multi-protéiques [272]. Bien que ’OGT
a été initialement identifiée pour fonctionner selon un mécanisme enzymatique bi-bi aléatoire,
c’est-a-dire que la fixation de ’'UDP-GIcNAc et du substrat protéique s’effectue de manicre
aléatoire [273], des études récentes ont démontré que ’OGT fonctionne plutdt selon un
mécanisme enzymatique bi-bi ordonné, c'est-a-dire que I’OGT fixe d’abord ’'UDP-GIcNAc et
ensuite le substrat protéique [274]. Des expériences de suppression du gene de ’OGT montre
que ’OGT est essentielle pour la viabilité des cellules souches embryonnaires de souris et de
l'ontogenese [275]. L’OGT humaine est exprimée de manicre ubiquitaire, mais a des niveaux
tres élevés dans les cellules T, les cellules B et les macrophages, alors que ces niveaux
d'expression sont légerement plus faibles dans les cellules  pancréatiques et dans le systéme

nerveux central [205].

3.2.5.1.2. Caractérisation des isoformes
Chez les mammiferes, la transcription de I’OGT est soumise a deux promoteurs
alternatifs appelés P1 et P2 [245]. L’utilisation du promoteur P1 permet la synthése de
I’isoforme nucléocytoplasmique de I’OGT (Nuclear and cytoplasmic OGT ou ncOGT)
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possédant douze TPRs ainsi que de I’isoforme mitochondriale (Mitochondrial OGT ou
mOGT) pourvu de neuf TPRs. Lors de la traduction de 1’isoforme mitochondriale, 1’exon 5,
issu de I’épissage alternatif de 1’intron 4, code le domaine d’adressage a la mitochondrie
(MTS) (figure 23). L’utilisation d’une méthionine permet, a partir du promoteur alternatif P2
situ¢ au niveau de I’intron 4, la synthése de I’isoforme de petite taille de I’OGT (sOGT) ne
possédant que deux TPRs [245] (Figure 23). La ncOGT et la sSOGT sont retrouvées dans le
cytoplasme et le noyau de la cellule tandis que comme son nom I’indique, la mOGT n’est
retrouvée que dans la mitochondrie [276]. Contrairement a la ncOGT, correspondant a p110
et exprimée de manicre ubiquitaire, la SOGT n’est exprimée que dans le foie, les reins et les
muscles et est constituée d’une sous unité p78. L’OGT a tout d’abord été décrite comme une
protéine hétérotrimérique de 340 kDa formée par ’assemblage de deux sous-unités de 110
kDa (p110) et d’une sous-unité de 78 kDa (p78) [265]. Cependant, par la suite d’autres études
démontrent que I’OGT existe principalement sous la forme d’un homotrimére constitué de
trois sous-unités p110 [277]. La sOGT ne possedent pas d’activité catalytique in vitro [278]
mais aurait un role de régulation tissu-spécifique. C’est en 2003 que I’isoforme
mitochondriale de 103 kDa a été¢ mise en évidence au niveau de la membrane interne de la
mitochondrie. Bien que la méme année, il fut décrit que la mOGT possédait une activité
catalytique in vitro [276], ce n’est qu’en 2009 que furent découvertes les premieres protéines

mitochondriales O-GlcNAcylées [244] (Figure 23).
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N-terminal de mOGT
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homotrimérisation de ’'OGT hétérotrimérisation de ’OGT

Figure 23 Représentation schématique du géne et des trois isoformes de 'OGT.

Le gene de I’OGT est composé de 23 exons et de deux promoteurs alternatifs permettant la transcription des
trois isoformes de OGT composés de TPRs en nombre variable et de deux domaines catalytiques (CDI et 1I). B.
La ncOGT est lisoforme la plus longue et est retrouvée dans le noyau et le cytoplasme des cellules, tandis que
la mOGT issue, comme la ncOGT, du promoteur Pl n’est retrouvée que dans la mitochondrie grdce a un
épissage alternatif permettant ['introduction de la séquence d’adressage a la mitochondrie ou MTS. Le
promoteur P2 permet, grdce a l'incorporation en phase interne d'une méthionine, la transcription de [’isoforme
de petite taille sOGT. C. Dans la cellule, I'OGT peut former un homotrimére composé de trois sous-unités p110
ou s’hétérotrimerise via l’association d’une sous-unité p78 et de deux sous-unités pll0. La trimérisation
s effectue grdace aux différents TPR présents sur I’'OGT. CDI: catalytic domain I, CDII: catalytic domain II,
mOGT: mitochondrial OGT, MTS: mitochondrial targeting sequence, ncOGT: nucleocytoplasmic OGT, Pl:
promoteur 1, P2: promoteur 2, sOGT: small OGT, TPR: tetratricopeptide repeat

3.2.5.1.3. Structure

Pour toutes les isoformes de I’OGT, la protéine est composée de la région C-terminale
et de la région N-terminale, reliées entre elles par un domaine intermédiaire flexible adoptant
une conformation en sillon superhélicoidal [279] (Figure 23). La délétion de la région C-
terminale conduit a une perte totale de I’activité¢ enzymatique de I’OGT suggérant que celle-ci
possede ’activité catalytique de I’enzyme [280]. Cette région est divisée en deux domaines, le
domaine catalytique I (CDI) et II (CDII) [281]. Le CDI est le domaine portant I’activité
catalytique tandis que le CDII permet la liaison avec ’'UDP-GIcNAc grace a une activité
lectinique [282]. La région N-terminale, permet 1’interaction protéine-protéine grace aux

nombreux TPRs qu’elle contient [266; 277]. La délétion des divers TPRs a permis de mettre
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en évidence que ces séquences sont impliquées dans la multimérisation de 1’enzyme sans

influencer son activité [273] (Figure 23).

3.2.5.1.4. Régulation de I’activité enzymatique

Des études démontrent que ’OGT subit des MPTs et que ces modifications influencent son
activité¢ [277]. En effet, POGT est elle-méme O-GlcNAcylée et elle peut étre également
phosphorylée par la CaMKIV (Ca’"/calmodulin-dependent protein kinase type IV) [283].
Whelan ef Hart ont démontré que I’insuline favorise la phosphorylation et augmente 1’activité
de I’OGT [284]. Plus récemment, il a été décrit que D’activit¢ de 1’OGT est régulée
positivement via sa phosphorylation par la GSK-3p (Glycogen synthase kinase 3 ) au niveau
de sa serine 3 ou 4, qui seraient ¢galement O-GIcNAcylées [285]. D’autres études montrent
que la O-GlcNAcylation de ’OGT s’effectuerait au niveau du neuvieme TPR entre les acides
aminés 390-406 et entre les acides aminés 1037-1046 du domaine catalytique, tandis que la
phosphorylation s’effectue sur la tyrosine 979 du domaine catalytique [277; 280; 286].

Le nucléotide-sucre donneur, UDP-GIcNAc, influence [’activité enzymatique de
I’OGT. En effet, des études démontrent que I’activité de I’OGT augmente en méme temps que
la concentration en UDP-GIcNAc augmente. De plus, pour des concentrations en UDP-
GlcNAc allant de 0.05 uM a 4.8 mM, la ncOGT recombinante de rat possede trois Km
différents (6, 35 et 217 uM) pour le nucleotide-sucre donneur [273]. Enfin, méme a de tres
fortes concentrations en UDP-GIcNAc, ’activité¢ enzymatique de ’OGT n’est pas saturée
[287].

Plusieurs études démontrent que D’activité de I’OGT pourrait étre modulé par ses
interactions avec d’autres protéines. En effet, dans des conditions de déprivation en glucose
I’OGT, via son domaine C-terminal, interagit avec la kinase p38 phosphorylée afin
d’augmenter son activité et permettre ainsi la O-GlcNAcylation du neurofilament H [288]. De
plus, aprés une induction par I’insuline le phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3)
recrute I’OGT du noyau vers la membrane plasmique, ou I'enzyme modifie les protéines de la
voie de signalisation de 1'insuline [289].

Les méthylcytosine dioxygénases TET (7Ten-Eleven Translocation) catalysent
I'hydroxylation de divers substrats, tels que les cytosines méthylées et certaines protéines
[290]. Récemment, il a ét¢ démontré que TET2, TET3 et I’OGT interagissent ensemble au
niveau des ilots CpG (zone enrichie en dinucléotides CpG) et sur les sites de départ de

transcription. De plus, il a ét¢ démontré que leurs cibles génomiques étaient des régions
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enrichies en O-GlcNAcylation mais pas en hydroxymethyl-cytosine. L’extinction des génes
TET2 et/ou TET3 par ARN interférent montre une diminution du taux global d’O-
GlcNAcylation des protéines [291]. Une autre étude démontre que TET2 recrute I’OGT sur la
chromatine afin de promouvoir la O-GIcNAcylation de I’histone H2B et ainsi augmenter la
transcription [292].

L’OGT est régulée pendant le développement. En effet, au cours du développement le
profil d’O-GlcNAcylation évolue. Il a été démontré, que dans le cerveau de rat, la O-
GlcNAcylation totale des protéines diminue de fagon spectaculaire au cours du
développement précoce, puis plus légerement au cours du développement tardif pour, par la
suite, rester stable sur les deux premicres années de vie des rats [293]. Les différentes
isoformes de I’OGT sont également régulées pendant ce développement. La ncOGT est
fortement exprimée pendant le développement pour diminuer lentement un mois apres la
naissance et finir avec 60 % d’inhibition a deux ans. En revanche, le niveau de la sSOGT dans
le cerveau est pratiquement indétectable au cours du développement précoce et augmente de
facon remarquable deux semaines apres la naissance. Aucune expression significative de la
mOGT n’est détectée pendant ou apres le développement [293].

Bien que I’expression protéique de I’OGT est décrite pour ne pas étre circadienne,
’oscillation cyclique du profil d’O-GlcNAcylation semble démontrer une possible régulation

de la O-GIcNAcylation au cours du temps [285].

3.2.5.1.5. Inhibiteurs

Il a été démontré par la suppression du gene de I’OGT dans un modele in vivo, que
celui-ci est essentiel a la survie cellulaire et I'embryogenese chez la souris [275; 294]. Afin
d’étudier ’impact de I’OGT sur les processus cellulaires, il est devenu donc nécessaire de
générer des inhibiteurs pharmacologiques de I’OGT. Il est établi depuis des années que
I’UDP, I’'UDP-GIcNAc et I’'UTP (200 nM) sont de puissants inhibiteurs de I’OGT, tandis que
I’UMP et ’UDP-GalNAc sont cent fois moins puissants [265]. Cette étude démontre
¢galement que certains sels, comme le chlorure de potassium ou de sodium a une
concentration de 50 mM, inhibent de 66 % [’activité de I’OGT. En outre, l'alloxane, un
analogue de l'uracile, a également été¢ démontré pour étre un inhibiteur de ’OGT avec une
inhibition compléte a 1 mM in vitro mais également in vivo [295]. Cependant, cet inhibiteur
est connu pour avoir de multiples effets non spécifiques, tels que 1'inhibition de 'OGA [296]
et de la glucokinase [297] et permet la formation de radicaux superoxydes [298]. Le benzyl-2-

acetamido-2-deoxy-alpha-d-galactopyranoside (BADGP) est aussi connu pour inhiber la O-
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GlcNAcylation des protéines dans les cellules B de rat [299]. Par criblage de plus de 64 000
composés ; Gross et al. ont permis d’identifier trois inhibiteurs de I’OGT in vitro, le
ST060266 (phenyl 5-chloro-2-ox0-3-hydrobenzoxazole-3-carboxylate) (ICso ncOGT 10 uM et
ICs0 sOGT 27 uM), le ST045849 (3-(2-adamantanylethyl)-2-[(4-chlorophenyl)azamethylene]-
4-0x0-1,3-thiaza-perhyd roine-6-carboxylic acid) ) (ICso ncOGT 30 uM et ICso sOGT 53 uM)
et un dérivé du STO078925 (4-[(3-cyano-4-(2-thienyl)-2-5,6,7,8-tetrahydroquinolylthio)
methyl] benzoic acid) (ICso ncOGT 60 uM et ICsop sOGT 100-150 uM) [300]. Enfin, un
composé benzoxazolinone a été décrit pour inhiber l'activité¢ de I’OGT dans les ovocytes, ou il

empéche la progression méiotique [301].

3.2.5.2. N-acetyl-beta-D-glucosaminidase ou OGA
3.2.5.2.1. Généralités

L’OGA ou N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (O-GIcNAcase) est une enzyme qui
permet 1’hydrolyse spécifique du résidu de GlcNAc d’une protéine dont le carbone CI1 est
engagé dans une anomérie . Tout d’abord identifiée comme une hexominidase C [302; 303],
I’OGA a été isolée et caractérisée a partir de la rate du rat en 1994 [304]. Quatre ans plus tard,
la séquence de la protéine MGEAS (Meningioma expressed antigen 5), une hyaluronidase
induisant une réponse immunitaire chez les patients atteints de méningiome, a été reconnue
comme ¢tant identique a celle de I’OGA [305]. Contrairement aux hexominidases
lysosomales A et B, ’OGA posséde un pH optimum neutre [306]. L’OGA est ubiquitaire
mais est exprimée plus fortement dans le cerveau, le placenta et le pancréas, et est conservée
des procaryotes jusqu’a I’Homme [307]. En effet, nous retrouvons 80 % d’homologie entre
les OGA des mammiferes et 55 % d’homologies avec celle de C. elegans [306]. En outre,
I’OGA est retrouvée dans le noyau et le cytoplasme. Chez ’Homme, I’OGA est codée par un
géne unique localisé sur le chromosome 10 dans la région q24.1-q24.3 [305; 306], région
associée a de nombreux troubles neurodégénératifs tels que la maladie d’Alzheimer [308;
309] ainsi qu’a la prédisposition au diabéte de type II chez la tribu des indiens Pima [310] et

d’américains d’origine mexicaine [311].

