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La stéatose hépatique non alcoolique, caractérisée par une accumulation anormale de lipides 

dans le foie, est la conséquence d’un déséquilibre entre la synthèse et l’utilisation des 

triglycérides. Cette stéatose est généralement consécutive à une alimentation trop riche en 

sucres et en graisses et à une vie sédentaire, et est souvent associée au surpoids (25<IMC<30) 

et à l’obésité (IMC>30).  

Après un repas, l’organisme active deux voies principales, la glycolyse et la lipogenèse, pour 

équilibrer la glycémie. Plus particulièrement, deux enzymes sont sollicitées : la GlucoKinase 

(GK) et la Fatty Acid Synthase (FAS) entrainant une augmentation de la biosynthèse des acides 

gras. Une autre voie métabolique du glucose est la voie de biosynthèse des hexosamines. 

Cette voie conduit à la formation du nucléotide-sucre UDP-GlcNAc, substrat des processus de 

O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation est une glycosylation réversible des protéines 

cytosoliques, nucléaires et mitochondriales assurée par la O-GlcNAc transférase (OGT) et la O-

GlcNAcase (OGA). Au vu de la relation entre les concentrations en glucose intracellulaire, les 

niveaux de O-GlcNAcylation et l’activation du métabolisme glucido-lipidique, l’hypothèse 

selon laquelle la O-GlcNAcylation régulerait la glycolyse et la lipogenèse en contrôlant 

l'expression et l'activité de la GK et de la FAS a été émise. 

Dans un premier temps, l’objectif de la thèse a été de caractériser la O-GlcNAcylation de la GK 

et de la FAS puis, dans un second temps, de déterminer l’impact de cette modification sur leur 

expression, leur stabilité vis-à-vis de la dégradation et leur activité enzymatique. Pour cela, les 

niveaux de O-GlcNAcylation et d’expression de la GK et de la FAS ont été mesurés dans 

différents modèles in vivo et ex vivo : des foies de souris ob/ob, de souris C57BL/6 soumises à 

un régime classique ou à un régime riche en sucres ou traitées avec un inhibiteur de l’OGA. 

Des hépatocytes primaires de souris et des lignées cellulaires hépatiques cultivés dans des 

conditions de O-GlcNAcylation variables ont également été analysés.  

Nous avons démontré d’une part que la FAS et la GK sont O-GlcNAcylées, et que leur O-

GlcNAcylation est dépendante des conditions nutritionnelles. De plus, nos résultats ont 

montré que la O-GlcNAcylation de la GK et de la FAS augmente leur expression en corrélation 

avec une meilleure stabilité de la protéine. Ainsi, nous avons montré qu’une augmentation 

des niveaux de O-GlcNAcylation conduit à une augmentation de l’interaction entre la FAS et 

la déubiquitinylase USP2a. 

Nos résultats apportent un nouvel élément de régulation du métabolisme glucido-lipidique 

par une régulation de la GK et de la FAS par O-GlcNAcylation. Ainsi, il existerait un lien entre 



 
 

l’apport excessif de glucose, l’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation, l’activation du 

métabolisme glucido-lipidique et la production abondante d’acides gras conduisant à la 

stéatose hépatique. 

Les perspectives de ma thèse consistent en l’étude de la régulation de l’expression de la FAS 

par O-GlcNAcylation au cours du cycle cellulaire. En effet, au-delà de la production des acides 

gras constituant les réserves lipidiques, la FAS joue un rôle primordial dans la biosynthèse 

d’acides gras en qualité de composants majeurs des membranes plasmiques. Par conséquent, 

la FAS serait dérégulée en cas de prolifération cellulaire anormale, caractéristique majeure 

des cellules cancéreuses qui optent pour un métabolisme glycolytique plutôt qu’oxydatif. Ce 

shift métabolique est accompagné d’une augmentation de l’expression de la FAS et d’une 

augmentation globale des protéines O-GlcNAcylées et de l’expression de l’OGT. 

Ainsi, nos premiers résultats montrent que l’expression de la FAS varie au cours du cycle 

cellulaire. L’OGT et la O-GlcNAcylation jouent très probablement un rôle sur cette expression 

puisque l’inhibition de l’OGT dérégule les variations d’expression de la FAS au cours du cycle 

cellulaire. 
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Nonalcoholic hepatic steatosis, characterized by an abnormal accumulation of fatty acids in 

the liver, is the consequence of an imbalance between the synthesis and the use of 

triglycerides. This steatosis generally follows a diet too rich in sugar and fat and a sedentary 

life, and is often associated with overweight (25 < BMI < 30) and obesity (BMI> 30). 

After a meal, the organism activates two major pathways, the glycolysis and the lipogenesis, 

to counteract glycemiae. More particularly, two enzymes are activated: Glucokinase (GK) and 

fatty acid synthase (FAS) causing an increase in fatty acid biosynthesis. Another metabolic 

pathway of glucose is the hexosamine biosynthesis pathway. This pathway leads to the 

formation of the sugar nucleotide UDP-GlcNAc, which is the substrate of O-GlcNAcylation 

process. O-GlcNAcylation is a reversible glycosylation modifying cytosolic, nuclear and 

mitochondrial proteins catalysed by O-GlcNAc transferase (OGT) and O-GlcNAcase (OGA). In 

view of the relationship between concentrations of intracellular glucose levels, O-

GlcNAcylation and activation of the glucido-lipidic metabolism, we hypothesized that the O-

GlcNAcylation would regulate glycolysis and lipogenesis by controlling the expression and 

activity of GK and FAS. 

The aim of the thesis was, on the one hand, to characterize O-GlcNAcylation of GK and FAS, 

and, on the other hand, to determine the impact of this modification on their expression, 

stability and enzymatic activity. For that purpose, O-GlcNAcylation and expression of GK and 

FAS levels were measured in various models in vivo and ex vivo: livers of mouse of ob/ob, 

C57BL/6 placed on a normal diet, a high carbohydrate diet or treated with an OGA inhibitor. 

Mouse primary hepatocytes and liver cell lines cultured in conditions that modulate O- 

GlcNAcylation levels were also analyzed. 

We demonstrated that FAS and GK are O-GlcNAcylated, and that their O-GlcNAcylation status 

is dependent upon nutritional conditions. In addition, our results showed that the O-

GlcNAcylation of GK and FAS increases their expression and correlates with a better stability 

of proteins. Thus, we showed that an increase in the O-GlcNAcylation levels leads to an 

increase of the interaction between FAS and the deubiquitinylase USP2a. 

Our results provide a new regulatory mechanism of glucido-lipidic metabolism by a regulation 

of GK and FAS by O-GlcNAcylation. Thus, it must exist a link between an excessive intake of 

glucose, increased levels of O-GlcNAcylation, activation of glucido-lipidic metabolism and 

abundant fatty acid production leading to hepatic steatosis. 



 
 

In the perspectives of my thesis, we focused on the regulation of FAS expression by O-

GlcNAcylation during the cell cycle. Indeed, beyond the production of fatty acids that 

constitute energy storage, FAS plays a pivotal role in the biosynthesis of biological membranes 

fatty acids. Accordingly, FAS may be dysregulated in abnormal cell proliferation, a major 

characteristic of cancer cells that prefer a glycolytic metabolism rather than an oxydative one. 

This metabolic shift is accompanied by an increased expression of FAS. In addition, these cells 

exhibit an overall increase of O-GlcNAcylated protein and expression of OGT. 

Thus, our initial results suggest that FAS has a variable expression during cell cycle. In addition, 

OGT and O-GlcNAcylation may play a role on this expression level since the use of an OGT 

inhibitor deregulate changes in the FAS expression in different phases of the cycle. 
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I. Régulation du métabolisme glucido-lipidique dans le 

foie 
 

Le glucose est un élément vital pour l’ensemble de l’organisme. Pour faire face aux variations 

constantes entre l’apport et l’utilisation de ce sucre, notre organisme a mis en place des 

mécanismes moléculaires capables de stabiliser la glycémie entre 0.7 et 1.2 g.L-1. Quatre 

organes et tissus majeurs régulent les taux de glucose sanguin : le foie, le tissu adipeux, le 

muscle et le rein. Cependant, le foie reste l’organe principal dans le maintien de l’homéostasie 

glucido-lipidique. Il est le premier à capter les nutriments, dont le glucose, ainsi que les 

différentes hormones sécrétées par le pancréas afin de réguler la glycémie. 

 

A. Le foie : un organe multifonction 

 

1. Structure 

 

Le foie est le plus gros des organes internes du corps humain. Il est composé de deux lobes 

majeurs et de deux petits lobes, pèse en moyenne 1.5 kg et constitue environ 2% de la masse 

totale du corps. Le foie est situé dans le haut de l’abdomen en dessous du diaphragme et est 

encadré en partie par la cage thoracique.  

Le foie est composé de différents types cellulaires dont la grande majorité est représentée par 

les hépatocytes. La position des hépatocytes par rapport à la veine porte leur confère des 

propriétés différentes dues à la différence de disponibilité en substrats et d’accès aux 

hormones. Les hépatocytes périportaux participent davantage à la néoglucogenèse, β-

oxydation et cétogenèse tandis que les hépatocytes périveineux sont spécialisés dans la 

glycogénogenèse, la glycolyse et la lipogenèse (Jungermann and Kietzmann, 1996). 

En plus de réguler le métabolisme glucido-lipidique, le foie présente de nombreuses autres 

fonctions telles qu’une fonction exocrine (production d’acides biliaires), une activité de 

détoxification et de biosynthèse de protéines comme l’albumine ou les facteurs de 

coagulation. 
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Figure 1 : Représentation schématique du foie vue de face. 

 

 

Deux vaisseaux irriguent le foie : l’artère hépatique et la veine porte. Les substances 

provenant des intestins transformées par le foie sont apportées par la veine porte. Quant à 

l’oxygène, il est apporté par le sang de l’artère hépatique. Tiré de 

http://www.arcagy.org/infocancer 
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L’ensemble des fonctions du foie nécessite une communication entre les cellules hépatiques 

et la circulation. Deux réseaux de vaisseaux irriguent le foie :  

- le réseau « porte », permettant l’apport de sang et de bile au foie, est constitué de l’artère 

hépatique, de la veine porte et du canal biliaire.  

- et le réseau « cave » permettant la circulation des différents métabolites produits par le foie 

vers d’autres tissus, constitué de la veine cave inférieure (Figure 1).  

2. Régulation du métabolisme glucido-lipidique hépatique en 

fonction des conditions nutritionnelles 

 

Le glucose constitue la source d’énergie majeure de l’organisme. L’organe jouant un rôle 

essentiel dans le maintien de l’homéostasie glucido-lipidique est le foie. Il est directement 

irrigué par l’artère hépatique et la veine porte lui desservant les hormones pancréatiques 

(insuline et glucagon) et les nutriments (Figure 1). Ces propriétés lui confèrent une place 

stratégique au sein de l’organisme lui permettant de réguler les taux de glucose et d’acides 

gras (AG) en fonction des conditions nutritionnelles. 