3.2.5.2.2. Caractérisation des isoformes
Bien que chez ’Homme, il existe deux isoformes de I’OGA, I’isoforme de grande
taille (130 kDa) et I’isoforme de petite taille (75 kDa) issues d’un épissage alternatif (figure
24) [305; 306; 312], il a été démontré qu’il existe deux isoformes supplémentaires issues d’un

¢épissage alternatif chez le rat de 84 kDa et 90 kDa apres excision des exons 8 ou exons 8 et 9
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[313] (Figure 24). L’isoforme de petite taille est due a un variant d’épissage qui maintient le
codon STOP présent sur I’exon 10 en phase de lecture générant ainsi une protéine tronquée
d’un tiers de la partie C-terminale par rapport a 1’isoforme de grande taille. Des études
suggerent que les différentes isoformes de ’OGA auraient des localisations subcellulaires
différentes. En effet, dans une lignée cellulaire de glioblastome I’isoforme de grande taille est
localisée préférentiellement dans le cytoplasme tandis que 1’isoforme de petite taille dans le
noyau [306; 312]. En outre des études par microcopie en immunofluorescence et par
fractionnement cellulaire, montrent que l’isoforme de grande taille est localisée dans le
cytoplasme [306; 314]. L’essentiel de ’activit¢ O-GlcNAcase est assuré par 1’isoforme de
grande taille [315] méme si les deux isoformes ont une activité glucosaminidase in vitro
[316]. Des études démontrent que 1’isoforme de grande taille a une activité glucosaminidase

plus importante que celle de petite taille [317].

Codon STOP
C-Terminale sOGA

E '
Exon 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16
B

NH ’ lucosaminida COOH 75kDa
Homm

NH ’ lucosaminida COOH  130kDa
Rat NH ’ lucosaminid COOH  90kDa

Figure 24 Représentation schématique du géne et des différentes isoformes de 'OGA.

A. Représentation schématique du gene de 'OGA. B. Chez I’Homme l'isoforme de grande taille de I’'OGA (130
kDa) est codée par 16 exons et contient un domaine glucosaminidase au niveau de I’extrémité N-terminale et un
domaine HAT au niveau de [’extrémitée C-terminale. L'isoforme de petite taille de ’'OGA (75 kDa) est issue de la
non excision de [’exon 10 dévoilant un codon STOP. Chez le rat, [’excision de [’exon 8 ou exon 8 et 9 permet la
production des isoformes de 84 et 90 kDa tronquées au niveau du domaine glucosaminidase. HAT: histone
acetyl transferase.

A.

3.2.5.2.3. Structure
Bien que ’OGA ne présente pas d’homologie avec les glycosidases connues, celle-ci
présente une faible homologie au niveau de sa partie N-terminale avec des hyaluronidases et

dans sa partie C-terminale avec des acétyltransférases. Ces similitudes ont permis de classer

I’OGA dans la familles des GNATs (GCNJ5-releated acetyltransferases) [318]. Des délétions
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au niveau des exons 6 et 7 ont permis de déterminer que 1’activité glucosaminidase de I’OGA
réside dans sa région N-terminale [313]. Des expériences de mutagenése ont démontré
I’importance de deux résidus d’aspartate dans [’activit¢ enzymatique de IOGA chez
I’Homme (aspartate 174 et 175) et la souris (aspartate 175 et 177) [319; 320]. En plus de son
activité de glucosaminidase, ’OGA possede une activit¢ HAT in vitro, ce qui fait d’elle une
enzyme bi-fonctionnelle et a été donc renommée NCOAT (Nuclear and cytoplasmic O-
GlcNAcase and acetyl transferase) [313]. Des constructions d’OGA tronquée ainsi que des
mutations de certains résidus (aspartate 853 et 884, tyrosine 891) ont permis de mettre en
évidence que Dl’activité HAT est localisée au niveau de la partie N-terminale de 'OGA et

possede une structure en « doigt de zinc » [313; 321].

3.2.5.2.4. Régulation de ’activité enzymatique

Tout comme ’OGT, 'OGA est O-GlcNAcylée et phosphorylée. Des techniques de
spectrométrie de masse ont mis en évidence que I’OGA est phosphorylée sur sa serine 365
dans les cellules HeLa [322] et O-GIcNAcylée au niveau de sa serine 405 dans le cerveau
[323]. Cependant I’impact de ces modifications sur 1’activit¢ de I’OGA n’a actuellement pas
été identifié.

De maniére intéressante, I’OGA est clivée par la caspase 3 au niveau de 1’asparagine
413 in vitro [315] durant ’apoptose in vivo [324] et suggere donc un role de ’OGA dans
I’apoptose. Ce clivage libere le fragment C-terminal de 65 kDa appelé nOGA ayant toujours
une activité glucosaminidase et HAT [313] et qui serait plus «résistant » aux différents
inhibiteurs de I’OGA [325].

Tout comme 1I’OGT, I’expression des différentes isoformes de 'OGA est régulée
durant le développement dans le cerveau de rat [293]. L’isoforme de grande taille de I’OGA
est exprimée a un faible niveau au cours du développement précoce puis a des niveaux
croissants de la naissance jusqu’au cinquiéme jour puis devient stable. En revanche,
I’expression de ’isoforme de petite taille de I’OGA est élevée au début du développement
puis elle diminue apres la naissance.

Enfin, I’expression génique de I’OGA semble étre régulée par ’OGT. En effet,
I’extinction du géne de ’OGT dans une lignée cellulaire de fibroblastes embryonnaires de
souris cause en paralléle une diminution de I’expression de ’OGA. De plus, contrairement a
I’OGT, il semble que I’expression protéique de I’OGA soit régulée de manicre cyclique au

cours du temps [285].
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3.2.5.2.5. Inhibiteurs

Le PUGNAc (O-(2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosylidene) amino N-phenyl
carbamate) et la streptozotocine (STZ ou 2-deoxy-2-({[methyl(nitroso)amino]carbonyl}
amino)-B-D-glucopyranose) ont été les premiers inhibiteurs de I’OGA utilisés dans des études
in vitro et in vivo [326; 327]. Bien que la STZ [328] fut longtemps utilisée comme un moyen
d'induire expérimentalement le diabete de type I par sa capacité a provoquer l'apoptose des
cellules B-pancréatiques [329; 330], il a été¢ démontré qu’un traitement STZ in vitro induisait
une faible diminution de ’activité¢ de I’OGA et du profil total d’O-GlcNAcylation [331; 332].
Le PUGNACc (50 nM) est un puissant inhibiteur de ’OGA [333], cependant il ne lui est pas
spécifique puisqu’il est connu pour altérer le catabolisme des N-glycoprotéines par inhibition
de certaines B-hexosaminidases lysosomales [334]. Tout comme le PUGNAc, la NAG-
thiazoline (1,2-dideoxy-2'-methyl-a-d-glucopyranoso-[2,1-d]-A2'-thiazoline) est connue pour
inhiber ’OGA mais également les B-hexosaminidases humaines [335]. Le Thiamet-G (1,2-
dideoxy-2'-ethylamino-a-d-glucopyranoso-[2,1-d]-2'-thiazoline) est capable d’augmenter la
O-GlcNAcylation des protéines dans les cellules mais également in vivo [336]. Bien qu’une
é¢tude est démontrée que le PUGNAc et le NButGT (1,2-dideoxy-2'-propyl-o-d-
glucopyranoso-[2,1-d]-A2'-thiazoline) se lient sur la méme région du site actif de 'OGA, le
NButGT est 1 200 fois plus puissant que le PUGNAC et contrairement a ce dernier il n’induit
pas une résistance a I’insuline dans les adipocytes [337]. Tout comme le NButGT, le 6-Ac-
Cas (6-acetamido-6-deoxy-castanospermine), inhibiteur de ’OGA n’induit pas une résistance
a I’insuline, mais permet d’augmenter la O-GlcNAcylation des protéines de maniere dose- et
temps-dépendant dans les cellules adipocytaires 3T3L1 [338]. Une étude démontre que la
gluco-Nagstatine ainsi que I’hybride PUGNAc-imidazole peuvent inhiber ’OGA et ainsi
augmenter la O-GlcNAcylation des protéines [339]. La GlcNAstatine inhibe ’OGA humaine
a des concentrations de ’ordre du nanomolaire [340]. En outre, récemment il a été observé,
qu’il y avait une forte interaction entre les résidus d’asparagine 297, 298 et 401 de ’OGA de
Clostridium perfringens et la GIcNAcstatine [341]. Il est décrit que la nOGA, issue du clivage
de ’OGA par la caspase-3, est moins sensible aux différents inhibiteurs, tels que le PUGNAc,
la STZ, la GlcNAcstatine, ou la NAG-thiazoline, par rapport a I’isoforme de pleine taille de
I’OGA. 11 a été nécessaire de synthétiser des inhibiteurs spécifiques a la nOGA afin d’étudier

son impact sur I’apoptose. Le 4-pyridyl-1-(2’-deoxy-2'-acetamido-f-D-glucopyranosyl)-1,2,3-
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triazole est un puissant et sélectif inhibiteur de la nOGA. En effet, cet inhibiteur est quinze

fois plus sélectif pour I’isoforme nOGA que pour I’isoforme de grande taille de I’OGA [325].

3.2.6. Balance Phosphorylation/O-GlcNAcylation

La O-GlcNAcylation et la phosphorylation sont toutes les deux des MPTs dynamiques
et réversibles et I’identification des sites d’O-GlcNAcylation et de phosphorylation a mis en
évidence un lien étroit entre ces deux MPTs [241; 342]. En effet, toutes les protéines O-
GlcNAcylées décrites a ce jour sont également des protéines phosphorylées. En conséquence,
une protéine pourra étre soit glycosylée, soit phosphorylée, voire les deux. Fait intéressant,
certaines protéines ont le méme résidu ou un résidu adjacent qui est soit glycosylé soit
phosphorylé [287; 343-345]. Ce phénomene de compétition est appelé « Yin Yang » (Figure
21). Etant donné la proximité de ces sites, ces deux MPTs s’exclues 1'une 1’autre par un
encombrement stérique ou par une modification des charges de surfaces. En effet, I’altération
des taux de phosphorylation affecte de facon inverse ceux de la O-GlcNAcylation [346]. La
O-GlcNAcylation de la serine 149 de la protéine p53 inhibe la phosphorylation de la
thréonine 155 [347] et I’O-GlcNAcylation de la séquence PEST du récepteur [ aux
oestrogenes bloque sa phosphorylation et par conséquence son ubiquitinylation et sa

dégradation [344].

3.2.7. Impact de la O-GlcNAcylation sur les protéines
La O-GlcNAcylation des protéines permet de réguler leur localisation

nucléocytoplasmique, leur interaction protéine-proteine ainsi que leur dégradation.

3.2.7.1. Impact sur la localisation cellulaire des protéines

Depuis la découverte de la O-GlcNAcylation des protéines du pore nucléaire,
I’hypothese a été émise d’un role possible de cette MPT sur la localisation subcellulaire des
protéines. En effet, des études démontrent que des protéines associées au complexe du pore
nucléaire, telles que les nucléoporines qui sont indispensables aux transports nucléaires, sont
O-GlcNAcylées [242; 348]. En outre, 'utilisation de la WGA (Wheat germ agglutinin), une
lectine reconnaissant les résidus de O-GlcNAc, inhibe le transport nucléaire en se liant sur les
résidus O-GlcNAc [349]. Cependant, d’autres études démontrent que cette inhibition du
transport ne serait pas due a la O-GlcNAcylation mais plutot a I’encombrement stérique que

cette lectine provoque [350]. Il a ét¢ démontré que certaines protéines, telles que les facteurs
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de transcription PAXG6 (Paired box protein) [351], STATS (Signal transducer and activator of
transcription 5) [352] ou NeuroD1 (Neurogenic differentiation 1) [353], avaient une
localisation nucléaire lorsqu’ils étaient O-GIcNAcylés. Inversement, la forme O-GlcNAcylée

de la B-caténine est principalement cytosolique [354].

3.2.7.2. Impact sur les interactions protéine-protéine

La O-GlcNAcylation module également les interactions protéine-protéine en induisant
des changements de conformation. Ces changements seraient dus a la différence de charge
existante entre un groupement phosphate et un résidu de GIcNAc. En effet, le groupement
phosphate apporte localement une charge anionique alors que la O-GlcNAc, qui est neutre,
apporte plutét un encombrement stérique sur la protéine. Chez certaines protéines, la O-
GlcNAcylation inhibe leur interaction avec des partenaires. C’est la cas pour Spl qui ne peut
plus interagir avec ces partenaires TAF110 (TATA-binding protein associated factors 110) et
holo-Sp1 lorsqu’il est O-GlcNAcylé [355] ou de YY1 (Yin-yang-1) dont la modification
empéche le recrutement de la protéine du rétinoblastome (pRb) [356]. A I’inverse, la O-
GlcNAcylation du facteur de transcription STATS permet le recrutement du CoA CBP
(CREB-binding protein) [357]. La famille des protéines de choc thermique de 70 kDa, Hsc70
(Heat shock cognate protein 70) et Hsp70 (Heat shock protein 70), reconnait spécifiquement
les résidus de O-GlcNAc portés par une protéine [213; 358].

3.2.7.3. Impact sur la dégradation des protéines

3.2.7.3.1. O-GlcNAcylation et protéasome 26S
La dégradation des protéines est principalement effectuée par le systeéme ubiquitine-
protéasome ou UPS (Ubiquitin proteasome system). Le processus d’ubiquitinylation marque
la protéine avec une ou plusieurs molécules d’ubiquitine par une liaison covalente grace a une
cascade enzymatique treés spécifique afin que cette protéine soit adressée au protéasome 26S.
Le protéasome 26S est une machine de dégradation des protéines hautement conservée. Ce
complexe enzymatique multiprotéique catalyse la dégradation ATP-dépendante des protéines
et a donc un rdle central dans le controle de la qualité des protéines. Il est composé de deux

parties, un complexe catalytique 20S et un complexe régulateur 19S.
Il a ét¢ démontré chez la drosophile et les mammiféres que certaines sous-unités du
complexe 20S et 19S sont O-GlcNAcylées. Cette O-GlcNAcylation induit une inhibition de
I’activité du protéasome 26S en affectant sa fonction ATPasique [215; 359]. En outre UBA1
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(Ubiquitin-like modifier activating enzyme [), une enzyme responsable de [’activation de
I’ubiquitine, a été montré pour étre O-GlcNAcylée sans pour autant démontrer le role de cette

MPT sur cette enzyme et ’'UPS [217].

3.2.7.3.2. O-GlcNAcylation et dégradation des protéines
Il a été démontré que 1’inhibition de la O-GIcNAcylation conduit a une augmentation
de I’ubiquitinylation globale des protéines [217]. Suite a une carence en sérum ou a un
traitement a la nicotinamide, le facteur de transcription Spl est dé-O-GlcNAcylé, ce qui
conduit a sa dégradation par le protéasome [360; 361]. De méme, la O-GlcNAcylation de p53
sur la sérine 149 provoque une diminution de la phosphorylation de la thréonine 55 mais

¢galement de son ubiquitinylation [347].

3.2.74. Impact sur la transcription

La transcription des geénes peut étre régulée par la O-GlcNAcylation mais également
par la balance O-GlcNAcylation/phosphorylation. En effet, la O-GlcNAcylation de I’ARN
polymérase II au niveau de son domaine carboxyterminal (CTD), maintient celle-ci en phase
d’initiation. Par la suite, sa dé-O-GlcNAcylation suivie de sa phosphorylation permet le
passage en phase d’élongation [287]. En outre, I’OGT, via ses TPRs, forme un complexe avec
le CoR mSin3A recrutant des histones déacétylases au niveau des promoteurs engendrant
I’inhibition de la transcription via la déacétylation des histones [221]. Chez la drosophile, le
gene codant pour 1’Ogt a été localisé sur le locus du géne codant pour le groupe Polycomb
(PcG) qui est impliqué dans la répression des genes homéotiques lors du développement [362;
363]. En outre, la O-GIlcNAcylation de MLLS5, une histone lysine méthyltransférase, induit la
diméthylation de 1’histone H3K4 requis pour la transcription induite par l'acide rétinoique au
cours de la différenciation promyelocyte [364]. Récemment, il a été démontré que TET2
recrute I’OGT sur la chromatine augmentant ainsi la transcription via la O-GlcNAcylation de
I’histone H2B [292]. Enfin, I'extrémité C-terminale de I’enzyme OGA contient un domaine

acétyltransférase qui a été montré pour étre capable d'acétylation les histones in vitro [313].

3.2.7.5. Impact sur le cycle circadien
Des études récentes ont montré un role de la O-GIcNAcylation dans le cycle circadien.
L’inhibition de la O-GlcNAcylation des protéines par des inhibiteurs chimiques conduit a une

diminution de l’oscillation circadienne de Per2 (Period circadian protein homolog 2), une
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protéine impliquée dans le cycle circadien [285]. En outre in vivo, la perturbation de la O-
GlcNAcylation dans le foie affecte le rythme diurne de 1'homéostasie du glucose [222].
Plusieurs protéines impliquées dans le cycle circadien, telles que BMALI1 (4ryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator-like), CLOCK (Circadian locomotor output cycles kaput) et
PER2 sont O-GlcNAcylées. La O-GIcNAcylation, dépendante du cycle circadien, de BMALI
et CLOCK induit leur stabilisation par inhibition de leur ubiquitinylation, permettant ainsi de
réguler la transcription de genes impliqués dans le cycle circadien tels que Per2 ou Rev-erb
[222].

De plus, il est observé une compétition entre la O-GlcNAcylation et Ila
phosphorylation entre les sérines 662 et 674 de PER2 [285], région connue pour jouer un role
dans le syndrome familial de phase de sommeil avancé ou FABS (Familial advanced sleep-
phase disorder). En effet, chez ’Homme I’hypophosphorylation de la sérine 662 de PER2
provoque le syndrome FABS [365].

3.2.7.6. Impact sur le cycle cellulaire

Plusieurs études démontrent I’implication de la O-GlcNAcylation dans le cycle
cellulaire. En premier lieu I’inactivation du géne codant I’enzyme Emeg32 par recombinaison
homologue (Figure 19), provoque une inhibition de la voie HBP et une réduction de la
prolifération dans des fibroblastes embryonnaires de souris [366]. L’invalidation de I’enzyme
OGT dans ce méme type cellulaire engendre une augmentation de 1’expression de p27, un
inhibiteur du cycle cellulaire, ainsi qu’une baisse de la prolifération [294]. Chez le xénope,
I’inhibition de la déglycosylation par micro-injection de galactosyltransferase, inhibe 1’entrée
en phase M des ovocytes [236]. D’autres études démontrent que 1’alloxane bloque la
transition G2/M tandis que le PUGNACc accélere la maturation des ovocytes de xenope [301].
Il est observé une diminution du taux global d’O-GlcNAcylation concomitante a une
augmentation de 1’activité de I’OGA durant la transition G1/S. En outre, plusieurs membres
de la famille MCM (Mini-chromosome maintenance), impliqués dans les phases d’initiation et
d’¢élongation de la réplication de ’ADN chez les eucaryotes, sont O-GlcNAcylés de manicre

dépendante du cycle cellulaire [216].
3.2.8. O-GlcNAcylation et pathologies

Une dérégulation de la O-GlcNAcylation des protéines est associée a de nombreuses

maladies telles que le diabete de type 11, la maladie d’ Alzheimer ou le cancer.
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3.2.8.1. Impact de la O-GlcNAcylation sur la résistance a ’insuline

et diabete

Le diabete de type II est caractéris€¢ par une résistance a 1’insuline entrainant une
hyperglycémie chronique. Des études démontrent un lien entre la O-GlcNAcylation et le
diabete de type II. Chez des patients atteints de diabéte de type II, I’hyperglycémie et
I’hyperinsulinémie induisent une ¢élévation des taux d’UDP-GIcNAc [229]. Il a été démontré
que l’expression de I’insuline est régulée par la O-GIcNAcylation. En effet, PDX-1
(Pancreatic and duodenal homeobox 1) et NeuroD1, deux facteurs de transcription impliqués
dans la régulation de I’expression génique de I’insuline, sont régulés positivement par la O-
GlcNAcylation [218; 353]. En outre, Mafa (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog A), un autre facteur de transcription régulant I’expression de 1’insuline, est
régulé par le glucose et la voie HBP via sa O-GlcNAcylation [367]. La O-GlcNAcylation joue
¢galement un role dans la voie de signalisation a I’insuline. En effet dans des conditions
physiologiques, le PIP3 recrute ’OGT a la membrane plasmique ou ’OGT atténue la voie de
signalisation de I’insuline en favorisant la phosphorylation de I’'IRS-1 (/nsulin receptor
substrate 1) et en inhibant la phosphorylation de la thréonine 308 d’AKT. Des quantités
excessives de nutriments tels que le glucose conduisent a une augmentation aberrante de la O-
GlcNAcylation, compromettant ainsi l'action de l'insuline sur le métabolisme des glucides et
des lipides [289]. De plus, il est décrit que FoxO1 (Forkhead box protein OlI) favorise la
néoglucogenese via la régulation de la G-6-P et de la PEPCK, et que Iactivité
transcriptionnelle de FoxO1 est régulée positivement par la O-GIcNAcylation [368]. En outre,
la surexpression de la GFAT dans le muscle squelettique et dans le tissu adipeux chez des
souris entraine une résistance a I’insuline [369]. Un phénomeéne similaire est observé apres un
traitement par le PUGNAc ou une surexpression de I’OGT dans les adipocytes, le muscle, le

tissu adipeux et le foie [289; 369; 370].

3.2.8.2. Impact de la O-GlcNAcylation sur les maladies
neurodégénératives
Plusieurs études démontrent un lien entre la O-GIcNAcylation des protéines et les
maladies neurodégénératives. Tout d’abord, un grand nombre de protéines O-GIcNAcylées se
trouvent dans le cerveau et cette MPT joue un rdle clé dans la croissance des neurones, dans
I’apprentissage et dans la mémoire a long terme [226; 371]. Ensuite, les génes codants ’OGT

et ’OGA sont localisés dans des loci associés a des maladies neurodégénératives [270; 305;
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306]. En outre, une analyse par RNA-seq montre que les expressions des transcrits du gene
codant I’OGA sont affectées par 1’utilisation de promoteurs alternatifs dans les cerveaux de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer [372]. Parallelement, chez les patients atteints de
la maladie Alzheimer, il est observé dans le cerveau un métabolisme du glucose plus faible
[373] ainsi qu’une dérégulation de la O-GIcNAcylation des protéines [374] par rapport aux
patients sains. Dans cette maladie, la MPT de Tau (Tubulin associated unit), une protéine
neuronale associée aux microtubules, joue un role important. En effet, I’hyperphosphorylation
de Tau provoque son agrégation et une diminution de sa O-GIlcNAcylation [375]. De plus,
une surexpression de I’OGT conduit a une diminution de la phosphorylation de Tau et par
conséquent de son agrégation [376]. Dans les maladies neurodégénératives, il existe une
protéotoxicité due a 1’agrégation anormale de certaines protéines telles que Tau, 1’o-
synucléine ou la B-amyloide [377]. Il a été démontré que la O-GlcNAcylation est un
régulateur de la protéotoxicité dans des modeles de maladies neurodégénératives chez
Caenorhabditis elegans. DAF-16, un orthologue de la famille des facteurs de transcription
FOXO, régule la protéotoxicité chez Caenorhabditis elegans [378]. Il a été démontré que
I’inhibition de I’enzyme OGT dans ces modeles diminue la protéotoxicité via I’augmentation

de ’expression de DAF-16 (4bnormal dauer formation protein 16).

3.2.8.3. Impact de la O-GlcNAcylation sur le cancer

Plusieurs études démontrent un lien entre la O-GlcNAcylation et le cancer bien que
celles-ci semblent quelque peu contradictoires. En effet, deux études montrent que ’activité
enzymatique de ’OGA est augmentée dans des tissus issus de cancers du sein et de la
thyroide engendrant une diminution de la O-GlcNAcylation des protéines [379; 380].
Cependant des analyses effectuées sur des tumeurs de sein, de poumon ou de colon, montrent
que ’expression de I’OGT et de 'OGA est augmentée de maniere concomitante a une
¢lévation de la O-GIcNAcylation des protéines [381; 382]. En outre, chez des patients atteints
de leucémie lymphoide chronique, il est observé une augmentation de la O-GlcNAcylation
des protéines ainsi que de 1’expression protéique de I’OGT et de I’OGA par rapport aux
patients sains [383]. Une diminution de I’activité de la GFAT dans une lignée de cellules
tumorales mammaires (MCF7) est corrélée a un phénotype plus différencié ainsi qu’a une
prolifération moins importante par rapport aux cellules non traitées [225]. Enfin, il est

démontré que certains oncogénes ou suppresseurs de tumeurs sont régulés par la O-
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GlcNAcylation. En effet, il est décrit que la O-GlcNAcylation de p53, un suppresseur de

tumeur, entraine sa stabilisation et favorise sa fixation sur ces promoteurs cibles [347].