A jeun, la sécrétion pancréatique de glucagon permet la libération du glucose par deux voies : 

la glycogénolyse puis la néoglucogenèse prend le relai. Ce mécanisme s’accompagne d’une β-

oxydation des acides gras adipocytaires afin de fournir le cofacteur (nicotinamide adénine 

dinucléotide (NADH) et l’énergie (adénosine triphosphate (ATP)) nécessaires à la 

néoglucogenèse. 

En période postprandiale, la sécrétion d’insuline induit l’entrée et le stockage du glucose par 

le foie sous deux formes : sous forme de glycogène par la glycogénogenèse, et sous forme 

d’acides gras par la glycolyse couplée à la lipogenèse (Han et al., 2016) (Figure 2). 

B. Rôle du foie dans le contrôle du métabolisme à jeun 

 

1. Régulation du métabolisme glucidique 

 

Chez l’Homme, une période de jeûne est définie par une diminution de la glycémie comprise 

entre 0.7 et 1.1 g.L-1. 
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Figure 2 : Régulation du métabolisme glucido-lipidique hépatique en fonction des conditions 

 nutritionnelles. 

 

A jeun, la sécrétion pancréatique de glucagon induit le relargage du glucose par la 

glycogénolyse et la gluconéogenèse. Cependant, suite à un repas, la sécrétion de l’insuline par 

le pancréas permet le stockage du glucose en excès sous la forme de glycogène 

(glycogénogenèse) ou d’acides gras (glycolyse et lipogenèse). 

 

Abréviations: VLDV : very low-density lipoprotein.
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Dans ce cas, le foie assure le maintien de la glycémie en permettant la biosynthèse de glucose 

nécessaire pour les organes et cellules gluco-dépendants (cerveau, rétine et globules rouges) 

n’utilisant pratiquement que le glucose comme source d’ATP. Les tissus gluco-indépendants, 

quant à eux, utilisent les acides gras ou la partie carbonée des acides aminés.  

Le glucose est obtenu par la digestion de disaccharides (saccharose, lactose) ou de 

polysaccharides (amidon, glycogène). De façon endogène, il peut être produit à partir de 

précurseurs non glucidiques par la voie de la gluconéogenèse. 

Durant le jeûne, l’utilisation des réserves énergétiques s’effectue en trois phases : une phase 

glucidique (dégradation du glycogène), une phase protéique (néoglucogenèse à partir de 

l’hydrolyse des protéines musculaires) et une phase cétonique (à partir des acides gras). 

Entre 0 et 12 heures de jeûne, la phase glucidique permet de maintenir la glycémie grâce, en 

grande partie, à l’utilisation du glycogène (glycogénolyse) mais aussi par la néoglucogenèse 

effectuée à partir des acides aminés, du lactate et du glycérol. Entre 1 et 3 jours de jeûne, la 

phase protéique maintient la glycémie grâce à la néoglucogenèse (Nordlie et al., 1999) et la 

lipolyse est stimulée. Après 8 jours de jeûne, la cétogenèse produit des corps cétoniques, 

substrats alternatifs au glucose pour les organes tels que le cerveau.  

Les voies permettant le maintien de la glycémie au cours du jeûne sont détaillées dans les 

parties suivantes. 

a) La glycogénolyse 

 

Durant les périodes postprandiales, l’accumulation de glycogène hépatique constitue une 

forme de stockage de glucose utilisée lorsque la prise alimentaire diminue. Par conséquent, la 

synthèse et le catabolisme du glycogène sont très régulés, en particulier par l’inhibition et 

l’activation de deux enzymes, respectivement la glycogène synthase (GS) (enzyme clef de la 

glycogénogenèse) et la glycogène phosphorylase (GP) (enzyme clef de la glycogénolyse). 

La GS permet l’élongation des chaînes de glycogène. Elle catalyse le transfert d’un résidu de 

glucose sur des branches préexistantes de glycogène. Elle est inactivée par phosphorylation 

par la glycogène synthase kinase 3 (GSK3) et la protéine kinase A (PKA). A jeun, GSK3 

phosphorylée et active, inactive la GS et conduit à l’inhibition de la synthèse de glycogène 

hépatique.  
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Figure 3 : Régulation du métabolisme du glycogène hépatique. 

 

La régulation de l’activité des deux enzymes clefs du métabolisme du glycogène se fait 

essentiellement par le contrôle de leur état de phosphorylation. En période postprandiale, la 

fixation de l’insuline sur son récepteur entraîne l’activation d’Akt qui phosphoryle et inactive 

GSK3 résultant en l’activation de la GS. La GS est aussi régulée par les concentrations de G6P. 

Au cours du jeûne, la GS est inactivée par phosphorylation et la GP est phosphorylée par la 

phosphorylase kinase au préalable activée par PKA et activée. 

 

Abréviations : GK : Glucokinase, GS : Glycogène synthase, PKA : protéine kinase A, GSK3 : glycogène 
synthase kinase 3, G6Pase : glucose-6 phosphatase, GP : glycogène phosphorylase, PP1 : protein 
phosphatase 1. 
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La GP est une enzyme majeure de la glycogénolyse. Elle catalyse la phosphorolyse d’un résidu 

de glucose et forme le glucose-1-phosphate (G1P). Le G1P est converti en glucose-6-

phosphate (G6P) par la phosphoglucomutase puis en glucose par la glucose-6-phosphatase.  

Au cours du jeûne, le glucagon est un activateur effectif de la GP grâce à une augmentation 

des niveaux d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Keppens et al., 1993). 

La déphosphorylation de la GP par la protéine phosphatase (PP1) inactive l’enzyme alors que 

sa phosphorylation par la glycogène phosphorylase kinase l’active (Adeva-Andany et al., 2016) 

(Figure 3). 

Lorsque les niveaux de glycogène diminuent, l’apport de glucose est renforcé par la 

néoglucogenèse. 

b) La néoglucogenèse 

 

La néoglucogenèse hépatique est induite en réponse à une période de jeûne prolongé. Elle 

induit la biosynthèse de glucose de novo à partir de précurseurs non glucidiques : le pyruvate  

provenant de l’oxydation du lactate des hématies ou des muscles, les acides aminés et le 

glycérol provenant de la lipolyse du tissu adipeux (Figure 4). 

Les acides aminés glucogéniques peuvent être convertis soit en pyruvate soit en 

intermédiaires du cycle de Krebs : α-cétoglutarate (α-KG), succinylCoA, fumarate et acide 

oxaloacétique (AOA). Quant au lactate, il est converti en pyruvate par la lactate 

déshydrogénase et le glycérol en dihydroxyacétone phosphate, un intermédiaire 

néoglucogénique.  

La majorité des étapes de la néoglucogenèse sont des réactions inverses de la glycolyse à 

l’exception de trois, contournées par d’autres étapes : 

• le phosphoénol pyruvate (PEP) est formé par deux réactions. Premièrement, une 

carboxylation ATP-dépendante réalisée par la pyruvate carboxylase (PC) et formant 

l’AOA. L’AOA est ensuite soumis à une décarboxylation couplée à une phosphorylation 

GTP (guanosine triphosphate) dépendante par la phosphoénol pyruvate carboxykinase 

(PEPCK). 

• le fructose-1,6-bisphosphate (F1,6BP) est hydrolysé par la fructose-1,6-

bisphosphatase (F1,6BPase). 

• la glucose-6-phosphatase (G6Pase) hydrolyse le G6P en glucose. 
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Figure 4 : Représentation schématique de la néoglucogenèse au niveau du foie. 

La gluconéogenèse permet la biosynthèse de glucose à partir de précurseurs non glucidiques 

tels que le pyruvate, le glycérol et les acides aminés glucogéniques. 

Abréviations : G6Pase : glucose-6-phosphatase, G6P : glucose-6-phosphate, F6P : fructose-6-
phosphate, FBPase : fructose 1,6 Bisphosphatase, F1,6BP : fructose 1,6 Bisphosphate, DHAP : 
dihydroxyacétone phosphate, G3P : glycéraldéhyde-3-phosphate, 1,3-BPG : 1,3-Bisphosphoglycérate, 
3-PG : 3-phosphoglycérate, 2-PG : 2-phosphoglycérate, PEP : phosphoénol pyruvate, PEPCK : 
phosphoénol pyruvate carboxykinase, AOA : acide oxaloacétique, PC : pyruvate carboxylase.
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Dans le foie, l’oxydation des acides gras fournit l’acétylCoA (activateur allostérique de la 

pyruvate carboxylase (PC)) et les cofacteurs (ATP et NADH) indispensables au fonctionnement 

de la néoglucogenèse et à l’augmentation du taux de glucose. Dans des conditions 

d’hypoglycémie, la diminution de l’utilisation de glucose musculaire, l’augmentation des 

acides gras libres et l’augmentation de la néoglucogenèse favorisent l’apport en glucose aux 

organes gluco-dépendants.  

La néoglucogenèse s’effectue dans plusieurs compartiments cellulaires. Le pyruvate est 

converti en oxaloacétate dans la mitochondrie. Toutes les étapes jusqu’à la formation du G6P 

sont cytosoliques. La dernière étape catalysée par la G6Pase s’effectue au niveau du reticulum 

endoplasmique (Mithieux, 1997) (Figure 4).  

Quatre enzymes régulent les étapes clefs de la néoglucogenèse : la PC, la PEPCK, la F1,6BPase, 

et la G6Pase.  

Ces enzymes sont régulées de manière transcriptionnelle, post-traductionnelle et 

allostérique.  

La PC convertit le pyruvate en AOA. Chez l’Homme, le gène de la PC est régulé par la présence 

de trois promoteurs alternatifs dont le rôle physiologique n’est pas clairement élucidé 

(Wang et al., 2008a). L’activité de l’enzyme est stimulée par l’acétyl-CoA mitochondrial 

provenant de l’oxydation des acides gras (Scrutton et al., 1965). 

La PEPCK catalyse la conversion de l’AOA en PEP. A jeun, l’expression transcriptionnelle de la 

PEPCK est augmentée par des hormones telles que le glucagon, les glucocorticoïdes ou les 

hormones thyroïdiennes (Hanson and Reshef, 1997). Inversement, des fortes concentrations 

en glucose ou en insuline inhibent son expression (Granner et al., 1983).  

 

Chez l’homme, la PEPCK est régulée par acétylation. Bien que l’acétylation n’a pas d’effet 

direct sur l’activité enzymatique de la PEPCK, elle est fortement corrélée à une diminution de 

son expression (Zhao et al., 2010) en induisant son ubiquitinylation et sa dégradation (Jiang et 

al., 2011). 