3.3. Modifications post-traductionnelles et co-régulateurs

Les co-régulateurs peuvent subir des MPTs et, selon I’acide aminé modifié, ceci peut
jouer sur leur activité, leur localisation cellulaire, leur interaction protéine-protéine et leur
stabilité (Tableau 2). Par exemple, il a ét¢ démontré que la SUMOylation du CoA SRC-3 sur
les lysines 723 et 786 avait pour conséquence de diminuer son activité de transactivation
contrairement a d’autres CoAs tels que SRC-1 et GRIP1 (Glucocorticoid receptor-interacting
protein 1) dont la SUMOylation augmente leur activité de transactivation [384]. De plus, la
phosphorylation de SRC-3 sur les sérines 505 et 509 par la GSK-3, entraine sa dé-
SUMOylation ainsi que sa mono-ubiquitinylation et par conséquent son activation. Au cours
de la transcription les sites d’ubiquitinylation de SRC-3 sont progressivement poly-
ubiquitinylés conduisant SRC-3 a sa dégradation par le protéasome 26S. Cette dégradation
permet ainsi de réguler I’activation de SRC-3 au cours du temps [384]. Indépendamment de la
phosphorylation des sérines 509 et 509, SRC-3 est également phosphorylé par diverses
kinases, telles que p38, IKK et MAPK sur d’autres sites. Ces différentes phosphorylations de
SRC-3 sont nécessaires pour la formation de complexes multiprotéiques divers et permettent
entre autre, a SRC-3 de réguler de maniere spécifique le récepteur aux oestrogeénes et le
facteur NF-kB [385]. La méthylation ou I’acétylation de SRC-3 conduit au désassemblage du
complexe co-régulateur et a sa dégradation [386; 387]. Ces différentes modifications
permettent de contrdler, I’activation et la dégradation de SRC-3 au cours du temps via divers
mécanismes de régulation impliquant des sites et des MPTs distincts. Il a ét¢ démontré que
PGC-1a, un co-activateur du récepteur nucléaire FXR et dont I’expression est contrdlée par
FOXO-1, est phosphorylé sur la thréonine 177 et la sérine 538 par I’AMPK et sur la sérine
570 par I’AKT. La phosphorylation de PGC-1a par I’AMPK augmente la fonction de co-
activation de PGC-1la [388], tandis que la phosphorylation de la sérine 570 quant a elle
semble inhiber I’activité de PGC-1a [389]. Ce co-activateur est également modifi¢ par la
SUMOylation et 1’acétylation sur la lysine 183 engendrant une diminution de I’activation
transcriptionnelle de PGC-1a sans pour autant modifier sa phosphorylation ou sa dégradation
[390]. En outre, il a été démontré que PGC-la était O-GIcNAcylé sur la sérine 333 et
interagissait avec I’OGT. Cette interaction augmente la O-GlcNAcylation de FOXO-1
augmentant ainsi son activité transcriptionnelle et par conséquent 1’expression de PGC-1la

[368]. De plus, des études récentes démontrent que SRC-1/2/5/6 sont O-GIcNAcylés dans des
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tissus du cortex cérébral de souris pouvant ainsi moduler leur activité, leur interaction

protéine-protéine et leur stabilit¢ [391]. Enfin, La phosphorylation des CoRs, NCOR et

SMRT, induit la dissociation du complexe et leurs exports vers le cytoplasme [392; 393].

Co-régulateurs MPTs Effets sur la régulation
CTBP1 Phosphorylation Perte de I’activité répressive
Phosphorylation Export nucléaire
NCOR SUMOylation Augmentation de I’activité répressive

Ubiquitinylation

Augmentation du « Turnover » de la protéine

PCBPI Phosphorylation Perte de la répression traductionnelle
Phosphorylation Augmente ’activité de transactivation
Meéthylation Diminue I’activité de transactivation
PGC- 1 a . . . . . . .
Acétylation Diminue I’activité de transactivation

O-GlcNAcylation

Augmente [’activité de transactivation

Phosphorylation Augmente ’activité répressive
RIP 1 40 . . . . . . . .
Arginine méthylation Diminue I’activité répressive
SHARP Phosphorylation Augmente la répression de transactivation
SMRT Phosphorylation Export nucléaire
SRC-1 Phosphorylation Augmente ’activité de transactivation
SRC-2 Phosphorylation Augmente ’activité de transactivation
Phosphorylation Augmente ’activité de transactivation
Ubiquitinylation Dissociation des protéines
SRC-3 . . . . .
Acétylation Augmente [’activité de transactivation
SUMOY lation Diminue ’activité de transactivation

Tableau 2 Impact des modifications post-traductionnelles sur certains co-régulateurs.

CTBPI : C-terminal binding protein 1, NCOR: nuclear receptor co-repressor PCBPI : poly(rC) binding protein
1, PGC-lo : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivatorl a, RIP140: nuclear receptor
interacting protein 1, SMRT: silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor, SRC-1/2/3:

nuclear receptor coactivator 1/2/3. D aprés [394]

34. Modifications post-traductionnelles et récepteurs nucléaires

Ce point a fait 1’objet d’une publication jointe en annexe: BERRABAH W,
AUMERCIER P, LEFEBVRE P AND STAELS B. (2011) « Control of nuclear receptor
activities in metabolism by post-translational modifications. » FEBS LETT, JUN 6;
585(11):1640-50.
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En plus de la régulation de l’activité transcriptionnelle des RNs par leurs ligands,
celle-ci peut étre modulée par des MPTs. Tout comme pour les co-facteurs, ces MPTs peuvent
modifier la stabilité, la localisation subcellulaire et également les interactions protéine-
protéine du RN modifié. De nombreux RNs ont été décrit pour régulés par la phosphorylation.
C’est le cas du RN PPARa dont Dactivité transcriptionnelle est augmentée aprés sa
phosphorylation par la PKC. Ces ¢tudes ont démontrés qu’il existait trois sites de
phosphorylations sur PPARa (Thr129, Ser179 et Ser230) dont la mutation en alanine était
corrélée a une diminution de la formation de I’hétérodimére PPARo/RXRa [395; 396].
Inversement, la phosphorylation par la PKA de HNF-4 diminue son activité transcriptionnelle
[397]. Fait intéressant, il a ét¢ démontré que la phosphorylation sur un méme site par des
kinases différentes peut avoir des impacts différents sur ’activit¢ du RN modifié. En effet, la
phosphorylation dans la région AF1 (Ser112) de PPARy par les MAPKs diminue 1’activité
trancriptionnelle du RN ainsi que le recrutement de co-facteurs [398]. Cependant la
phosphorylation sur ce méme site par des Cdks (cyclin dependant kinase) augmente 1’activité
transcriptionnelle de ce RN [399]. Par conséquent, la phosphorylation de PPARy sur la
Serl112 peut entrainer des résultats différents sur la transcription en fonction du contexte
physiologique et des kinases impliquées. En outre, Pourcet et al. ont démontré que la
SUMOylation de PPARa sur la lysine 185 diminue son activité transcriptionnelle en
favorisant le recrutement sélectif du complexe co-répresseur NCoR [400]. Des études
démontrent que la MPT d’un RN peut étre dépendante de la présence du ligand, d’un état
physiologique ou méme d’une autre MPT. Récemment chez ’Homme, il a été démontré que
RXRa est SUMOYyI¢ sur la lysine 108 de maniére ligand dépendant [401]. En outre, dans cette
¢tude, les auteurs ont démontré que cette SUMOylation dépendante du ligand était induite par
une inflammation dans le foie. Il a été démontré que 1’ubiquitinylation de PPARGS était réduite
en présence de ligand [402]. Tandis que la phosphorylation de Rev-erba par la GSK3p, au
niveau des sérines 55 et 59, diminue de son ubiquitinylation et donc de sa dégradation par le

systéme ubiquitine protéasome [403].

3.5. Modifications post-traductionnelles de FXR
Différentes études ont démontré que FXR pouvait subir des modifications post-
traductionnelles (MPT) telles que 1’acétylation, la phosphorylation, la SUMOylation,

I’ubiquitinylation et la méthylation (Figure 25). Ces différentes MPTs ont un impact sur la
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stabilité et I’activité transcriptionnelle de ce RN mais également sur la formation du complexe

RXR/FXR.

3.5.1. Acétylation

Une analyse par spectrométrie de masse a démontré que FXR est acétylé sur deux
sites, la lysine 157 (Lys157) située sur le DBD et la lysine 217 (Lys217) située dans la région
charniere [404]. Le taux d’acétylation de FXR est régulé¢ par D’acétylase p300 et la
désacétylase SIRT1. Des mutations sur la Lys157 et la Lys217 démontrent que 1’acétylation
de FXR conduit a une augmentation de sa stabilité mais empéche son hétérodimérisation avec
RXR, sa liaison a I’ADN et sa transactivation. L’acétylase p300 agit comme un co-facteur de
FXR, en effet en présence de ligands, p300 interagit avec FXR et ’acétyle inhibant ainsi son
hétérodimérisation avec RXR et sa fixation sur I’ADN. Cependant, cette interaction permet a
p300 d’acétyler les histones ce qui permet la transcription du géne cible de FXR, SHP [405].
En absence de ligand, SIRT1 désacétyle FXR ce qui provoque son ubiquitinylation, sa

dégradation par le protéasome et inhibe la transcription de SHP [404].
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Ubiquitinylation

A. Sites ?
Ser Ser Ser Lys Lys Thr Lys
122 132 154 157 Iz-gg Iz-ﬁ 275/277 442 460
NH, COOH
Régi
1 27 127 198 S0 45 472
charniére
B.
Modifications post- . P
. P Sites Enzymes Conséquences
traductionnelles
Ser132 PKC 1 activité transcriptionnelle
o
Phosphorviati Serl54 1 recrutement de co-facteurs
osphoryiation
Thrd42 PKCC 1 activité transcriptionnelle
Relocalisation nucléaire
Lvs157 1 stabilité
ys I T
. . X | hétérodimérisation avec RXR
Acétylation P300 (+ ligand .
ty (+ ligand) | fixation sur ADN
Lys217 activité transcriptionnelle via acétylation des histones
p Y
Lys157
Dé-acétylation SIRT1 (- ligand) 1 dégradation par le systéme ubiquitine protéasome
Lys217
PN . | stabilité
? ?
Ubiquitinylation ’ ’ MPT en relation avec acétylation
Lys122 fixation de FXR sur ses éléments de réponse
SUMO-1 P
SUMOvati Lys275 | activité transcriptionnelle
ylation
Lvs277 0 1 activité trans-répressive
S ?
4 1 recrutement de co-répresseur
hétérodimérisation avec RXR
Méthylation Lys206 Set7/9 1 hétérodin nav
1 activité transcriptionnelle

Figure 25 Sites de modifications post-traductionnelles de FXR et leurs conséquences.

A : Le récepteur nucléaire FXR peut étre régulé par plusieurs modifications post-traductionnelles (MPTs)
survenant sur ces différents domaines fonctionnels. B : Tableau récapitulatif des différentes MPTs de FXR et
leurs conséquences. A : acétylation, AF-1 : activation function 1, AF-2 : activation function 2, DBD : DNA
binding domain, K : lysine, LBD: ligand binding domain, M: méthylation, P, phosphorylation, S: SUMOylation.

3.5.2. Ubiquitinylation
Il a été montré que FXR est ubiquitinylé in vitro et dans les cellules HepG2 mais a
I’heure actuelle, les sites d’ubiquitinylations de FXR n’ont pas été identifiés [404]. En outre,
I’'ubiquitinylation de FXR peut étre corrélée avec son acétylation. En effet, nous avons vu
précédemment que la désacétylation de FXR par SIRT1, augmente son ubiquitinylation et sa
dégradation par le systéme ubiquitine protéasome. Ces résultats semblent démontrer que
I’activation des genes par FXR en réponse a ses ligands est régulée de maniére dynamique et

met en jeu la balance acétylation/dés-acétylation/ubiquitinylation.
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3.5.3. Phosphorylation

La kinase PKCa (Protein kinase C a) phosphoryle FXR sur les serines 135 (Ser135) et
154 (Ser154) situées au niveau du DBD [406]. Cette phosphorylation augmente 1’activité
transcriptionnelle de FXR en favorisant le recrutement de co-facteurs tels que PGC-la. FXR
est également phosphorylé par la PKCC (Protein kinase C () au niveau de la thréonine 442
(Thr442) et cette MPT augmente [’activité transcriptionnelle de FXR et controle sa
localisation nucléocytoplasmique [407]. Or, il est démontré que la PKCC est régulée par la
PLD2 (phospholipase D2) [408], elle-méme régulée par ’expression de FIC1 (Familial
intrahepatic cholestasis 1) [409]. La mutation du géne FICI conduit a la cholestase intra-
hépatique. Nous pouvons donc supposer que I’'une des causes de cette cholestase intra-
hépatique pourrait étre due a une dérégulation du métabolisme des ABs impliquant

I’altération de la phosphorylation de FXR par la PKCC via son activation par FIC1.

3.54. SUMOylation

In vivo et in vitro, deux sites de SUMOylation ont été identifiés au niveau des lysines
122 (Lys 122) et 275 (Lys275) (correspondant a la lysine 277 (Lys277) dans ’ancienne
séquence de référence : GenBank accession no. NM 005123;
www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/142360165) de la protéine FXR. La SUMOylation de FXR
au niveau de la lys277 régule la trans-répression anti-inflammatoire dans l'intestin, et peut
avoir un effet protecteur dans un modele souris de colite. En effet, il a été démontré que
I’activation de FXR par I’agoniste INT-747 augmente sa SUMOylation au niveau de la
Lys277 pré-requis pour le recrutement de co-répresseur tel que NCOR et ainsi augmenter la
trans-répression des genes de I’inflammation [410]. Une étude plus récente montre que la
SUMOylation des lysines 122 et 275 par SUMO-1 (Small ubiquitin-related modifier 1) dans
le foie diminue I’activité transcriptionnelle de FXR. En outre, cette étude démontre que la
protéine SUMO-1 est recrutée, apres activation de FXR par son ligand, au niveau des
promoteurs des génes cibles de FXR tels que BSEP, SHP ou OSTa/B diminuant ainsi la

fixation de FXR sur ses ¢léments de réponse [411].

3.5.5. Méthylation
Un étude récente a démontré que FXR est méthylé in vitro et in vivo au niveau de
lysine 206 (Lys206) situé dans la région charniére du RN, par la lysine méthyltransférase
Set7/9 [412]. En effet, ’activation de FXR par son ligand permet le recrutement de la
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méthyltransférase Set7/9 sur la chromatine des promoteurs des genes induits par FXR,
permettant la méthylation des histones H3 mais également du RN lui-méme. La méthylation
des histones et de FXR par la Set7/9 permet ainsi d’augmenter la formation de I’hétérodimere

FXR/RXR et I’activité transcriptionnelle de FXR.
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De nombreuses études démontrent une régulation de 1’expression et de I’activité¢ du
récepteur nucléaire FXR par le glucose. En effet, des études menées dans notre laboratoire
montrent que, dans les hépatocytes primaires de rat, I’expression de FXR est régulée par le
glucose [89]. 1l est également décrit que I’expression génique de FXR est augmentée dans des
modeles de souris diabétiques (db/db) [93]. En outre, nos travaux préliminaires ont montré
que certains genes cibles de FXR, tels que le kininogene, sont plus exprimés en réponse a un
traitement par le GW4064 a une concentration €levée en glucose (25 mM) comparées a une
concentration faible (1 mM) dans les cellules HepG2 (Figure 26).