L’acétylation de l’enzyme est régulée en fonction du statut nutritionnel cellulaire. Elle est 

augmentée par le glucose (produit final de la voie) et diminuée par les acides aminés 

(précurseurs de la néoglucogenèse).  
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Figure 5 : Schéma représentant la régulation transcriptionnelle des gènes codant la PEPCK et 

la G6Pase, deux enzymes clefs de la néoglucogenèse en fonction des conditions 

nutritionnelles. 

 

A jeun, le glucagon induit l’activation de PKA. PKA phosphoryle CREB et induit via PP2B et 

l’inactivation de SIK, la déphosphorylation de CRTC2. CRTC2 déphosphorylé migre au niveau 

du noyau et se fixe à CREB. FoxO1 activé promeut aussi la néoglucogenèse. Ces événements 

induisent la transcription de PGC-1α, PEPCK et G6Pase promouvant la néoglucogenèse. En 

période postprandiale, l’activation d’Akt par l’insuline induit l’activation de SIK qui 

phosphoryle et inhibe CRTC2. Akt phosphoryle et inactive FoxO1. Ainsi, l’activation d’Akt par 

l’insuline inhibe la néoglucogenèse.  

 
Abréviations : CRTC2 : CREB-specific coactivator TORC2, CREB : cyclic AMP-responsive element-binding protein, 
PGC : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator, FOXO : forkhead box O, PKA : protein 

kinase A, PP2B : protein phosphatase-2B, G6Pase : glucose-6-phosphatase, PEPCK : phosphoénol pyruvate 

carboxykinase, SIK : salt-inducible kinase.
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La F1,6BPase hydrolyse le F1,6BP en fructose-6-phosphate (F6P). Elle est inhibée de manière 

allostérique par le fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP) produit de l’enzyme bifonctionnelle, 

phosphofructokinase 2/fructose bisphosphatase 2 (PFK2/FBP2). Peu de choses sont connues 

quant à la régulation transcriptionnelle de la F1,6BPase mais son expression est augmentée 

en période de jeûne et diminuée en période postprandiale (el-Maghrabi et al., 1991). 

Le complexe enzymatique G6Pase du reticulum endoplasmique est constitué de la G6Pase, 

d’un transporteur de G6P (T1), de phosphate inorganique (T2) et de glucose (T3) (Mithieux, 

1997). L’expression de la G6Pase est augmentée de manière transcriptionnelle par le glucagon 

et diminuée par l’insuline (Hutton and O’Brien, 2009). 

La transcription de la PEPCK et de la G6Pase est régulée en fonction des conditions 

nutritionnelles. Deux facteurs de transcription interviennent : CREB (cAMP response element 

binding protein) et FoxO1 (forkhead box protein O1). A jeun, le glucagon active la PKA qui 

phosphoryle CREB augmentant son interaction avec le coactivateur CBP/p300 (CREB binding 

protein). Dans un même temps, la PKA induit la déphosphorylation et la translocation 

nucléaire d’un second coactivateur de CREB, CRTC2 (CREB regulated transcription coactivator 

2). Actif, CREB induit la transcription de PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1) qui augmente l’activité transcriptionnelle de FoxO1. Par conséquent, 

FoxO1 et CREB se fixent sur leurs éléments de réponse respectifs présents sur les promoteurs 

de la PEPCK et de la G6Pase (Figure 5). 

Inversement, en réponse à l’insuline, Akt inhibe l’activité de FoxO1 en le phosphorylant et le 

séquestrant dans le cytoplasme via la protéine 14.3.3.  

De plus, Akt induit l’activation de la kinase SIK (salt-inducible kinase) qui phosphoryle CRTC2 

et empêche le recrutement de CREB sur son élément de réponse. Ces mécanismes inhibent la 

transcription de la PEPCK et de la G6Pase (Oh et al., 2013) (Figure 5). 

Au cours du jeûne, le foie produit du glucose au travers de la glycogénolyse et la 

néoglucogenèse mais il régule également le métabolisme lipidique en captant les acides gras 

issus de la lipolyse adipocytaire. Ces acides gras sont β-oxydés pour fournir de l’énergie. 
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2. Régulation du métabolisme lipidique 

 

Contrairement aux glucides qui forment une famille relativement homogène, les lipides 

constituent quant à eux une famille très hétérogène. On connait aujourd’hui près d’un millier 

de lipides différents. Les lipides sont des composés comportant une chaîne aliphatique 

(formée de -CH2-) d’au moins 8 atomes de carbones. Quelques acides gras à chaîne très courte 

font exception à la règle (exemple de l’acide butyrique en C4). 

 

a) Les acides gras 

 

Les acides gras (AG) ont des fonctions multiples et agissent au niveau métabolique, structural 

et signalétique. Ils sont les principaux constituants des membranes et les précurseurs de 

messagers cellulaires. De plus, ils constituent une source d’énergie indispensable pour 

l’organisme. 

Ils sont principalement localisés au niveau du tissu adipeux où ils forment des réserves 

énergétiques. En raison de leur insolubilité dans l’eau, ils peuvent être stockés en grande 

quantité sans affecter l’équilibre osmotique et sans augmenter l’encombrement des réserves. 

D’ordinaire les acides gras sont monocarboxyliques, à chaine linéaire non ramifiée contenant 

un nombre pair d’atomes de carbones.  

D’après la nomenclature, le carbone de la fonction carboxylique est le carbone 1 (C1). Le 

carbone de la fonction CH3 terminale est le carbone Cω. 

Les AG peuvent être saturés (sans double liaison), monoinsaturés (une double liaison) ou 

polyinsaturés (plusieurs doubles liaisons) 

Le nombre de carbones de la chaîne aliphatique détermine le type d’AG. Les AG à chaîne 

courte ont un nombre de carbones inférieur à 8, les AG à chaîne moyenne entre 8 et 12, les 

acides gras à chaîne longue entre 12 et 20 et les acides gras à chaîne très longue, un nombre 

de carbones supérieur à 20. 

 

Comme pour le glucose, la disponibilité des AG varie en fonction du statut nutritionnel et 

hormonal. A jeun, les AG hépatiques proviennent de la lipolyse du tissu adipeux. 
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Figure 6 : Lipolyse du tissu adipeux et transport des acides gras dans l’hépatocyte. 

Les triglycérides sont hydrolysés dans le tissu adipeux puis libérés dans la circulation sanguine 

où ils s’associent à l’albumine. A l’approche des membranes hépatocytaires, le complexe est 

dissocié et les acides gras entrent dans la cellule grâce à différents transporteurs. Une fois 

dans la cellule, les acides gras sont activés sous forme d’acyl-CoA et sont soit estérifiés soit 

oxydés. 

Abréviations : TAG : triacylglycérols, ATGL : adipose triglyceride lipase, AGL : acides gras libres, DAG : 
diacylglycérol, HSL : hormono-sensitive lipase, MAG : monoacylglycérol, MGL : monoglycérol lipase, 
FATP : Fatty Acid Transport Proteins, FAT : Fatty Acid Translocase, FABP : Fatty Acid Binding Proteins, 
ACS : acyl-CoA synthase.
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b) Le captage des acides gras issus de la lipolyse 

 

La lipolyse est une voie catabolique induisant la mobilisation de carburant métabolique en 

particulier des AG libres à partir du tissu adipeux pour les tissus périphériques non adipeux 

(foie, cœur, pancréas et muscle) où ils sont stockés sous forme de triglycérides (TG) ou β-

oxydés. 

Cette voie implique l’hydrolyse des triglycérides adipocytaires relarguant dans la circulation 

des AG libres et du glycérol. L’hydrolyse des triglycérides fait intervenir trois lipases (Figure 6). 

L’adipose triglycéride lipase (ATGL) hydrolyse les TG en diacylglycérol (DAG) et permet la 

libération d’un AG.  

Suite à cette première étape, le DAG est soit converti en monoacylglycérol (MAG) grâce à la 

monoglycérol lipase (MGL), soit complètement oxydé par l’action de la MGL suivie de celle de 

la lipase hormono-sensible (HSL) permettant le relargage respectivement d’un ou deux AG et 

du glycérol (Saponaro et al., 2015). 

Les AG, insolubles en milieu aqueux, sont transportés dans la circulation sanguine en complexe 

avec l’albumine. Précédemment, il a été montré que les AG entrent par diffusion passive à 

travers la bicouche lipidique. Cependant, le groupe de Stremmel (Stremmel et al., 2001) a 

montré que l’entrée des AG dans la cellule est beaucoup plus complexe impliquant plusieurs 

étapes : la dissociation des AG de l’albumine, le transport à travers la membrane plasmique, 

la fixation à des protéines intracellulaires, leur activation sous forme d’acyl-CoA suivie de leur 

estérification ou de leur β-oxydation.  

Les auteurs ont suggéré que les AG se présentent à la membrane complexés à l’albumine. Du 

fait de l’affinité très forte de la membrane pour les AG, lorsque le complexe AG/albumine s’en 

approche, il se dissocie. Les AG libérés peuvent diffuser passivement à travers la membrane 

(essentiellement les AG à chaîne courte) ou se lier aux protéines de transport membranaire : 

les cavéolines, les Fatty Acid Transport Proteins (FATPs), les Fatty Acid Translocase (FAT/CD36) 

et les Fatty Acid Binding Proteins (FABPs) (Glatz and van der Vusse, 1996) (Stremmel et al., 

2001) (Figure 6).  
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Figure 7 : β-oxydation mitochondriale et cétogenèse. 

Les acides gras à chaîne courte ou moyenne peuvent diffuser passivement dans la matrice 

mitochondriale et les acides gras à chaîne longue utilisent un système de transporteurs 

(CPT1/CPT2) pour le passage des deux membranes. Une fois dans la mitochondrie, les acides 

gras sont β-oxydés afin de fournir de l’acétyl-CoA. Ce produit peut, par la cétogenèse, fournir 

des composés utilisables comme source d’énergie par différents tissus et des cofacteurs 

nécessaires à la néoglucogenèse. 

Abréviations : AGCL : acides gras à chaînes longues, ACS : acyl-CoA synthase, CPT1/2 : carnitine 
palmitoyltransférase 1/2, ATP : adénosine triphosphate, NADH,H+ : nicotinamide adénine 
dinucléotide, HMG : hydroxy-méthylglutaryl.
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c) Activation des acides gras 

 

Dans le cytoplasme, les AG sont activés par les acyl-CoA synthases (ACSs) sous forme d’acyl-

CoA. Ce processus est indispensable pour le passage des AG à travers les membranes et 

l’entrée dans les organites. En effet, pour fournir de l’énergie, ils sont estérifiés dans le 

reticulum endoplasmique ou oxydés dans la mitochondrie. 

Les ACSs sont une famille d’enzymes catalysant l’addition du Coenzyme A sur des AG libres. 

Cette famille comporte 5 isoformes décrites qui différent par leur préférence en substrat 

(longueur des chaînes) et leur localisation. En effet, seules les isoformes 1, 4 et 5 sont 

exprimées au niveau du foie. Les isoformes 1 et 4 sont retrouvées au niveau du reticulum 

endoplasmique orientant les AG plutôt vers l’estérification alors que l’isoforme 5 

mitochondriale oriente les AG vers la β-oxydation (Ellis et al., 2010) (Coleman et al., 2002). 

d) Entrée des acides gras dans la mitochondrie, β-oxydation et 

cétogenèse 

 

L’oxydation des AG hépatiques a un rôle majeur dans l’homéostasie glucido-lipidique. La β-

oxydation est activée durant le jeûne, un exercice soutenu ou l’allaitement. Elle dégrade les 

acylCoA d’une part pour former des corps cétoniques, utilisés comme source d’énergie par 

divers tissus (muscle, rein et cerveau) et d’autre part pour libérer des cofacteurs (NADH,H+, 

FADH2) pour la production d’ATP et d’acétyl-CoA nécessaires à la néoglucogenèse (Figure 7). 

La β-oxydation a lieu dans la mitochondrie (pour les AG à chaîne courte, moyenne et longue) 

et dans le peroxysome (pour les AG toxiques et à chaîne très longue).  

Alors que les AG à chaîne courte et moyenne passent la membrane mitochondriale externe 

sans activation, la translocation des AG à chaîne longue (AGCL) à travers la membrane 

mitochondriale externe nécessite leur conversion en acyl-carnitine, à partir d’acyl-CoA libre et 

de carnitine, grâce à la carnitine palmitoyltransférase (CPT1).  

Le malonyl-CoA, produit de l’acétylCoA carboxylase 2 (ACC2) est un inhibiteur allostérique de 

CPT1. Le malonyl-CoA diminue le taux de β-oxydation en empêchant l’import des AG vers la 

mitochondrie (McGarry and Brown, 1997). 

Les acyl-carnitines néosynthétisés sont transportés à travers la membrane mitochondriale 

interne par CPT2 (carnitine acylcarnitine translocase). Elle convertit les acyl-carnitines en acyl-

CoA en échange de carnitine libre et permet leur translocation vers la mitochondrie.  
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Au sein de la matrice mitochondriale, l’acylCoA formé peut s’engager dans la voie de la β-

oxydation nécessitant l’activité de 4 enzymes afin de produire de l’acétylCoA : l’acyl-CoA 

déshydrogénase, l’énoyl-CoA hydratase, l’hydroxyacyl-CoA déshydrogénase et la β-

cétothiolase (Figure 7).  

Les acétyl-CoA formés sont soit complètement oxydés par le cycle de Krebs afin de générer du 

NADH/H+ et FADH2 pour la biosynthèse d’ATP via les chaînes de transporteurs d’électrons soit 

utilisés pour la cétogenèse. 

La cétogenèse permet la synthèse de corps cétoniques : acétone, acétoacétate et 

hydroxybutyrate, utilisés comme source d’énergie par divers tissus tels que les muscles, le 

cerveau et les reins (Figure 7). En effet, ils diffusent librement à travers les membranes de ces 

tissus qui, contrairement au foie, peuvent réactiver ces corps cétoniques en acétyl-CoA. La 

cétogenèse est un processus exclusivement hépatique et est hormono-dépendante. Elle est 

régulée positivement par le jeûne et négativement en période postprandiale (Fukao et al., 

2004) (Figure 7). 

A jeun, la diminution du taux de malonyl-CoA augmente l’activité de CPT1 et l’entrée des AG 

dans la mitochondrie. Ces AG sont ensuite catabolisés par oxydation augmentant le rapport 

NADH,H+/NAD+. Par conséquent, la réduction de l’oxaloacétate en malate est plus importante. 

Le malate peut être exporté de la mitochondrie et participer à la néoglucogenèse. La 

formation de malate empêche l’acétyl-CoA provenant de la β-oxydation de donner du citrate. 

La seule destinée possible de l’acétyl-CoA est la synthèse de corps cétoniques (Figure 7). Après 

la sortie des corps cétoniques hépatiques, ils sont captés par les tissus capables de les utiliser. 

L’acétyl-CoA est également un activateur allostérique de la pyruvate carboxylase induisant le 

néoglucogenèse (Figure 7). 

A jeun, afin de réguler l’homéostasie glucidique, le foie oriente les flux métaboliques vers la 

formation et la libération de glucose par deux voies : tout d’abord par la glycogénolyse puis 

la néoglucogenèse. Enfin les AG en provenance du tissu adipeux sont également captés par 

le foie et β-oxydés afin de fournir les cofacteurs pour réaliser la néoglucogenèse ou des corps 

cétoniques permettant l’apport d’énergie aux tissus extrahépatiques. 
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C. Rôle du foie dans le contrôle du métabolisme post-

prandial 

 

La période postprandiale correspond aux 8 heures après la prise alimentaire. Durant cette 

période, la digestion transforme les aliments en nutriments distribués dans les organes de 

réserves. Les réserves énergétiques sont constituées de glycogène, de protéines et de 

triglycérides. 

Après un repas, la glycémie augmente et peut atteindre jusqu’à 2 g.L-1. Les îlots bêta 

pancréatiques secrètent l’insuline pour stocker le glucose et rétablir une glycémie normale (1 

g.L-1). En effet, le foie capte le glucose et le métabolise en glycogène (glycogénogenèse) et en 

AG (lipogenèse). 

1. Régulation du métabolisme glucidique 

 

a) L’entrée du glucose dans le foie 

 

La capacité à transporter le glucose à travers la membrane plasmique est une caractéristique 

commune à toutes les cellules, de la simple bactérie aux cellules très spécialisées comme les 

neurones. L’entrée du glucose dans la cellule est régie par des protéines de transport. Il existe 

différents types de transport de glucose : la diffusion passive, le transport actif secondaire 

couplé aux ions sodium par les transporteurs SGLT (sodium-dependent glucose transporters) 

et la diffusion facilitée réalisée par les transporteurs GLUT (glucose transporters). 

Le transporteur SGLT est exprimé à la membrane apicale des entérocytes, dans les reins et le 

cœur. Il transporte le glucose contre son gradient de concentration contrairement aux 

transporteurs GLUT. Les transporteurs GLUT équilibrent les concentrations de glucose 

intracellulaires et extracellulaires en accélérant le passage du glucose dans le sens du gradient. 

A ce jour, la famille GLUT est constituée de 14 membres dont l’expression diffère entre les 

espèces, les tissus et les types cellulaires (Olson and Pessin, 1996) (Karim et al., 2012). Quatre 

transporteurs sont présents au niveau du foie : GLUT-1, 2, 9 et 10 (Nordlie et al., 1999) (McVie-

Wylie et al., 2001) (Keembiyehetty et al., 2006). 

Cependant, grâce à de très bonnes constantes Vm et Km pour le glucose, seul le transporteur 

GLUT-2 assure l’entrée et la sortie de glucose dans l’hépatocyte (Leturque et al., 2009). 
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Figure 8 : Les différentes voies métaboliques du glucose. 

 

En période postprandiale, le foie régule les taux de glucose en le métabolisant. Le glucose est 

piégé dans l’hépatocyte grâce à sa phosphorylation en G6P par la glucokinase. Le G6P 

emprunte alors différentes voies : la glycogénogenèse (stockage du glucose sous forme de 

glycogène), la voie des pentoses phosphates (synthèse du NADPH,H+ nécessaire à la 

lipogenèse), la glycolyse couplée à la lipogenèse (stockage du glucose sous formes d’acides 

gras) et la voie de biosynthèse des hexosamines (synthèse d’UDP-GlcNAc nécessaire, entre 

autres, à la O-GlcNAcylation des protéines). 

 

Abréviations : Ribose 5P : Ribose-5-phosphate, UDP-GlcNAc : Uridine diphospho-N-acétylglucosamine.
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La régulation de l’expression du gène codant GLUT-2 est complexe et dépend des niveaux de 

glycémie et d’insulinémie (Rencurel et al., 1996). 

Le transporteur GLUT-2 est localisé au niveau de la membrane plasmique basolatérale de 

l’hépatocyte (Thorens et al., 1990). Sa localisation joue un rôle important dans la régulation 

des flux de glucose et est modulée en fonction des conditions nutritionnelles. 

En réponse à l’insuline, deux équipes ont montré que GLUT-2 et le récepteur à l’insuline 

colocalisent et cointernalisent. Ces observations sont en accord avec le rôle inhibiteur de 

l’insuline sur la production hépatique de glucose (Eisenberg et al., 2005) (González-Rodriguez 

et al., 2008).  

En effet, après un repas, le foie stocke le glucose sous forme de glycogène ou de lipides. 

Inversement, la production de glucose endogène est limitée par l’inhibition des enzymes 

néoglucogéniques. Par conséquent, l’internalisation de GLUT-2 constitue un autre mécanisme 

empêchant l’entrée de glucose au niveau du foie. 

A jeun, la délétion de GLUT-2 n’affecte pas la production de glucose hépatique suggérant que 

le glucose peut être relargué des hépatocytes par d’autres transporteurs (par exemple GLUT-

1) ou d’autres mécanismes (Seyer et al., 2013). 

Suite à son entrée dans la cellule, le glucose est phosphorylé en G6P par la glucokinase. Le G6P 

étant incapable d’être transporté par les transporteurs à glucose, est piégé dans les 

hépatocytes.  

A l’état nourri, le G6P agit comme un précurseur de la synthèse de glycogène, d’uridine 

diphosphate N-acétylglucosamine (UDP-GlcNAc) et de pyruvate par la voie de la glycolyse. Le 

pyruvate est oxydé dans la mitochondrie par le cycle de Krebs pour générer de l’ATP et utilisé 

pour la biosynthèse d’AG par la lipogenèse. Le G6P est également métabolisé par la voie des 

pentoses phosphates générant du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH,H+), 

cofacteur requis pour la lipogenèse et la biosynthèse d’autres molécules (Figure 8). 

b) La glycogénogenèse 

 

En période postprandiale, le glucose permet la reconstitution des réserves de glycogène, 

utilisées au cours de la période de jeûne, par le muscle squelettique et le foie. Le glycogène 

est un polyoside constitué d’un enchaînement de résidus de glucose liés par des liaisons 

glycosidiques en α1,4 et des ramifications en α1,6. 



26 
 

  



27 
 

Le foie stocke une partie du glucose en glycogène car il peut être reconverti rapidement en 

glucose pour le maintien de l’homéostasie glucidique.  

A l’état nourri, le glucose entre dans l’hépatocyte et emprunte la voie de la glycogénogenèse. 