Comme nous 1’avons décrit dans le chapitre « Contexte bibliographique », le glucose
est le substrat de nombreuses voies métaboliques [413]. Seulement 2 a 5 % du glucose
extracellulaire est métabolisé par la voie de biosynthése des hexosamines (HBP) faisant de
cette voie un détecteur cellulaire de I’état nutritionnel. Le métabolite final de la HBP, I’UDP-
GlcNAc, est le substrat d’une modification post-traductionnelle (MPT) réversible des
protéines appelée O-GlcNAcylation. Cette MPT, catalysée par ’enzyme OGT sur des résidus
sérines et thréonines de protéines de natures variées, joue un role important dans de nombreux
processus biologiques [216; 217; 221; 222; 285] et dans certaines pathologies humaines [289;
374; 379]. De nombreuses ¢tudes montrent que le glucose, via la O-GlcNAcylation, régule
Iactivité de certains récepteurs nucléaires impliqués dans le maintien de 1’homéostasie
métabolique, tels que LXR, PPARy ou GR [414-417]. Par conséquent, notre hypothese de
travail a ¢été fondée sur le fait que la modulation de I’expression et de 1’activité
transcriptionnelle de FXR par le glucose pourrait étre sous le controle de son O-

GlcNAcylation.
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Figure 26 Induction du kininogéne aprés traitement des cellules HepG2 par le GW4064.

Lactivation de FXR par le GW4064 dans les cellules HepG2, induit [’expression de genes cibles (ici
kininogene). L’induction du kininogene est beaucoup plus importante en présence d’un taux de glucose élevé
(25mM).
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Considérant que ’enzyme OGT catalyse la O-GlcNAcylation des protéines avec
lesquelles elle interagit [265], une interaction physique in vitro entre OGT et FXR a tout
d’abord été recherchée par la technique de GST-pull down (rétention protéique par
chromatographie d’affinité). Apres incubation de la protéine de fusion GST-FXRoa2 avec
I’enzyme OGT marquée radioactivement par ’isotope S*° (soufre 35), le complexe GST-
FXR02-OGT a été purifié par chromatographie d’affinité témoignant d’une interaction in
vitro entre FXR et OGT (Figure 27). Néanmoins, le traitement par le GW4064 n’influence pas
I’interaction entre la protéine de fusion GST-FXRa2 et OGT suggérant que I’interaction entre
ces deux protéines est indépendante de la conformation de FXR en réponse a la fixation de

son ligand (Figure 27).

+ # GST-hFXRal
+ GW4064

OGT

06T — a3 F,E

Figure 27 Interaction in vitro entre ’enzyme OGT et le récepteur nucléaire FXR.
La rétention protéique de la protéine GST-FXR s effectue en méme temps que la précipitation de I’enzyme OGT.

Ayant démontré que ’activité transcriptionnelle de FXR est sous le controle de la
concentration extracellulaire en glucose et que FXR et OGT interagissent in vitro, I’objectif
de ma these a été de montrer que FXR est une cible de la HBP et que les variations des flux

hépatiques du glucose affectent son expression et son activité transcriptionnelle.
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1. Introduction

De nombreuses études ainsi que nos résultats prélimininaires nous ont permis
d’émettre deux hypotheses de travail. La premiére étant que le glucose régule 1’activité
transcriptionnelle de FXR et la seconde que cette régulation est due a la modification post-
traductionnelle de ce RN par la O-GIcNAcylation. Afin de valider nos hypotheses de travail,
plusieurs modeles cellulaires in vitro humains (HepG2 et IHH) et murins (AML12) ont été

utilisés, ainsi qu’un modele murin in vivo (Souris C57B16/J).

2. Résultats
2.1. FXR est régulé par le glucose

Bien que I’expression protéique de FXR ne soit pas sensible aux variations de glucose,
les analyses de ChIP-PCR, ChIP-seq et de puce a ADN démontrent, apres activation par son
agoniste (GW4064), un recrutement de FXR plus important sur ces éléments de réponse. Ces
données montrent également que I’activité transcriptionnelle de FXR est beaucoup plus
¢levée a de fortes concentrations en glucose (25 mM ou HG) par rapport a des concentrations
basses en glucose (1 mM ou LG) (Figure 28). Ces résultats suggerent que le glucose

augmente la fixation de FXR sur ces éléments de réponse augmentant ainsi son activité

transcriptionnelle.
Basale vs GW4064

Condition LG

154 génes
(1.2<FC<?2)

1
LG vs HG ' Basale vs GW4064
Condition basale Condition HG
| 82 génes 1121 génes
(FC>2) (FC>2)

Figure 28 Représentation schématique des résultats obtenus par ’analyse de puce a ADN.

Dans les cellules HepG2, I'augmentation du taux du glucose cellulaire en condition basale est corrélée a une
diminution de [’expression des genes cibles de FXR. De maniere surprenante l’activation de FXR par son
agoniste (GW4064), bien que dans la condition bas glucose (I mM ou LG) tend a diminué 54 genes cibles de
FXR, augmente de maniere significative la quasi-totalité des genes cibles de FXR (121 sur 134) lorsque la
concentration en glucose est élevée (25 mM ou HG). Ces résultats démontrent une régulation différentielle de la
transcription des génes cibles de FXR par le glucose et son agoniste. Sont représentés en rouge les genes
régulés positivement et en vert ceux régulés négativement par le glucose ou le GW4064. FXR : farnesoid x
receptor, HG, haut glucose, LG : bas glucose.
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2.2, FXR est O-GlcNAcylé sur la sérine 62

Par la technique de O-GlcNAcylation in vitro de la protéine FXRa2 humaine, nous
avons démontré que FXR peut étre O-GlcNAcylé. Par chromatographie d’affinité a la lectine,
cette MPT de ce récepteur nucléaire a ¢té validée in vitro et in vivo a partir de protéines issues
de cellules d’hépatocarcinome humain (HepG2) et de foie de souris contrdles (FXR™") et
déficientes en FXR (FXR™) (Figure 29 A). Nous avons déterminé que cette O-GlcNAcylation
de FXR est dépendante du taux de glucose cellulaire. Nous avons démontré par co-
immunoprécipitation que FXR interagit avec les enzymes OGT et OGA facilitant ainsi son O-
GlcNAcylation et sa dé-O-GlcNAcylation. Des analyses bioinformatiques ont permis
d’identifier des sites potentiels de O-GlcNAcylations présents sur la séquence protéique du
récepteur nucléaire FXRa2 humain et notamment la sérine 62, localisée sur la région N-
terminale (Figure 29 B). La mutation de la sérine 62 en alanine, qui empéche sa MPT par la
O-GlcNAcylation, diminue la capture de FXR par la lectine sSWGA. En conclusion, nous
pouvons affirmer que FXR est O-GIcNAcylé et que cette modification s’effectue notamment

sur la sérine 62 (Figure 29 C).

A. FXR est O-GlcNAcylation in vivo C. Mutation de la sérine 62
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Figure 29 FXR est O-GlcNAcylé sur la sérine 62.

A. FXR est O-GIcNAcylé dans le foie de souris. La glucosamine (0.5 M GIcNH,) a été utilisé comme contréle
spécifique. B. Analyse bioinformatique des sites potentiels d’O-GlcNAcylation de FXR. C.Chromatographie a la
lectine du mutant S62A et de son contréle (S654) et impact sur [’activité transcriptionnelle de FXR. La mutation
de la sérine 62 en alanine diminue la O-GIlcNAcylation total de FXR de maniére concomitante a une diminution
de son activite transcriptionnelle. sSWGA : succinylated wheat germ agglutinin, FXR : farnesoid x receptor,
GIcNH, : glucosamine.
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2.3. L’activité transcriptionnelle de FXR est régulée par la O-GlcNAcylation

Cette étude a permis de démontrer par des techniques de simple et double hybride que
la surexpression de 1I’enzyme OGT, et donc de la O-GIlcNAcylation, augmente 1’activité
transcriptionnelle de FXR sans altérer sa capacité a interagir avec des co-facteurs tels que
SRC-2/NCoA2. Tandis que la diminution de la O-GlcNAcylation par inhibition de l'activité
ou I’expression des enzymes GFAT et OGT par des inhibiteurs chimiques ou par ARN
interférent diminue 1’expression génique et protéique de FXR dans différents modeles
hépatocytaires humains et murins (Figure 30). Ceci confirme les résultats précédemment
obtenus dans notre laboratoire qui montrent que le glucose augmente 1’expression protéique et
I’activité du récepteur nucléaire FXR [89]. Nous avons également découvert, grace a 1’analyse
par simple hybride, que la mutation de la sérine 62 diminue 1’activité transcriptionnelle de ce
récepteur nucléaire. En conclusion nous avons démontré que [’activité transcriptionnelle de
FXR est régulée par la O-GlcNAcylation via particuliecrement la MPT de la sérine 62 (Figure
29 B).
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Figure 30 La O-GlcNAcylation de FXR régule son activité transcriptionnelle.

Dans les cellules IHH, ['inhibition de 1’O-GlcNAcylation des protéines (A) par ARN interférent (siOGT) est
corrélée a une diminution de ['activité de transcriptionnelle de FXR (B). Inversement, [’augmentation de
lactivité transcriptionnelle de FXR (B) est concomitante a une augmentation de [’O-GlcNAcylation totale des
protéines par siOGA (A).

24. La O-GIlcNAcylation stabilise FXR
Cette étude nous a permis de démontrer que la O-GlcNAcylation stabilise FXR sous sa
forme activée. En effet, nous avons effectué¢ une analyse de la stabilité du FXR glycosylé et
du FXR non glycosylé, en utilisant la cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthése
protéique, sur des cellules HepG2 pré-traitées ou non pendant 4 heures avec 40 uM d’un

inhibiteur de la voie de biosynthése des hexosamines (HBP), le DON (6-diazo-5-oxo-L-
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norleucine). Nous remarquons que lorsque FXR n’est pas activé par son ligand, une
décroissance équivalente entre les cellules pré-traitées et non pré-traitées par le DON est
observée. Cependant, la présence du ligand, ici le GW4064, augmente la demi-vie de FXR et

celle-ci diminue lorsque FXR est non glycosylée. Nous pouvons donc en déduire que la O-

GlcNAcylation stabilise la protéine FXR sous sa forme active (Figure 31).

-
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—
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DON (40 pM)
GW4064 (2 M)
DON + GW4064
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Temps de traitement (heures)
Cyclohéximide (100 pV)

Figure 31 Représentation graphique de la décroissance protéique du récepteur nucléaire FXR.

Les cellules HepG2 ont été pré-traitées ou non avec un inhibiteur de la voie HBP (DON) pendant quatre heures.
Suivi d’un traitement avec un inhibiteur de la synthése protéique (cycloheximide, CHX). L’analyse
densitométrique des résultats de western blot par rapport au contréle de charge a été réalisée grdce au logiciel
Gene Tools (Syngene). La protéine FXR est plus stable sous sa forme active (demi-vie ~ 9h) que inactive (demi-
vie ~ 3h00). En absence de ligand, une décroissance protéique équivalente du FXR O-GlcNAcylé et non O-
GlcNAcylé est observée (demi-vie ~ 3h30). Cependant, le FXR non glycosylé (6h30) a une demi-vie plus courte
que le FXR glycosylé (~ 9h) en présence du GW4064. Ces résultats montrent que la O-GlcNAcylation stabilise
la protéine FXR sous sa forme active.

2.5. Le glucose influence ’activité des complexes co-répresseurs de FXR

Bien que le glucose et la O-GlcNAcylation ne semblent pas altérer 1’interaction de
FXR avec ces co-activateurs, il semblerait que le glucose influence, via un mécanisme encore
inconnu, I’activité des complexes co-répresseurs. En effet, a des concentrations élevées en
glucose (25 mM) et apres activation par le GW4064, nous pouvons observer la formation
d’un complexe entre le co-répresseur SMRT et le récepteur nucléaire FXR sur les éléments de
réponse des genes du kininogene et de SHP (Figure 32 A). Cependant, ce complexe ne semble
pas altérer ’activité transcriptionnelle de FXR puisque 1’inhibition de I’expression du co-
répresseur SMRT par ARN interférent n’affecte pas I’expression des génes cibles. En
revanche, a des concentrations faibles en glucose (1 mM), I’inhibition par des inhibiteurs
chimiques des histones désacétylases (TSA, trichostatin A), dont certaines (HDAC3) sont
connues pour interagir avec SMRT [55], augmente [’activité transcriptionnelle de FXR

(Figure 32 B). Il y aurait donc deux mécanismes par lequel le glucose influencerait ’activité

- 108 -



Résultats

de FXR. Le premier a bas glucose impliquant les complexes co-répresseurs et le second a haut
glucose impliquant un mécanisme encore inconnu mais faisant intervenir une sensibilité plus

importante aux GW4064.
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Figure 32 Le glucose régule 'activité des complexes co-répresseurs.