La première réaction du métabolisme du glucose est catalysée par la GK et fournit le G6P. Le 

G6P est converti en G1P par la phosphoglucomutase puis en uridine diphosphate glucose 

(UDP-Glc) par l’UDP-Glc pyrophosphorylase. L’UDP-Glc est incorporé à la chaîne préexistante 

de glycogène. 

L’enzyme clef de la glycogénogenèse est la glycogène synthase (GS). Elle catalyse le transfert 

d’unités de glucose en α1,4 aux résidus terminaux non réducteurs du glycogène en utilisant 

l’UDP-Glc. Les enzymes de branchement transfèrent des chaînes de 6 à 8 unités de glucose en 

formant des liaisons α1,6. 

La GS est régulée de façon post-traductionnelle par phosphorylation/déphosphorylation.  

A l’état nourri, l’activation de la voie Akt conduit à la phosphorylation et l’inactivation de GSK3. 

GSK3 ne peut plus phosphoryler la GS qui devient active (Figure 3). En parallèle, la 

déphosphorylation de la GS par la glycogène synthase phosphatase (GSP) comprenant PP1 en 

association avec des protéines cibles du glycogène active la biosynthèse de glycogène 

(Ceulemans et al., 2002) (Ferrer et al., 2003) (Figure 3). 

La GS est également activée de manière allostérique par le G6P. Le G6P induit un changement 

de conformation de la GS la rendant plus accessible à la GSP (Ferrer et al., 2003). 

c) La Glycolyse 

 

Les hépatocytes ont une grande flexibilité dans le choix des carburants métaboliques (glucose 

et/ou acides gras). La sélection de ce carburant est régulée par des signaux nutritifs et 

hormonaux. La glycolyse prédomine lorsque les concentrations en glucose sont élevées. En 

plus d’être complètement oxydés pour générer de l’ATP, les intermédiaires et produits 

glycolytiques sont utilisés pour la synthèse de lipides, d’acides aminés et d’autres 

biomolécules. 

L’oxydation du glucose comporte deux séries d’étapes : l’une cytosolique (la glycolyse) 

permettant la biosynthèse de deux molécules de pyruvate, l’autre mitochondriale (cycle de 

Krebs) oxydant totalement le pyruvate en CO2 et H2O. 
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Figure 9 : Représentation schématique des voies de la glycolyse et des pentoses phosphates. 

Suite à son entrée dans la cellule et à sa phosphorylation, le G6P peut emprunter la voie de la 

glycolyse (bleu) nécessaire pour la production de pyruvate couplée à la lipogenèse (rose) 

indispensable à la biosynthèse des acides gras ou la voie des pentoses phosphates (vert) 

nécessaire à la formation de métabolites indispensables pour la synthèse des nucléotides ou 

des intermédiaires de la glycolyse. 

Abréviations : GK : glucokinase, G6P : glucose-6-phosphate, F6P : fructose-6-phosphate, PFK1 : 
phosphofructokinase 1, F1,6BP : fructose-1,6-Bisphosphate, DHAP : dihydroxyacétone phosphate, 
G3P : glycéraldéhyde-3-phosphate, 1,3-BisPG : 1,3-Bisphosphoglycérate, 3 PG : 3-phosphoglycérate, 2-
PG : 2-phosphoglycérate, PEP : phosphoénol-pyruvate, L-PK : liver-pyruvate kinase.
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La glycolyse est conservée au cours de l’évolution et, par cette voie, le glucose est une source 

d’énergie et précurseur de molécules d’intérêt biologique. 

La glycolyse est une série de réactions dégradant une molécule de glucose en deux molécules 

de pyruvate et deux molécules d’ATP (Figure 9). Parmi les 9 réactions glycolytiques, deux sont 

limitantes (avec un ∆G<0) et catalysées par des enzymes finement régulées : PFK1 qui 

convertit le F6P en F1,6BP et la pyruvate kinase (PK) qui convertit le PEP en pyruvate. 

De plus, la glucokinase (GK) phosphorylant le glucose en G6P, métabolite commun à plusieurs 

voies dont la glycolyse, est finement régulée. 

1) La glucokinase (GK) 

 

La GK est exprimée dans le foie et les cellules β du pancréas, et fonctionne comme un senseur 

du glucose de par son Km élevé. Elle catalyse la phosphorylation du glucose en G6P. La 

présentation et la régulation de la GK sont détaillées dans la deuxième partie du manuscrit. 

2) La phosphofructokinase 1 (PFK1) 

 

PFK1 est une enzyme tétramérique catalysant la première étape de l’engagement du glucose 

dans la glycolyse grâce à une réaction irréversible. Son activité est limitante et critique dans le 

flux glycolytique (Jenkins et al., 2011).  

L’activité de PFK1 est inhibée de manière allostérique par l’ATP et le citrate, reflets de 

l’abondance énergétique, et activée par l’adénosine monophosphate (AMP) et l’adénosine 

diphosphate (ADP) (Jenkins et al., 2011). 

Le lactate, produit final de la glycolyse, induit la dissociation de l’enzyme. PFK1 passe d’une 

forme tétramérique à dimérique ce qui réduit son activité et crée une boucle de rétrocontrôle 

négatif du flux glycolytique (Costa Leite et al., 2007). 

Inversement, l’activité de PFK1 est augmentée par le F2,6BP, signal métabolique non 

glycolytique critique dans la régulation du métabolisme du glucose hépatique. Le F2,6BP 

régule la dynamique entre la glycolyse et la néoglucogenèse en activant PFK1 et en inhibant 

F1,6BPase (Rider et al., 2004). 

Le F2,6BP est généré à partir du F6P par une enzyme bifonctionnelle contenant un domaine 

kinase (PFK2) et un domaine phosphatase (F2,6BPase).  
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L’activité de PFK2 est régulée de manière hormonale. En réponse à l’insuline, PFK2 est 

déphosphorylée et activée par la protéine phosphatase 2A (PP2A) (Assimacopoulos-Jeannet 

and Jeanrenaud, 1990). La concentration en F2,6BP augmente accélérant le flux glycolytique 

(Rider et al., 2004) (Atsumi et al., 2005).  

Inversement, au cours du jeûne, le glucagon active la PKA qui phosphoryle et inhibe l’enzyme 

PFK2/FBP2 diminuant la concentration de F2,6BP et la glycolyse. 

3) La liver pyruvate kinase (L-PK) 

 

Comme la plupart des enzymes glycolytiques, l’activité de la L-PK est régulée positivement par 

des effecteurs allostériques tels que le F1,6BP et négativement par l’ATP, l’acétylCoA et les 

acides gras. Le F1,6BP adapte l’activité de l’enzyme à la vitesse du flux métabolique induit par 

PFK1. Cela permet à la PK de réguler son activité par anticipation en fonction du flux. 

Son activité est régulée en fonction des conditions nutritionnelles. Elle diminue à jeun et 

augmente en période postprandiale (Vaulont et al., 1986). 

La PK est également régulée de manière post-traductionnelle par phosphorylation. Son 

activité est inhibée par phosphorylation par la PKA en réponse au glucagon et activée par 

déphosphorylation en réponse à l’insuline (S J Pilkis and Claus, 1991). 

d) La voie des pentoses phosphates 

 

Dans le foie, la voie des pentoses phosphates est une autre voie métabolique majeure du 

glucose (Figure 9). Cette voie cytosolique métabolise le G6P indépendamment de la glycolyse. 

Les intérêts de cette voie sont multiples : 

- Elle synthétise du ribose-5P nécessaire pour la synthèse des nucléotides, des acides 

ribonucléiques (ARNs) et de l’acide désoxyribonucléique (ADN). 

- Elle permet la formation du cofacteur NADPH,H+ indispensable pour les réactions de 

biosynthèse, entre autres, des AG.  

La voie des pentoses phosphates comprend deux branches distinctes, oxydative et non 

oxydative. Les réactions de la branche oxydative sont irréversibles et produisent deux 

molécules de NADPH,H+ et une molécule de ribulose-5P. La branche non oxydative ou 

régénératrice transformant le ribose-5P en hexose-6P.  
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Figure 10 : Schéma représentant la voie de la lipogenèse. 

Le glucose peut entrer dans la voie de la glycolyse pour former le pyruvate. Le pyruvate, dans 
la mitochondrie, est à l’origine de la biosynthèse de citrate. Le citrate donne l’oxaloacétate et 
l’acétyl-CoA. L’ACC métabolise l’acétyl-CoA en malonyl-CoA. La FAS utilise le malonyl-CoA et 
l’acétyl-CoA pour synthétiser des acides gras qui pourront ensuite être allongés et/ou 
désaturés. 

Abréviations : G6P : glucose 6P, G3P : glycéraldéhyde 3P, PC : pyruvate carboxylase, PDH : pyruvate 
déshydrogénase, ACL : ATP citrate lyase, ACC : Acétyl-CoA carboxylase, FAS : Fatty Acid Synthase, 
SCD1 : stéaroyl-CoA désaturase, GPAT : glycérol 3P acyltransférase.
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La partie oxydative dépend principalement de l’activité de l’enzyme glucose-6P 

déshydrogénase (G6PDH) alors que la transaldolase est l’enzyme limitante de la partie non 

oxydative (Figure 9). 

2. Régulation du métabolisme lipidique 

 

En période postprandiale, les lipides sont émulsionnés dans l’intestin puis hydrolysés sous 

forme d’AG. Les AG libérés à chaîne courte (C<8) ou moyenne (8<C<12) pénètrent dans le foie 

par diffusion simple. Les acides gras plus longs (C>12) sont estérifiés et transitent dans la 

circulation sous forme de chylomicrons. Durant leur transit, les AG sont hydrolysés et se lient 

à l’albumine. Ainsi, ils sont à disposition des tissus cibles (muscle, tissu adipeux). 

Le foie forme des very low density lipoprotein (VLDL) afin d’exporter les TG vers les tissus, et 

en particulier le tissu adipeux. Le foie est capable de capter une petite partie des low density 

lipoprotein (LDL) dérivant des VLDL néosynthétisés par lui-même. 

De plus, lorsque les taux de glucose augmentent, le foie produit des AG à partir du glucose 

grâce à la lipogenèse. 

a) La lipogenèse 

 

Le foie est l’organe principal permettant la conversion des glucides en AG. Le processus est 

divisé en trois parties : la synthèse d’AG, l’élongation/la désaturation des AG et l’assemblage 

en TG ou la production d’esters de cholestérol (Figure 10). Les TG néosynthétisés ou esters de 

cholestérol sont stockés sous forme de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes ou 

secrétés dans la circulation par des particules VLDL vers le tissu adipeux et autres tissus 

extrahépatiques. 

Après un repas, les glucides sont utilisés préférentiellement pour générer de l’ATP. L’excès de 

ces glucides est converti en AG. 

La synthèse des AG est intimement reliée au catabolisme du glucose (Postic and Girard, 2008).  

En effet, le glucose est converti en pyruvate par la glycolyse (Figure 10). Le pyruvate est 

importé dans la mitochondrie et métabolisé en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase 

(PDH). L’acétyl-CoA est combiné à l’oxaloacétate par la citrate synthase pour former le citrate. 

Le citrate synthétisé dans la matrice mitochondriale ne peut sortir dans le cytoplasme qu’en 

empruntant la navette citrate-pyruvate. 
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Dans le cytoplasme, le citrate est clivé en acétyl-CoA et oxaloacétate par l’ATP citrate lyase 

(ACL). L’oxaloacétate est réduit en malate lui-même converti en pyruvate par l’enzyme 

malique permettant la production de NADPH,H+. Le pyruvate est recyclé dans la mitochondrie. 

Il est carboxylé par la PC pour former l’oxaloacétate et poursuivre vers la synthèse de citrate. 

Ce cycle (cycle de Lardy) induit la synthèse d’acétyl-CoA cytoplasmique à partir du pyruvate. 

Dans le cytoplasme, l’acétyl-CoA est carboxylé par l’ACC pour former le malonyl-CoA. Le 

malonyl-CoA cytosolique est utilisé pour la biosynthèse d’AG. Cette réaction est catalysée par 

la Fatty Acid Synthase (FAS) qui représente la deuxième enzyme de la biosynthèse de novo 

d’AG. La FAS utilise le malonyl-CoA comme précurseur, l’acétyl-CoA comme donneur de 

carbone et le NADPH,H+ (fourni par la voie des pentoses phosphates et la réaction réalisée par 

l’enzyme malique) comme équivalent réducteur (Chirala and Wakil, 2004). 

Le palmitate (C16 :0) est le premier AG synthétisé de manière endogène. Il peut être allongé 

en stéarate (C18 :0) ou en AG plus longs par des enzymes d’élongation (ELOVL). Le palmitate 

et le stéarate peuvent également être désaturés par la stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD1) qui 

convertit les AG saturés en AG monoinsaturés. Une fois les AG synthétisés, allongés et 

désaturés, ils sont estérifiés avec le glycérophosphate fourni par le métabolisme des glucides 

pour former des lipides plus complexes comme les triglycérides (Figure 10). 

La lipogenèse est régulée en fonction du statut nutritionnel cellulaire. L’insuline favorise la 

lipogenèse alors que le glucagon l’inhibe. 

1) L’acétyl-CoA carboxylase (ACC) 

 

L’ACC catalyse la carboxylation de l’acétyl-CoA pour former le malonyl-CoA. Chez les 

mammifères, il existe deux isoformes de l’ACC. ACC1 est localisée dans le cytoplasme et ACC2 

dans la membrane mitochondriale externe. La délétion systémique d’ACC1 cause la mort 

embryonnaire (Abu-Elheiga et al., 2005). Cependant l’inhibition transitoire hépatique d’ACC1 

mais pas d’ACC2 diminue les niveaux de malonyl-CoA et par conséquent la lipogenèse, 

augmente la β-oxydation et protège le foie de la stéatose (Savage et al., 2006). 

ACC1 est très exprimée dans le tissu adipeux, le foie et la glande mammaire en lactation. 

Son expression et son activité dépendent des conditions nutritionnelles. Elles sont inhibées à 

jeun et restaurées après un repas. 
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Le gène codant ACC1 est sous le contrôle de trois promoteurs distincts induits par le glucose, 

l’insuline, les hormones thyroïdiennes et la leptine (Mao et al., 2003). L’activité de l’ACC1 est 

contrôlée par des effecteurs allostériques. Parmi eux, le citrate et d’autres acides 

carboxyliques induisant la polymérisation de l’enzyme et son activation (Vagelos et al., 1963). 

Le malonyl-CoA, le CoA libre et les AG sont, en revanche, des inhibiteurs d’ACC1 (Moule et al., 

1992).  

L’activité d’ACC1 est également régulée de manière post-traductionnelle par phosphorylation. 

Le glucagon entraîne une rapide phosphorylation et inactivation d’ACC1. Cette inhibition est 

contrôlée par l’AMPc mais la phosphorylation d’ACC1 est très largement réalisée par l’AMP-

activated protein kinase (AMPK). Quant à l’insuline, elle réverse l’inhibition causée par l’AMPK 

(Witters and Kemp, 1992) (Munday, 2002) et active l’ACC1. 

L’isoforme ACC2 est présente au niveau du cœur, du muscle et très peu dans le foie. 

L’inhibition de l’ACC2 n’a pas d’effet sur le déroulement de la lipogenèse mais augmente la β-

oxydation des AG. 

2) La Fatty Acid Synthase (FAS) 

 

La FAS catalyse la biosynthèse d’AG saturés à partir du malonyl-CoA et de l’acétyl-CoA. Sa 

régulation est détaillée dans la partie trois de ce manuscrit. 

3) Les élongases 

 

Certains AG provenant de l’alimentation ou issus de la lipogenèse sont allongés en AG à très 

longue chaîne (C>20). L’élongation des AG implique l’addition de deux carbones sur les acyl-

CoA en utilisant le malonyl-CoA et le NADPH, H+ comme agent réducteur. 

Les protéines d’élongation d’AG à très longue chaîne (ELOVL) sont des enzymes liées à la 

membrane du reticulum endoplasmique. A ce jour, 7 protéines de la famille ELOVL sont 

identifiées chez les mammifères et classées en deux groupes. Les isoformes 1, 3, 6 et 7 

allongent les AG saturés et monoinsaturés alors que les isoformes 2, 4 et 5 allongent plutôt 

les AG polyinsaturés.  

ELOVL6, première isoforme découverte, catalyse la conversion du palmitate (C16 :0) en 

stéarate (C18 :0). Elle est up-régulée dans des souris transgéniques surexprimant le facteur 

sterol regulatory element-binding protein (SREBP) (Moon et al., 2001).  



38 
 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Schéma représentant la biosynthèse des triglycérides et le devenir des acides gras 

néosynthétisés. 

Les AG sont activés en acyl-CoA grâce à l’ACS. La GPAT permet ensuite la formation d’acide 

lysophatidique. L’estérification d’un second acyl-CoA sur le LPA est catalysée par l’AGPAT pour 

donner l’acide phosphatidique. Le PA est déphosphorylé par la lipine pour donner du DAG. La 

dernière étape de la biosynthèse d’un triglycéride est catalysée par la DGAT et permet le 

transfert d’un troisième et dernier acyl-CoA sur le DAG. Les triglycérides ainsi néosynthétisés 

sont soit stockés sous forme de gouttelettes lipidiques soit incorporés dans des VLDL afin 

d’être exportés hors du foie. Les AG peuvent être incorporés dans d’autres lipides complexes. 

L’incorporation spécifique en différentes classes lipidiques est orchestrée par les enzymes 

limitantes des différentes voies. Les phospholipides sont synthétisés à partir du DAG par trois 

enzymes essentiellement: CPET1 catalysant la synthèse de phosphatidylcholine et 

phosphatidyléthanolamine, CHPT1 permet uniquement la synthèse de phosphatidylcholine et 

CDIPT catalyse la synthèse de phosphatidylinositol. D’autre part, les AG peuvent être 

incorporés au cholestérol permettant la formation d’esters de cholestérol. Pour finir, les 

céramides sont synthétisés par l’incorporation de deux acides gras (palmitate activé sous 

forme de palmitoyl-CoA) sur une sérine puis ensuite la sphinganine par la SPTLC et CERS 

respectivement. 

 

Abréviations : LPA : acide lysophosphatidique, DAG : diacylglycérol, DGAT, diacylglycérol 
acyltransférase, ACAT : acétyl-CoA acétyltransférase, SPTLC : sérine palmitoytransférase, CERS : 
céramide synthase, CEPT1 : choline/éthanolamine phosphotransférase 1, CHPT1 : choline 
phosphotransferase 1, CDIPT : CDP-diacylglycérol-inositol 3 phosphatidyltransférase, ACS : Acyl-CoA 
synthase, GPAT : glycérol 3P acyltransférase, AGPAT : acylglycérol P acyltransferase, PA : acide 
phosphatidique, DGAT : diacylglycérol acyltransferase, TG : triglycérides.
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Des souris KO pour ELOVL6 présentent une diminution de la quantité d’acides stéarique et 

oléique hépatiques. Ces souris échappent à la résistance à l’insuline induite par l’alimentation 

mais ne présentent pas d’amélioration au niveau de l’obésité ou de la stéatose hépatique 

(Matsuzaka et al., 2007). Au contraire, la surexpression d’ELOVL6 dans le foie induit la stéatose 

et la fibrose hépatique (Matsuzaka et al., 2012). 

4) La stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD1) 

 

L’enzyme SCD1 catalyse la désaturation de l’acide palmitique (C16 :0) et stéarique (C18 :0) en 

acide palmitoléique (C16 :1) et oléique (C18 :1) respectivement. Quatre isoformes de SCD 

existent mais seule l’isoforme 1 est retrouvée dans le foie (Ntambi et al., 1988). Des souris 

SCD1 knockout global (Ntambi et al., 2002) et spécifique au foie ont été générées (Miyazaki et 

al., 2007) afin de déterminer l’importance de cette enzyme dans la lipogenèse. 

Les souris sont minces et présentent un défaut dans la biosynthèse des lipides et plus 

particulièrement des TG. La lipogenèse n’est donc plus induite et les souris sont protégées de 

la résistance à l’insuline et de l’obésité induite par un régime riche en sucre.  

Peu de choses sont connues sur la régulation post-traductionnelle de SCD1. Cependant, son 

expression est régulée de manière transcriptionnelle en fonction des conditions 

nutritionnelles. Le régime riche en sucre, l’insuline et le cholestérol sont des effecteurs positifs 

de la transcription de SCD1 (Mauvoisin and Mounier, 2011). 

Les AG néosynthétisés peuvent être le substrat d’enzymes produisant différentes entités. En 

effet, ils peuvent former des esters de cholestérol, des céramides, des phospholipides et des 

triglycérides (Figure 11). 

En période postprandiale, l’excès de glucose permet la production, entre autres, d’AG. Les AG 

sont stockés dans des gouttelettes lipidiques hépatiques sous forme de TG ou exportés hors 

du foie vers le tissu adipeux ou autres tissus extrahépatiques grâce aux particules VLDL.  

b) Synthèse des triglycérides 

 

Les longues chaînes d’acyl-CoA issues de la lipogenèse de novo peuvent être estérifiées sur le 

glycérol pour former des glycérolipides. La biosynthèse des triglycérides s’effectue 

principalement dans le reticulum endoplasmique. Trois étapes conduisent à la fixation de 3 

molécules d’acyl-CoA sur le glycérol-3P.  
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La première étape est catalysée par la glycérol-3P acyltransférase (GPAT) et estérifie un acyl-

CoA sur le premier carbone du glycérol-3P pour former l’acide lysophosphatidique (LPA). Le 

LPA donne ensuite des phospholipides ou des TG (Figure 11). 