Dans les cellules HepG2, [’activation de FXR par son agoniste (GW4064) ne permet pas le relargage du co-
répresseur SMRT (A). Cependant, [’activité du co-répresseur SMRT semble étre régulé par le glucose. En effet,
contrairement a bas glucose, nous n’observons aucune altération de ’activité transcriptionnelle de FXR apres
traitement a la TSA a des concentrations élevée en glucose (B). FXR: farnesoid x receptor, HG: haut glucose,
KNG: kininogen, LG: bas glucose, SHP: small heterodimer partner, SMRT: silencing mediator for retinoid and
thyroid hormone.

3. Conclusion

Ces travaux de these sur la « régulation du récepteur nucléaire Farnesoid X Receptor
(FXR) par la voie de biosynhtése des hexosamines » nous ont permis pour la premiere fois de
de montrer, via un mécanisme moléculaire, la régulation du récepteur nucléaire FXR par le
glucose. En effet, nous avons établis dans un premier temps que les flux de glucose régulent
I’expression des genes cibles de FXR de maniere différente selon 1’état d’activation de FXR.
En outre, nous démontrons qu’en fonction du type de lignée cellulaire et de I’espece étudiés le
glucose régule de manicre spécifique I’expression génique et protéique de FXR. Dans un
second temps, nous avons établi que FXR interagit avec les enzymes d’O-GlcNAcylation
favorisant ainsi son O-GIcNAcylation et sa dé-O-GlcNAcylation in vitro et in vivo. En outre,
nous avons démontré que cette modification post-traductionnelle de FXR est plus importante
lorsque la concentration en glucose est ¢élevée in vivo et in vitro (cellules cultivées a une
concentration €levée en glucose ou souris renourris). De plus, nous démontrons que la sérine
62 (S62) est le site majeur d’O-GlcNAcylation de FXR mais que celui-ci n’est pas ’'unique
site d’O-GlcNAcylation de ce récepteur nucléaire. Nous avons par ailleurs prouvés que la

voie de biosynthése des hexosamines stabilise de maniere spécifique FXR activé par son

- 109 -



Résultats

ligand en diminuant sa dégradation par le systéme ubiquitine protéasome. Enfin, nous avons
démontré que le glucose via la O-GlcNAcylation de la sérine 62 de FXR augmente son
activité transcriptionnelle en inactivant notamment le complexe co-répresseur SMRT via un
mécanisme encore inconnu.

VY VYV Ligands de FXR

Glucose
i @ 0-GicNAC

HBP

|

111 UDP-GIcNAc

\

O-GIcNAcylation
sur la Ser62

111 FXR O- 111 Fixation de FXR
GlcNAcylation sur les FXREs

Figure 33 Représentation schématique de I'impact du glucose et de la O-GlcNAcylation sur FXR.

L augmentation du glucose dans les cellules favorise la production d’'UDP-GlcNAc via la voie HBP. Ceci
permet une augmentation de la O-GlcNAcylation de FXR notamment sur la sérine 62. Cette MPT stabilise le
récepteur nucléaire activé par son ligand et engendre une fixation plus importante de FXR sur les FXREs
résultant d’'une augmentation de I’activité transcriptionnelle. Dans ses conditions, bien que FXR soit lié au co-
répresseur SMRT, ce dernier est inactivé par le glucose via un mécanisme encore inconnu. FXR : farnesoid x
receptor, HBP : hexosamine biosynhtetic pathway, G : O-GIcNAc, HDAC : histone deacetylase, SMRT :
silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor.

Ces résultats sont présentés dans la publication I :
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Dépendante du taux de glucose cellulaire [418], la O-GlcNAcylation est une MPT
ciblant plusieurs centaines de protéines dont certains récepteurs nucléaires [419]. D’un point
de vue fonctionnel, la O-GlcNAcylation affecte directement leur activité transcriptionnelle
bien qu’il ne se dégage pas de consensus autour du type de modulation qu’elle induit. En
effet, alors que la O-GlcNAcylation de LXR accroit son activité transcriptionnelle hépatique
contribuant ainsi a son role reconnu de senseur nutritionnel [415], des résultats plus récents
montrent que la O-GIcNAcylation de PPARY diminue son activité transcriptionnelle dans un
modele cellulaire in vitro de différentiation adipocytaire suggérant que le métabolisme du
glucose par la voie HBP pourrait avoir un rdle inhibiteur dans ce contexte [416]. Par ailleurs,
nos résultats montrent, dans différents modeles cellulaires hépatiques, que la O-
GlcNAcylation de FXR, au travers de son interaction directe avec I’enzyme OGT, potentialise
son activité transcriptionnelle. Par conséquent, I’ensemble de ces résultats témoigne de la
complexit¢ du mécanisme d’action de la O-GIcNAcylation lié a la nature du récepteur

nucléaire ciblé, au contexte cellulaire et aux effets du glucose dans ces situations.

La voie de biosyntheése des hexosamines et la O-GIcNAcylation jouent un rdle dans la
réponse a I’insuline, le développement de la résistance a l'insuline, 1’obésité et le diabéte de
type II. En effet, de nombreuses études montrent que 1’augmentation de la O-GIcNAcylation
totale des protéines par une alimentation riche en sucre, 1’utilisation d’inhibiteur chimique ou
par une surexpression de la GFAT ou de I’OGT ont des impacts sur la voie de signalisation a
I’insuline et engendre une résitance a I’insuline dans de nombreux organes [370; 420-423].
Chez des patients diabétiques et dans des modéles animaux de diabétes, il est observé une
augmentation du « pool » et une altération de la composition en acides biliaires [89; 424] ainsi
qu’une inhibition de I’expression geénique et de [’activité transcriptionnelle du récepteur
nucléaire FXR. Au vu de la dérégulation de FXR et de I'impact de la O-GIcNAcylation dans
ces modéles physiopathologiques, il serait interessant d’indentifier 1’état d’O-GlcNAcylation
de FXR ainsi que son impact sur son expression génique, sa stabilité et son activité

transcriptionnelle.

Alors que le contexte physiologique semble revétir un role fondamental dans le
mécanisme d’action de la O-GlcNAcylation des récepteurs nucléaires, notamment FXR, il
n’en reste pas moins que I’aspect moléculaire constitue également un aspect important. En
effet, la O-GlcNAcylation n’est pas 'unique MPT de FXR qui est également la cible de
I’ubiquitinylation [404], la SUMOylation [410; 411], la phosphorylation [406; 407],

-123 -



Discussion et perspectives

I’acétylation [404; 405] et la méthylation [412]. A ce jour, les relations entre ces différentes
MPT de FXR et leur impact sur la fonctionnalit¢é de ce récepteur sont imparfaitement
connues. Néanmoins, plusieurs études décrivent que la O-GlcNAcylation et la
phosphorylation peuvent opérer sur des résidus communs [241; 342] suggérant une relation
potentielle entre ces deux MPTs dans le mécanisme d’action de FXR en réponse au glucose.
Cette dernic¢re hypothese n’a pas été explorée dans cette étude bien que nous ayons identifi¢
une O-GlcNAcylation sur la sérine 62 (S62) de FXR. L’ensemble de ces données indique que
I’analyse exhaustive des MPTs de FXR et de leurs interactions pourrait permettre de mieux
définir leur mode d’action. Toutefois, ces analyses devront également prendre en
considération une composante supplémentaire liée a ’activation de FXR de facon dépendante
d’un ligand. Dans ce contexte, bien que nos résultats montrent que la O-GlcNAcylation de
FXR est indépendante de la fixation de son ligand, nous démontrons que la présence du ligand
contribue a stabiliser la protéine. Corroborant des résultats obtenus sur le récepteur nucléaire
ER-B [344], nos données sous-tendent que la O-GlcNAcylation de FXR activé par son ligand
modulerait son activité transcriptionnelle a travers un mécanisme de stabilisation protéique
potentiellement li¢ a I’inefficacité du systéme ubiquitinylation/proteasome décrit pour les

protéines glycosylées.

Bien que les résultats précédents évoquent 1’hypothése d’un role de la O-
GlcNAcylation de FXR sur la stabilisation du récepteur, celle-ci n’est pas mutuellement
exclusive d’une hypothése d’un recrutement différentiel de cofacteurs dépendant du statut de
glycosylation de FXR. En effet, la O-GIlcNAcylation des protéines peut affecter les
interactions protéine-protéine comme 1’ont montré Hiromura ef al. entre le facteur de
transcription YY1 glycosylé et la protéine du rétinoblastome (pRb) [356]. Par conséquent,
sachant que plusieurs cofacteurs transcriptionnels de FXR ont été décrits [425], I’influence de
son O-GlcNAcylation sur I’interaction avec plusieurs d’entre eux a été recherchée par la
technique de double hybride en cellules HepG2 en réponse au ligand GW4064 et a des
concentrations variables en glucose. Comme attendu, 1’absence de ligand conduit a une
interaction entre FXR et SMRT alors que I’activation de FXR par son ligand entraine son
interaction avec SRC2 indépendamment de la concentration en glucose. De manicre plus
surprenante, I’interaction entre FXR et SMRT est maintenue en réponse au ligand et a une
concentration élevée de glucose. Cette derniére observation est corroborée par des
expériences de ChIP montrant que SMRT est présent sur les promoteurs de certains genes

cibles de FXR (SHP et KNG1) en réponse a un traitement par le GW4064 et a une
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concentration ¢élevée de glucose. Par conséquent, ces données suggérent que la O-
GlcNAcylation de FXR n’influence pas son interaction avec SRC2 alors que la O-
GlcNAcylation de FXR activé conduit a son interaction avec SMRT. Compte tenu de la
présence du corépresseur SMRT sur les promoteurs des geénes cibles de FXR activés, des
analyses complémentaires sont requises pour explorer les mécanismes moléculaires
expliquant ce phénomeéne. Une piste de réflexion est néanmoins envisageable au regard de nos
résultats montrant que 1’inactivation chimique des complexes corépresseurs (SMRT/HDAC) a
faible concentration de glucose augmente 1’expression d’un geéne cible de FXR en réponse a
son ligand alors que ce phénomene n’est pas observé a une concentration élevée en glucose.
Sans toutefois apporter de réponses formelles, ces données suggerent que la O-GlcNAcylation
de FXR pourrait affecter la fonctionnalité¢ des corépresseurs avec lesquels il interagit sans en

modifier le degré d’interaction.

L’ensemble de nos données montre que la O-GlcNAcylation de FXR affecte ses
fonctionnalités hépatiques par le biais de mécanismes moléculaires originaux que nous avons
partiellement décrits. Néanmoins, FXR est exprimé dans d’autres tissus ou il y joue des roles
importants [426] et la O-GlcNAcylation des protéines est un mécanisme de régulation
fondamental dans de nombreux autres tissus « métaboliques » sensibles au variations de
concentration en glucose [427; 428]. Par conséquent, afin de mieux définir les fonctionnalités
de FXR dans la régulation périphérique du métabolisme, des études des MPTs de FXR,
notamment la O-GlcNAcylation, dans I’intestin ou le pancréas pourraient étre envisagées.
Ceci serait d’autant plus intéressant que des travaux récents menés au laboratoire montrent
que FXR joue un rdle original dans le métabolisme glucidique de I’intestin (Trabelsi S et al,
manuscrit en préparation). De plus, I'impact de la O-GlcNAcylation de FXR dans la
régulation central du métabolisme pourrait également constituer une piste d’exploration
intéressante. En effet, la O-GlcNAcylation des protéines est un phénoméne fréquent et
important au niveau cérébral [226; 371] alors qu'une étude récente rapporte que FXR est
exprimé dans le cerveau chez ’Homme sans pour autant démontrer son role dans cet organe
[84]. Compte tenu de I'importance de la O-GlcNAcylation de FXR au niveau hépatique, il
semble clair que ce mécanisme pourrait également jouer un role fondamental dans le controle

périphérique et central du métabolisme.

Cette these montre 1’importance de la régulation de FXR par le glucose. En effet dans

différentes lignées hépatiques humaines et murines, le glucose via la O-GlcNAcylation,
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augmente 1’activité transcriptionnelle de FXR, son expression génique et protéique. Méme si
dans un contexte physiopathologique, il serait intéressant de réguler I’activité de FXR via son
O-GIcNAcylation, il faudrait pour cela moduler I’activit¢ des enzymes OGT et OGA. Or,
contrairement a la phosphorylation ou il existe des centaines de kinases et de phosphatases,
cet unique couple d’enzymes est responsable de la régulation globale de la O-GlcNAcylation
des protéines. En conséquence, la modulation de cette modification post-traductionnelle ne

peut se faire de sa maniére ciblée, réduisant 1’application thérapeutique de cette approche.
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Chapitre 5 :

Materiels et methodes
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1. Cultures cellulaires

Les lignées cellulaires hépatocytaires humaines HepG2 (Hepatocellular carcinoma
human) et IHH (Immortalyzed Human Hepatocytes) [429] ainsi que la lignée cellulaire
hépatocytaire murine AML12 (Alpha mouse liver 12) sont cultivées a 37 °C en atmosphere
humide a 5 % CO; dans du milieu complet et par la suite sevrées de glucose pendant une nuit
dans du milieu de sevrage adapté aux différentes lignées cellulaires (Tableau 3). Elles sont
traitées pendant 24h dans le milieu de sevrage a une concentration en glucose et en GW4064

adaptée aux types cellulaires utilisés (Tableau 4).