Il existe quatre isoformes de la GPAT. Elles sont toutes exprimées dans le foie mais ont des 

localisations subcellulaires différentes. Les GPAT1 et 2 sont localisées au niveau de la 

membrane mitochondriale externe alors que les isoformes 3 et 4 sont localisées dans le 

reticulum endoplasmique (Lewin et al., 2004) (Gimeno and Cao, 2008). GPAT1 joue un rôle 

primordial dans la biosynthèse des triglycérides puisqu’une diminution de l’expression de ses 

ARNm dans le foie de souris ob/ob réduit la biosynthèse de triglycérides et, par conséquent, 

améliore les désordres métaboliques (Xu et al., 2006). 

L’étape suivante consiste à estérifier un autre acyl-CoA sur le carbone 2 du LPA pour former 

l’acide phosphatidique (PA) (Figure 11). Cette réaction est catalysée par l’acylglycérol 

phosphate acyltransférase (AGPAT).  

Afin de former le TG, le PA doit être déphosphorylé pour donner du DAG. La 

déphosphorylation est catalysée par une famille de protéines appelée Lipine. 

Le DAG néosynthétisé est pris en charge par la diacylglycérol acyltransférase (DGAT), enzyme 

limitante, afin de former le TG (Figure 11). 

Au niveau hépatique, les TG sont stockés sous forme de gouttelettes lipidiques dans le 

cytoplasme ou exportés hors du foie sous forme de VLDL. 

c) Sécrétion des VLDL 

 

Le foie secrète les TG sous forme de particules VLDL qui les distribuent vers les tissus 

périphériques comme le muscle squelettique, cardiaque et les tissus adipeux.  

Les VLDL produits sont constitués d’un core de lipides neutres (particulièrement des TG) 

entouré d’un manteau hydrophile (monocouche de phospholipides). Chaque particule de 

VLDL est stabilisée par une seule protéine clef structurale : l’apolipoprotéine (apo). L’apo B100 

est la protéine majeure mais il existe, dans ces mêmes particules, l’apoCI, l’apoCII, l’apo CIII et 

l’apoE. 

La biosynthèse des VLDL s’effectue dans la lumière du RE et est réalisée en deux étapes 

(Rustaeus et al., 1999). Elle débute par la translocation de l’Apo B100 nouvellement 

synthétisée à travers la membrane du reticulum.  
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Au cours de cette étape, l’Apo B100 est partiellement lipidée pour former une pré-particule 

VLDL. Dans un même temps, des particules riches en TG sans apoB sont produites. Cette étape 

est facilitée par l’enzyme microsomal triglyceride transfer protein (MTP). La MTP présente 3 

domaines : un site de fixation pour l’ApoB 100, un domaine pour le transfert lipidique et un 

domaine d’interaction membranaire (Hussain et al., 2003).  

La deuxième étape de la formation des VLDL consiste en la fusion des pré-particules de VLDL 

avec les particules riches en triglycérides présentes dans le cytosol pour former des particules 

de VLDL matures exportées vers le tissu adipeux (Tiwari and Siddiqi, 2012).  

Conclusion  

Au cours du jeûne, le foie maintient une glycémie constante en mobilisant, dans un premier 

temps, les réserves de glycogène (glycogénolyse). En réponse à un jeûne prolongé, le foie 

synthétise de novo du glucose (néoglucogenèse). Concernant le métabolisme lipidique, 

lorsque les concentrations en glucose sont basses, le foie capte les AG provenant de la 

lipolyse du tissu adipeux. Ces AG sont oxydés afin de fournir l’énergie et les cofacteurs 

nécessaires à la néoglucogenèse. Ils sont également précurseurs de la cétogenèse. 

A l’état nourri, le glucose entre dans le foie puis est phosphorylé par la glucokinase en G6P. 

Cette étape permet la séquestration du glucose dans l’hépatocyte. Le G6P, peut être dirigé 

vers différentes voies telles que la glycogénogenèse, la glycolyse, la voie de biosynthèse des 

hexosamines et la voie des pentoses phosphates. A l’état nourri, le glucose en excès produit 

l’acétyl-CoA permettant la biosynthèse des AG par la lipogenèse. Ces AG néosynthétisés 

sont estérifiés sous forme de TG, stockés sous forme de gouttelettes lipidiques au niveau du 

foie ou exportés par les VLDL.  

Le métabolisme glucido-lipidique est sous le contrôle des hormones pancréatiques. A jeun, 

le glucagon induit l’expression des gènes impliqués dans la néoglucogenèse et inhibe celle 

des gènes codant les enzymes impliquées dans l’utilisation du glucose. De plus, le glucagon 

favorise le catabolisme des AG et inhibe la lipogenèse. L’insuline, quant à elle, est produite 

en réponse à la prise alimentaire. Elle active la transcription des gènes codant les enzymes 

impliquées dans l’utilisation du glucose et inhibe celles impliquées dans la biosynthèse du 

glucose. D’autre part, elle favorise la biosynthèse des AG et des TG et bloque leur utilisation.  

Dans la deuxième partie de ce manuscrit, nous nous intéresserons à une enzyme clef de 

l’utilisation du glucose : la glucokinase. 
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Figure 12 : Représentation de l’activité de la GK et des hexokinases en fonction des 

concentrations en glucose. 

 

L’activité de la GK augmente en corrélation avec l’augmentation des concentrations en 

glucose (surtout en concentration physiologique, environ 5 mmol.L-1). C’est pourquoi la 

glucokinase présente une cinétique sigmoide à l’inverse des hexokinases qui présente une 

cinétique en hyperbole. 
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II. La Glucokinase 
 

La glucokinase (GK, hexokinase IV) appartient à la famille des hexokinases (EC 2.7.1.1). Elle 

catalyse la première étape du métabolisme du glucose en le phosphorylant en G6P. Bien 

qu’initialement décrite dans le foie, la GK est également exprimée dans les cellules β 

pancréatiques, les neurones, l’hypophyse et les cellules entéro-endocrines K et L.  

A. La glucokinase : une hexokinase à part 

 

La GK diffère des autres hexokinases sur plusieurs aspects : sa masse moléculaire, son affinité 

pour le glucose et son mode de régulation.  

Sa masse moléculaire de 50 kDa représente la moitié de celle des hexokinases I, II et III. Cette 

différence s’explique par la présence d’un unique domaine kinase contrairement aux autres 

hexokinases en possédant deux.  

La GK a une faible affinité pour le glucose (S0.5 ≈ 7mM), environ 20 fois plus élevé que le Km 

des autres hexokinases. D’un point de vue enzymatique, les constantes de vitesse et d’affinité 

de la GK varient en fonction du ligand. Cette caractéristique fait que la représentation 

graphique de la vitesse initiale de réaction en fonction de la concentration en substrat 

représente une courbe sigmoïde et non une branche d’hyperbole comme pour les autres 

hexokinases (Figure 12) (Cárdenas et al., 1998).  

Finalement, l’activité de la GK n’est pas inhibée par des concentrations physiologiques de son 

produit (G6P) contrairement aux autres hexokinases (Agius, 2008).  

Ces propriétés expliquent pourquoi la GK tient une place centrale dans la régulation du 

métabolisme du glucose. 

B. Structure de la GK et régulation de son activité 

 

La GK est catalytiquement active sous la forme d’un monomère et contient un seul site de 

fixation pour le glucose. Elle présente une structure bipartite composée d’un large domaine 

et d’un petit domaine liés par une charnière flexible.  

La GK se présente sous la forme de conformations de basses et hautes affinités pour le 

glucose.  
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Figure 13 : Présentation des différentes conformations de la GK.  

 

La GK existe sous trois conformations (fermée, ouverte et super ouverte) et possède deux 

cycles catalytiques (lent et rapide). La fixation du glucose sur la GK sous forme super-ouverte 

ou ouverte entraîne un changement de conformation de la GK vers un état fermé permettant 

la phosphorylation du Glc en G6P. 

 

Abréviations : Glc : glucose, ATP : adénosine triphosphate, ADP : adénine diphosphate, G6P : glucose-

6P.
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En effet, le glucose et les activateurs modifient l’espace entre les grands et les petits domaines 

globulaires de la GK génèrant l’ouverture d’une poche pour la fixation du glucose (Kamata et 

al., 2004) (Figure 13). 

La structure cristallographique de la GK a clairement montré un changement de conformation 

important entre la forme active (fermée) et inactive (super-ouverte). De plus, une forme 

ouverte intermédiaire existe, Ainsi la GK peut adopter trois conformations différentes. 

En absence de glucose, la GK reste majoritairement sous la forme super-ouverte 

thermodynamiquement favorable.  

Lorsque le glucose se fixe à la forme super-ouverte, la GK change de conformation vers la 

forme ouverte. Ce changement est dû à l’interaction entre l’Asp 205 et le glucose. Après cette 

transition lente vers la forme ouverte, la présence d’ATP induit un changement de 

conformation vers la forme fermée, étape à laquelle la réaction enzymatique s’effectue.  

A la fin de la réaction, la GK retourne à l’état ouvert par le relargage du G6P et de l’ADP. 

Comme l’équilibre entre la forme super-ouverte et ouverte est lent à s’établir, une large 

proportion de la GK reste à l’état ouvert. Si, pendant ce temps, le glucose se fixe sur la forme 

ouverte, la GK entre de nouveau dans le cycle catalytique sinon la GK retourne à l’état super-

ouvert (Figure 13). 

La GK présente deux cycles catalytiques : un lent et un rapide. A faibles concentrations en 

glucose, la GK utilise principalement le cycle lent puisque la forme super-ouverte est plus 

stable que les autres formes en absence de glucose. Quand les concentrations en glucose sont 

élevées, la GK utilise le cycle rapide. La capacité de la GK à réguler les concentrations de 

glucose plasmatiques est due à ce shift de cycle catalytique. 

C. Régulation transcriptionnelle de la GK 

 

Chez les humains, le gène de la GK est localisé sur le chromosome 7p15.3-p15.1 et est 

constitué de 12 exons. Le gène code une protéine de 465 acides aminés avec une masse 

moléculaire de 52 kDa.  

Chez les mammifères, deux promoteurs alternatifs tissus-spécifiques contrôlent l’expression 

de la GK. Le promoteur en amont, promoteur neuroendocrine, conduit à la synthèse de 

l’ARNm de la GK dans les tissus non hépatiques. Le promoteur en aval est impliqué dans la 

transcription du gène dans les hépatocytes. 
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Ces promoteurs conduisent à la formation de transcrits variés : l’exon 1a retrouvé dans les 

cellules β du pancréas, les exons 1b et 1c exprimés dans le foie (Iynedjian, 1993; Magnuson, 

1990). 