2. Etudes sur les animaux

Plusieurs études ont été effectuées sur des souris males C57Bl6/] agees de 11
semaines, déficientes ou non pour FXR et/ou soumises a un régime spécifique. En effet,
certaines de ces souris sont mises a jeun pendant 24 heures et ensuite réalimentées ou non
pendant 16 heures avec un régime riche en glucides (Harlan Labs, TD88122, 48,5% de
fructose) et leur eau de boisson est additionnée de 20 % glucose. Les souris sont ensuite
euthanasiées et les parametres biochimiques sanguins sont déterminés. Les foies sont prélevés

et congelés dans l'azote liquide pour une analyse ultérieure.

3. Extraction d’ARN
L’ARN total des cellules HepG2, IHH, AMLI2 et des foies de souris est extrait a
I’aide du kit NucleoSpin® RNA II columns (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). La quantité

d’ARN total obtenue, ainsi que le degré de pureté, sont déterminés a I’aide du
spectrophotomeétre Nanodrop ND-1000 (ThermoScientific, Illkirch, France). La transcription
inverse est réalisée en utilisant le kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). La quantité totale d’ARN pour la transcription inverse est ramenée pour chaque

échantillon a 1pg.

4. PCR quantitative

Le tableau 5 représente les séquences des différentes amorces humaines et souris
congues grace au logiciel Primer 3. Toutes les amorces ont été testées sur les différents
¢chantillons afin de définir leur gamme de linéarité ainsi que leur concentration optimale
d’utilisation. Une séparation sur gel d’agarose (2 %) des amplicons est effectuée afin de
vérifier I’homogénéité du produit de PCR. Le niveau d’expression de ces geénes est mesuré

dans les échantillons par une analyse en qPCR.

- 128 -



Matériels et méthodes

Nom du milieu Produits Référence
DMEM GlutaMAX™ GibcoBRL # 31966
10 % sérum de veau foetal Lonza # 9SB024
Complet HepG2
10 U/mL pénicilline / 10 pg/mL streptomycine GibcoBRL # 15140
1 % d’acides aminés non essentiels GibcoBRL # 11140
DMEM w/o glucose GibcoBRL # 11966
10 % sérum de veau feetal préalablement traité au
Lonza # 9SB024
charbon/dextran
10 U/mL pénicilline / 10 pg/mL streptomycine GibcoBRL # 15140
Sevrage HepG2
1 % d’acides aminés non essentiels GibcoBRL # 11140
2 mM L-glutamine GibcoBRL # 25030
1 % de sodium pyruvate GibcoBRL # 11360
1 mM Glucose (2.5M) Sigma #G8769
Williams" Medium E GibcoBRL # 22551
10 % sérum de veau foetal InVitrogen # 41G5893P
10 U/mL pénicilline / 10 pg/mL streptomycine GibcoBRL # 15140
Complet ITHH
2 mM L-glutamine GibcoBRL # 25030
20 mU/mL insuline bovine Sigma # 15500
50 nM dexaméthasone Sigma # D1756
DMEM w/o glucose GibcoBRL # 11966
0.1 % sérum albumine bovin sans acide gras InVitrogen # 41G5893P
10 U/mL pénicilline / 10 pg/mL streptomycine GibcoBRL # 15140
Sevrage IHH
2 mM L-glutamine GibcoBRL # 25030
20 mU/mL insuline bovine Sigma # 15500
1 mM Glucose (2.5M) Sigma #G8769
DMEM/F12 Dutscher # P04-41250
10 % sérum de veau foetal InVitrogen # 41G5893P
5 pg/ml insuline humaine Sigma # 19278
Complet AML12
5 pg/ml transferrine humaine Sigma # T1147
5 ng/ml sélénium Sigma # S9133
40 ng/ml dexaméthasone Sigma # D1756
DMEM/F12 sans L-Glutamine sans Hepes sans Glucose Dutscher # L0091
0.1 % sérum albumine bovin sans acide gras InVitrogen # 41G5893P
5 pg/ml insuline humaine Sigma # 19278
Sevrage AML12
5 pg/ml transferrine humaine Sigma # T1147
5 ng/ml sélénium Sigma # S9133
1 mM Glucose (2.5M) Sigma #G8769

Tableau 3 Les différents milieux de cultures et de sevrages utilisés.
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Confluence Concentration en Concentration en glucose
Cellules Particularité
des cellules GW4064 Bas glucose Haut Glucose
ChIP-séq: 5,5
HepG2 500 000 2 uM 25 mM
mM glucose
Cultivées sur
1 mM
IHH boites 1 000 000 5uM 11 mM
gélatinées
AML12 N/A 500 000 2 uM 17.5 mM
Tableau 4 Particularité, concentration en GW4064 et en glucose utilisées selon les différents types
cellulaires.
Espece Nom SENS ANTI-SENS
36B4 CATGCTCAACATCTCCCCCTTCTCC GGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAG
Kininogen TTCTGAGACACGGCATTCAG AAGTTCAATCCAGCCACCAC
Fibrinogen GTCATGCAGCCAATCCAAAC GGGCCTGATCTTCATACTCATC
FGF19 GGAGGAAGACTGTGCTTTCGA CTTCTCGGATCGGTACACATTG
hFXRall CCAACCTGGGTTTCTACCC CACACAGCTCATCCCCTTT
FXR1-2 CCCAGAGGACCTGCCACTTG ATGGGATCAAAAATGAATCTCATTGAA
FXR3-4 CCCAGAGGACCTGCCACTTG ATGGGATCAAAAATGAATCTCATTGAA
Humain LPK CTTTACCGTGAACCTCCAGAAG GTCACCACAATCACCAGGTCT
BSEP TGCACCGTCTTTTCACTTTCTG GGGCCATTGTACGAGATCCTAA
OGT TTGGTAGCAGCGGGTGACAT TTTGAGCAGGTTCCCCAGGT
OGA CTGGGCCCGTACAAAGGAAG TACCAGGTGGCAAGGGTGTG
SHP GGAATATGCCTGCCTGAAAG TCGGAATGGACTTGAGGGT
GFAT1 GGCGAGGTAGCCCTCTGTTG AAGGCAGGTTGTGCTGTCCA
GFAT2 CAGAGACCATCGCCAAGCTG CGAATGCACCTTCCAACTGC
NCOR GCAGCTAACTTCATAGACGTGATCA AAGATAAGCTACTAGAAGAGTCTGAACTTTGA
SMRT AAGTCCATCCTCACGTCCAC TGAAGCACACTGGGTCTCTG
FXRall CCTGAGAACCCACAGCATTT GTGTCCATCACTGCACATCC
FXR1-2 TGGTCCTCAAATAAGATCCTTGG TGGGCTCCGAATCCTCTTAGA
FXR3-4 CGTCCGGCACAAATCCTG GGGCTTAGAAAATCCAATTCAGATTA
Kininogen ATGCAGGGGAGGACAGAAGG GGGCCCCAGTGTCATATGGT
BSEP GTCTGACTCAGTGATTCTTCGC GAGCAATGCGCACACACTTC
SHP CCAGGATGCTGTGACCTTCG CTGCAGCCAGTGAGGGTTGT
Souris LPK CAACCTCCCCACTCAGCTAC CCCTTCACAATTTCCACCTC
MDRI GCCTTTGGAGGACAACAGAA CAAGGATGTCCCATACCAGA
OSTb GGTCCAGGGCCAGAAACATC TGCCAGGATGCTCCTTCTCA
GFAT1 ACCCCCAGCGCTCTGATAAA TTGACGAGCTTGGCAATGGT
GFAT2 TGGGCGATAAAGCTGTGGAA AGCGCTTGACTCGGTGAATG
OGT GCAGCAGGTGACATGGAAGG TTTGAGCAGGTTCCCCAGGT
OGA GAGCAGGAGGTGTTGCCAGA GCAAGCCATCATGCTTTTGG

Tableau 5 Séquence des amorces utilisées en PCR quantitative pour les génes humains et souris

Apres une étape de dénaturation a 95°C pendant 20 secondes, 40 cycles

d’amplification sont effectués selon le protocole suivant: dénaturation a 95°C, 3 secondes;
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hybridation et polymérisation a 60°C, 30 secondes. L’expression des genes cibles est
normalisée par rapport a I’expression de I’ARN ribosomal 18S ou 36B4/RPLPO (Applied
Biosystems). Les niveaux d’induction des geénes cibles sont calculés en utilisant la méthode

comparative des Ct (cycle seuil).

5. Extraction de protéines

Les protéines des cellules HepG2, IHH et AMLI12 sont extraites a I’aide d’un tampon
contenant 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) ; 150 mM NaCl ; 1 mM Na,EDTA; 1 mM EGTA ; 1 %
Triton ; 2,5 mM sodium pyrophosphate ; 1 mM B-glycerophosphate ; 1 mM Naz;VOy ; 1 pg/ml
leupeptine et 1| mM PMSEF. Par la suite, les cellules sont soumises aux ultrasons pendant 5
minutes avec un cycle de 30 sec OFF/ 30 sec ON a I’aide du Bioruptor (Diagenode, Liege,
Belgique) a intensité maximale. Aprés une centrifugation a 4°C a 13 000 g, le surnageant est

récupéré et les protéines sont dosées.

6. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé a 1’aide du Coomassie Protein Assay Kit (Pierce).
La droite d’étalonnage est effectuée a I’aide d’une gamme de BSA (Bovine serum albumin)
allant de 0 a 4 pg. La lecture de I’absorbance est réalisée a 595 nm grace au MRX Revelation

microtiter plate reader (Thermo Labsystems).

7. Séparation, transfert et révélation des protéines: Western Blot

Les extraits protéiques cellulaires ou tissulaires sont séparés dans un tampon 1X TG-
SDS (pH 8,5) (EUROMEDEX) par ¢€lectrophorése monodimensionnelle dans un gel avec un
rapport acrylamide/bis-acrylamide de 8 %. Apres le transfert des protéines sur une membrane
de nitrocellulose (Amersham Biosciences) pendant deux heures a froid et a 100 V (Biorad),
celle-ci est saturée dans du tampon TBST (1X Tris-Buffered Saline et 0.01% Tween 20)
(Euromedex) contenant 3 % de lait (Biorad) pendant une heure a température ambiante sous
agitation lente. Par la suite la membrane est incubée dans le tampon TBST contenant 3 % de
BSA (Euromedex) avec les différents anticorps primaires (Tableau 6) une nuit a 4°C sous
agitation lente. Apres cinq lavages de cinq minutes avec du TBST et une incubation avec les
anticorps secondaires spécifiques directement couplés a la peroxydase et dilués au 1/5 000 ou
1/10 000 (CTD110.6) dans le tampon TBST contenant 3 % de BSA sous agitation lente, la
membrane est lavée cinq fois cinq minutes avec du TBST. Enfin, les protéines d’intéréts sont

révélées a ’aide du SuperSignal West Femto Substrat chimiluminescent (Thermo Scientific,
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Illkirch, France). Les images sont acquises sur une G-box (Syngene, Cambridge, Royaume-
Uni) sous forme de fichiers TIF et traitées avec Corel CorelDraw X3 et Photopaint X3

conformément aux directives établies.

Anticorps primaires Référence Utilisations (Dilution)
anti-OGT TI-14, Sigma WB (1/1 000) et IP
CTD110.6, Covance WB (1/2 500)
anti-O-GlcNAc
RL2, ab2739, Abcam, WB (1/1 000)
PP-A9033A-00, R&D WB (1/1 000)
anti-humain FXR ab28676, ABCAM IP
H-130, sc-13063, Santa Cruz Biotech ChIP
, H-300, sc-20778, Santa Cruz Biotech
anti-SMRT ChIP
sc-13554, Santa Cruz Biotech
anti-MGEAS5 sc-135093, Santa-Cruz Biotech WB (1/1 000) et IP

Tableau 6 Liste des différents anticorps et leurs utilisations.
WB: Western blot; IP: Immunoprécipitation.

8. Analyses statistiques

Les valeurs brutes sont analysées sous GraphPad Prism v5.0 (San Diego, CA) et les
résultats sont exprimés sous forme d’une moyenne +/- S.E.M (erreur standard de la moyenne).
Les différents groupes sont comparés entre eux par un test t ou one-way ANOVA suivie d'un

test de post hoc Tukey.

9. Analyses par puces a ADN

L’analyse par puce a ADN (Microarray analysis) est effectuée, en trois exemplaires,
sur les ADN complémentaires issus de cellules HepG2 traitées ou non par du GW4064 a des
concentrations variables en glucose (Tableau 4). Les clusters sont réalisés a partir de 1’analyse
d’une puce a ADN humain SurePrint 8*60K (Agilent, One-color Microrray Gene Expression
Analysis). Le traitement et I’analyse des données sont réalisés a I’aide du logiciel GeneSpring

12.0 [430].

10. Analyses par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-PCR) et ChIP-seq

10.1.  Préparation de la chromatine
Aprés une nuit de sevrage en glucose, approximativement 15 millions de cellules

HepG2 sont activées 2 heures (ChIP-seq) ou 4 heures (ChIP-PCR) par le GW4064 a des

concentrations variables en glucose (Tableau 4). Par la suite, les complexes
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chromatine/protéines sont fixés par 1 % de formaldéhyde pendant 10 minutes a température
ambiante. Apres ’ajout de 125 mM final de glycine pendant 5 minutes, les cellules sont
rincées puis collectées avec du PBS froid. Les cellules sont ensuite centrifugées a 4°C
pendant 5 minutes a 1 500 g et le culot cellulaire est resuspendu et incubé sous agitation
légeére avec 1,5 mL de tampon I et par le suite du tampon II pendant 10 minutes a 4°C
(Tableau 7). Apres une centrifugation a 4°C pendant 5 minutes a 1 500 g, le culot cellulaire
est lysé avec 930 pul de tampon de lyse et soumis aux ultrasons pendant 10 minutes avec un
cycle de 30 sec OFF / 30 sec ON a I’aide du Bioruptor a intensit¢ maximale. Aprés 10
minutes de centrifugation a 15 000 g a 4°C, la taille des fragments obtenue est vérifiée par
séparation sur gel d’agarose 1,5 % et la chromatine est aliquotée et conservée a -80°C pour

une analyse ultérieure [431].

Nom du tampon Composition
0.25 % Triton X-100
10 mM EDTA
Tampon I 10 mM Hepes (pH 6.5)
1 mM DTT

cocktail d'inhibiteurs de protéase (Roche)

1% de SDS
10 mM EDTA
Tampon IT ]
50 mM de Tris-HCI (pH 8,1)

cocktail d'inhibiteurs de protéase (Roche)

1 % SDS
Tampon de lyse 10 mM EDTA
50 mM Tris-HCI (pH 8,1)

1 % Triton X-100
150 mM NacCl
2 mM EDTA
20 mM Tris-HCI (pH 8,1)

Tampon de dilution

50 mM HEPES (pH 7,6)

1 mM EDTA
Tampon RIPA 0,7 % Sodium Déoxycholate
1 % NP-40
0,5 M LiCl

10 mM Tris-HCI (pH 8,1)

Tampon TE
1 mM EDTA

Tableau 7 Tampons utilisées lors du ChIP
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10.2. Immunoprécipitation

250 pg de chromatine sont diluées au dixiéme dans du tampon de dilution (Tableau 7),
auquel nous ajoutons 3 pg d’anticorps d’intérét (Tableau 6). L’ensemble est incubé en
rotation une nuit a 4°C. Par la suite, les échantillons sont incubés 4 heures en rotation a 4°C
avec 40 pl d’un mélange de protéine A/G agarose (1:1) dilu¢ au demi dans du tampon de
dilution et 1 ul d’ARNt levure (Sigma R5636). Aprés une centrifugation des échantillons 30
secondes a 800 g a 4°C, le complexe est lavé trois fois avec 500 pl de tampon RIPA contenant
1 ul d’ARNt levure et une fois avec du tampon TE. Ensuite, le complexe est incubé 10
minutes sous agitation avec 50 pl d’un mélange de SDS (1 %) et de NaHCO; (0,1 M) et le
surnageant est récupéré apres centrifugation, cette étape est répétée une fois. Puis, les

complexes chromatine/protéines sont séparés par une incubation d’une nuit a 65°C.

10.3.  Purification de ’ADN et analyse ChIP-PCR ou ChIP-seq
Pour I’expérience de ChIP-qPCR, I’ADN est purifi¢ a I’aide du PCR purification kit
(Macherey Nagel) et amplifi¢ par qPCR (Tableau 8). Le pourcentage de recrutement t est
calculé pour chaque condition et les résultats sont représentés en seuil d’enrichissement

obtenu par normalisation a la myoglobine.

N Assembly Feb . s x a0
Nom Espéce /hg(GRCh37/hg19) Brin Amorces (5’ a 3’)
. sens GGTTTCCCAAGCACACTCTG
h BSEP FXRE | humain | chr2:169887874-169887984 anti sens | TCTATTTGCCTAAGGATCAATGTC
. sens AATATGCACTGTGCTGCCAC
: + -
h KNG _FXRE | humain | chr3:186435041+186435142 anti sens TGCTGGGTITATCCAAACATA

Tableau 8 Amorces utilisées pour le ChIP et ChIP-seq

Pour I’expérience de ChIP-seq, ’ADN est purifi¢ a I’aide du MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen) conformément aux directives du fabricant (Illumina, Eindhoven,
Pays-Bas) ou utilis¢ comme matrice pour amplifier des régions génomiques spécifiques. Le
séquencage a haut débit est réalisé sur I’appareil Genome Analyzer IIx. La détermination des
séquences nucléotidiques est effectuée en utilisant le logiciel Casava (Consensus Assessment
of Sequence and Variation) et I’identification des pics de fixation de FXR est réalisée a I’aide
du programme « MACS » (Model-based analysis for ChIP-Seq) [432]. Les résultats sont

visualisés en utilisant IGV genome browser (Broad Institute) [433].
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11. Altération de la voie de biosynthése des hexosamines

Les cellules HepG2, IHH et AML12 sont pré-traitées pendant 24 heures avec 40 uM
d’azasérine (A4142, Sigma, St Quentin-Fallavier, France) ou de DON (D2141, Sigma), deux
inhibiteurs de la GFAT [262], dans du milieu de sevrage adapté aux types cellulaires (Tableau
3). Par la suite, un second traitement par 40 uM d’azasérine ou de DON et le GW4064 est

effectué¢ dans du milieu de sevrage dont la concentration en glucose est ajustée (Tableau 4).

12. Analyse des sites potentiels de O-GlcNAcylation

Les séquences, sous format Fasta, des différentes isoformes de FXR humaines et
murines sont analysées par 1’algorithme OGIlcNacScan [210] et sont comparés aux résultats

obtenus avec le programme YinOYang [434].

13. Transfections
13.1.  Plasmides utilisés

Les plasmides OGT (pLK61-hOGT), MGEAS (pEBG6P hOGA (1-916)) et Gal4-RXR
sont, respectivement, des dons du Dr. Tarik Issad de I’institut Cochin de Paris, du Pr. Daan
Van Aalten de ’université de Dundee et du Pr. Thomas Perlmann du Karolinska Institutet.
Les mutants issus du Gal4-FXRa2 [406] sont générés par mutagenese dirigées de la sérine 62
(Gal4-hFXRa2S62A) ou 65 (Gald-hFXRa2S65A) en alanine (QuikChange, Stratagene,
Agilent, Massy France) et validés par séquencage (MW G-Biotech).

13.2.  Technique de simple ou double hybride

Les cellules HepG2 sont co-transfectées a I’aide de Lipofectamine 2000™
(InVitrogen) pendant 2 heures a 37°C dans du milieu OptiMEM (GibcoBRL # 11058)
(Tableau 9) par 1 ng de plasmide codant le géne rapporteur de la luciférase Firefly placé sous
le contrdle de I’élément de réponse au Gal4 (Gal4-UAS-tk Luc) ainsi que 160 ng de
normalisateur de transfection (pRL-tk Renilla) selon le protocole établi (Tableau 10). Apres
une nuit en culture dans du milieu « complet HepG2 », les cellules sont sevrées de glucose
pendant 8h avec du milieu de « sevrage HepG2 » et activées une nuit par 2 uM GW4064 avec
du milieu de « sevrage HepG2 » dont la concentration en glucose est ajustée a 25 mM. Par la
suite, I’intensité de la luciférase est déterminée par I’utilisation du Dual Luciferase assay
(Promega, Charbonnieres, France). Chaque essai est réalis¢é en trois exemplaires et les
résultats sont exprimés en fonction du rapport de 1’activité luciférase firefly/renilla (Tableau

9).
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Cellules Type de transfection Transfectant Confluence des cellules Durée

HepG2 Plasmides Lipofectamine 2000™ 500 000 2 heures

HepG2 ARN interférent Interférine 150 000 48 heures
IHH ARN interférent DharmaFECT® 1 800 000 48 heures

Tableau 9 Tableau récapitulatif des différents transfectants utilisés selon le type cellulaire.

Simple hydride
Surexpression de | Surexpression de Double hybride
Tests mutations
I’enzyme OGA I’enzyme OGT s
200 ng Gal4-hFXRoa2 ou 200 ng Gal4- 200 ng Gal4-hFXRo2 ou 200 ng
200 ng Gal4-hFXRo2 ou 200
Controle Gal4-Controle
ng de Gal4-Controle ou 200
200 ng pEBG6P 1 LK61-
hOGAg I: - holpr 1 ng Gal4-hFXRa2S62A ou 200 ng VP16-SRC2 ou 200 ng de
(1-916) ou OUTHE 900 ng Gald-hFXRa2S65A VP16-Controle
200 ng pPEBG6P pCDNA3

Tableau 10 Tableau récapitulatif des différents transfectants utilisés selon le type cellulaire.

13.3.  ARN interférent (siRNA)

Les cellules HepG2 sont transfectées par 20 uM de ARN interférent (Dharmacon)
OGT ou OGA et 8 ul d’INTERFERIn® (Polyplus Transfection, Leuven, Belgique) dans du
milieu « complet HepG2 » pendant 48 heures a 37°C (Tableau 9). Les cellules IHH sont
transfectées pendant 48 heures a 37°C par 20 uM de ARN interférent OGT ou OGA et 4 ul de
DharmaFECT® 1 dans du milieu Williams" Medium E, auquel est ajouté 2 mM L-glutamine
ainsi que 2 % de sérum de veau foetal. Aprés une nuit de sevrage en glucose, les cellules
HepG2 ou IHH sont activées pendant 24h par le GW4064 avec du milieu de sevrage dont la

concentration en glucose est ajustée (Tableau 7).

14. O0-GlcNAcylation in vitro du FXR recombinant humain

Apres deux lavages a ’eau désionisé, 50 ul de HIS-Select Cobalt Affinity Gel (Sigma
Aldrich) sont resuspendus dans 100 ul de tampon d’équilibration (Tableau 10). Par la suite,
250 ng de FXR recombinant humain His marqué (Active Motif), préalablement resuspendus
dans 200 pl de tampon de resuspension (Tableau 10), est ajouté a la résine. Le mélange est
incubé en rotation 2 heures a 4°C. Aprés une minute de centrifugation a 4°C a 400xG, la
résine est incubée quatre heures a 30°C avec ou non (contrdle) 50 ul de lysat non traité de
réticulocyte de lapin (Promega) auquel est ajouté 5 uM d’UDP-GIcNAc et 1 uM d’inhibiteur
de ’'OGA (PUGNACc). Apres trois lavages par du tampon d’équilibration et du tampon de
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lavage, les protéines sont ¢éluées de la résine par 50 pul de tampon d’¢lution, dénaturées et

analysées par la technique de western blot.

15. Chromatographie d’affinité a la lectine de la protéine FXR

Les protéines cellulaires ou tissulaires sont extraites a 1’aide du tampon A (Tableau
11). Aprés une incubation de 1h30 a 4°C du lysat protéique a I’aide de 100 pl de protéine A
agarose dilué au demi dans du tampon A, 250 pug de protéines sont incubées avec 50 ul de
sWGA (Vector laboratories, Peterborough UK) dilu¢e au demi dans le tampon A une nuit a
4°C. Apres cinq lavages avec du tampon A, le mélange lectine-protéines est dénaturé et
analysé par la technique de western blot. Afin de vérifier la spécificité de cette expérience,
une chromatographie d’affinité a la lectine est effectuée sur des extraits protéiques de foies de
souris controles ou FXR™ en présence ou non de 0.1 M de glucosamine (GIcNH,), un

compétiteur de N-acétylglucosamine (GIcNAc).

Nom du tampon Composition

20 mM HEPES IM
2.5 mM MgCl,
10 mM KCl
2 mM DTT
0.5 mM PMSF
1/1000 PIC

Tampon A

50 mM Tris- HCI pH 7.5

Tampon de resuspension
1 mM DTT

50 mM phosphate de sodium pH 8
Tampon d’équilibration 0.3 M chlorure de sodium

10 mM imidazole

50 mM phosphate de sodium pH 8
0.3 M chlorure de sodium
20 mM imidazole
0.2 % d’Igépal (CA-630)

Tampon de lavage

50 mM phosphate de sodium pH 8
Tampon d’élution 0.3 M chlorure de sodium

250 mM imidazole

Tableau 11 Tampons utilisés lors de la O-GlcNAcylation in vitro du FXR recombinant ainsi que lors de la
lectine immobilisée.
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16. Extraction des protéines nucléaires et co-immunoprécipitation

16.1.  Extraction des protéines nucléaires
Approximativement 20 millions de cellules HepG2 traitées ou non par le GW4064 a
différentes concentrations en glucose (Tableau 4) sont reprises dans 1 mL de PBS froid puis
centrifugées 1 minute a 700 g. Le culot est incubé en rotation pendant 5 minutes a 4°C dans 1
mL de tampon 1 (Tableau 12) et apres centrifugation a 12 000 g pendant 2 minutes a 4°C, le
culot est de nouveau incubé en rotation pendant 30 minutes a 4°C avec 500 pl de tampon 2.
Par la suite, le culot est centrifugé a 13 500 g pendant 5 minutes et le surnageant,

correspondant aux protéines nucléaires, est récupéré.

Nom du tampon Composition

20 mM Hepes pH 7.9
10 mM KCl
1 mM EDTA
0.2 % NP40
10 % Glycérol
1 mM PSMF
1 mM DTT
1 Mm Orthovanadate

Tampon 1

20 mM Hepes pH 7.9
10 mM KCI
1 mM EDTA
0.35 M NaCl
20 % Glycérol
1 mM PSMF
1 mM DTT
1 Mm Orthovanadate

Tampon 2

Tableau 12 Tampons utilisés lors de 1'extraction des protéines nucléaires

16.2.  Co-immunoprécipitation
La co-immunoprécipitaton est réalisée sur 500 pg d’extrait nucléaire avec 5 pg
d’anticorps spécifique (Tableau 7) a 1’aide du Pierce crosslink magnetic IP and CO-IP kit
(Pierce), par la suite les protéines sont éluées, dénaturées et analysées par la technique de

western blot.
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