L’activité enzymatique de la GK est régulée en fonction du statut nutritionnel de la cellule. 

Après 48 heures de jeûne, elle est réduite de deux tiers et l’expression du gène est quasiment 

nulle (Tiedge and Lenzen, 1995). En période postprandiale, la restauration de l’expression et 

de l’activité enzymatique et de la GK sont insulino-dépendantes. Cependant, le glucagon a des 

effets inverses à ceux de l’insuline (Iynedjian, 1993).  

Dans des foies de rats diabétiques, l’expression de la GK est réduite de plus de 90% par rapport 

aux rats contrôles. L’administration d’insuline augmente le niveau d’expression et d’activité 

de la GK de façon temps dépendante pour atteindre une augmentation de 65% après 24h de 

stimulation à l’insuline (Iynedjian et al., 1988). 

Les effets de l’insuline sont transmis par la voie phosphatidylinositol-3-kinase/protéine kinase 

B (PI3K/PKB). En effet, des inhibiteurs de PI3K tels que la wortmannine et le LY294002 ou de 

PKB suppriment les effets de l’insuline sur l’induction de l’expression de la GK (Ribaux and 

Iynedjian, 2003).  

 

Les facteurs de transcription régulant l’expression de la GK sont, par conséquent, insulino-

dépendants et dépendent de l’activation de la voie PI3K/PKB. Ces facteurs sont : HNF4 

(hepatocyte nuclear factor 4), SREBP et LXR (liver X receptor). 

1. HNF4/HIF1 

 

Des sites de fixation pour HNF4 et HIF1 (hypoxia-inducible factor 1) sont présents sur le 

promoteur de la GK (Roth et al., 2002). 

Dans des hépatocytes stimulés à l’insuline, HIF1 agit de façon coopérative avec le facteur de 

transcription HNF4 et le co-activateur p300 pour augmenter la transcription du gène codant 

la GK. Cette interaction est régulée par la voie PI3K/Akt (Roth et al, 2004). Le fait que HIF1 

puisse être un médiateur de l’insuline est relevant puisque l’hypoxie et l’insuline agissent en 

synergie pour induire l’expression de la GK dans des hépatocytes (Kietzmann et al., 1997). 
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2. SREBP1c 

 

L’effet de l’insuline sur la transcription de la GK est également régulé par le facteur de 

transcription SREBP1c (Kim et al., 2004).  

En plus de moduler la GK, SREBP1c est un régulateur majeur des enzymes lipogéniques telles 

que l’ACC et la FAS. La transcription de SREBP1c est, elle-même, induite par l’insuline dans les 

hépatocytes (cf partie III, C,1,a p 102) (Fleischmann and Iynedjian, 2000).  

La surexpression de SREBP1c dans des hépatocytes primaires induit une augmentation de la 

transcription du gène codant la GK. A l’inverse, un mutant dominant négatif SREBP1c inhibe 

la transcription de la GK dépendante de l’insuline (Foretz et al., 1999).  

3. Modèle proposé sur la régulation transcriptionnelle de la GK  

 

Une cascade d’événement impliquant SREBP1c, PPARγ (peroxisome proliferator-activated 

receptor γ), LXR et SHP (small heterodimer partner) a été proposée (Kim et al., 2009). LXR 

agirait à deux niveaux :  

- Il up-régule la GK et SREBP1c en se fixant directement sur leurs promoteurs respectifs ; 

ensuite l’insuline active SREBP1c et par conséquent augmente de manière synergique 

l’expression de la GK dépendante de LXR.  

- LXR augmente l’expression de la GK en up-régulant l’activité transcriptionnelle de 

PPAR.  

De plus, LXR et PPAR augmentent la transcription du gène codant SHP créant une boucle de 

rétrocontrôle négative. En effet, SHP réprime la transcription de la GK en interagissant 

directement avec le partenaire de LXR et PPAR : RXR (retinoid X receptor).  

4. L’insuline régule la transcription de la GK, mais ce n’est pas 

la seule 

 

Bien que les effets de l’insuline sur l’expression du gène codant la GK soient bien connus, la 

régulation transcriptionnelle par d’autres hormones existe mais est moins bien caractérisée. 

L’addition in vitro de tri-iodothyronine (T3) à des cultures primaires d’hépatocytes de rat 

induit l’expression de la GK. La dexaméthasone seule n’induit pas la transcription de la GK 

mais augmente la transcription de la GK induite par l’insuline et diminue celle induite par la 

T3 (Narkewicz et al., 1990). 
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Figure 14 : Effet de l’hyperméthylation du promoteur de la GK dépendante de l’âge sur la 

susceptibilité au diabète de type 2. 

 

La GK produit le G6P, activateur allostérique de la GS. L’hyperméthylation du promoteur de la 

GK induite par le vieillissement inhibe l’expression de la GK conduisant à 2 effets : la 

diminution de l’action de l’insuline et de l’utilisation du glucose et la diminution de la synthèse 

du glycogène. Même si la normoglycémie est maintenue, les sujets âgés sont plus susceptibles 

de développer un diabète de type 2. 

Abréviations : GK : Glucokinase, GS : Glycogène synthase, GP : glycogène phosphorylase, G6P : 

glucose-6-phosphate 
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Un site de fixation au récepteur estrogen-related receptor alpha (ERRα) a également été 

identifié sur le promoteur de la GK. La protéine PGC1α (proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1α) active ERRα augmentant la transcription de la GK (Zhu et al., 2010).  

Même si peu d’études ont porté sur cette régulation, l’expression de la GK peut être régulée 

de manière épigénétique. Néanmoins, l’hyperméthylation du promoteur de la GK chez les rats 

âgés suggére que des modifications épigénétiques soient responsables de la faible 

transcription de la GK chez ces rats avec potentiellement un effet diabétogène (Jiang et al., 

2008) (Figure 14). 

D. Régulation de l’activité et de la localisation de la GK par la 

protéine régulatrice : GKRP 

 

L’activité de la GK est régulée rapidement par son interaction avec une protéine spécifique 

inhibitrice, la glucokinase regulatory protein (GKRP) découverte par Van Schaftingen en 1989 

(Van Schaftingen, 1989) (Figure 15).  

La GKRP est une protéine nucléaire inactivant la GK durant le jeûne en interagissant avec sa 

forme super-ouverte (Figure 13). Ainsi, un changement de conformation de la GK peut induire 

la dissociation du complexe GK/GKRP (Futamura et al., 2006). 

A l’état libre, la GKRP est localisée dans le noyau et le cytoplasme. A jeun, l’association entre 

la GK et GKRP résulte en l’import du complexe et la séquestration nucléaire des deux protéines 

par des mécanismes moléculaires encore inconnus. Néanmoins, le masquage de la séquence 

NES (nuclear export signal) de la GK pourrait expliquer ce phénomène (Shiota et al., 1999). 

Une augmentation des concentrations en glucose induit la dissociation du complexe GK/GKRP 

et promeut le démasquage de la séquence NES de la GK et sa translocation cytoplasmique 

(Shiota et al., 1999). Ce mécanisme ne semble pas faire intervenir l’exportine 1 puisque 

l’export de la GK n’est pas inhibé par la leptomycine B (Mukhtar et al., 1999). 

La GK n’a pas de séquence NLS (nuclear localization signal). L’entrée du complexe dans le 

noyau s’effectue grâce à la séquence NLS de la GKRP. 

L’association entre les deux protéines est ligand-dépendante. Les ligands de la GKRP sont le 

F1P et le F6P, compétiteurs mutuels.  
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Figure 15 : Régulation de l’activité et de la localisation subcellulaire de la GK par son 

interaction avec la GKRP. 

 

A jeun, la GK est sequestrée dans le noyau par la GKRP. Après un repas, la concentration en 

glucose augmente entrainant une dissociation du complexe GK/GKRP permettant à la GK de 

lier le glucose, d’adopter une conformation fermée et de sortir du noyau pour générer du G6P. 

 

Abréviations : GKRP, GlucoKinase Regulatory Protein, NES : nuclear export signal.
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Le F1P est un activateur de la GK en favorisant la dissociation du complexe GK/GKRP. Les 

concentrations de F1P intrahépatique augmentent suite à l’absorption intestinale de fructose, 

provenant de l’hydrolyse du saccharose, converti en F1P par la fructokinase. 

Le F6P est un inhibiteur de la GK en renforçant l’interaction entre la GK et la GKRP. L’inhibition 

par le F6P montre un mécanisme de rétrocontrôle négatif car le F6P est en équilibre avec le 

G6P à travers la phosphohexose isomérase.  

Par conséquent, après un repas, la GK est dissociée de la GKRP nucléaire et retourne vers sa 

forme active cytosolique (Schaftingen et al., 1994; Van Schaftingen, 1989; Van Schaftingen et 

al., 1992) (Figure 15).  

Dans des hépatocytes de rat cultivés à 5.5 mM de glucose, la GK est principalement nucléaire 

et inactive. En présence de fortes concentrations en glucose ou fructose, la GK est active et 

cytoplasmique. La GKRP contrôle ces différences de localisation (de la Iglesia et al., 1999).  

Dans des cellules dépourvues de GK et de GKRP, l’expression forcée de la GK seule résulte en 

sa localisation cytoplasmique. Cependant, la co-expression avec GKRP entraîne une 

accumulation nucléaire des deux protéines (Bosco et al., 2000). De la même façon, la perte de 

l’expression et de l’activité de la GK est observée dans des souris KO pour le gène codant la 

GKRP. Ces données décrivent deux rôles de la GKRP : elle inactive la GK en la séquestrant dans 

le noyau et elle stabilise la GK en la protégeant de la dégradation (Farrelly et al., 1999) (Figure 

15). 

Une fraction mineure de GK et GKRP hépatiques est associée à la fraction mitochondriale 

(Arden et al., 2006). La mitochondrie peut être un nouveau régulateur de la 

compartimentation de la GK. Un complexe enzymatique mitochondrial incluant BAD (Bcl-2-

associated death promoter), GK, PKA, PP1 et WAVE1 (membre de la famille de protéines 

Wiskott–Aldrich) a été identifié (Danial et al., 2003) et le lien fonctionnel entre Bad et la GK a 

été mis en évidence dans des hépatocytes déficients pour Bad. Ces hépatocytes présentent 

une diminution de l’activité de la GK. De plus, ces souris présentent une intolérance au glucose 

indiquant un lien entre le métabolisme du glucose et l’apoptose (Danial et al., 2003). 

E. Régulation de la GK par le complexe PFK2/FBP2 

 

PFK2/FBP2 est une enzyme bifonctionnelle cytosolique impliquée dans la formation et 

l’hydrolyse du F2,6BP.  



56 
 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Régulation de la GK par le complexe PFK2/FBP2. 

 

Les différentes molécules de Fru phosphorylées sont des régulateurs du flux glycolytique. Le 

Fru1,6BP inhibe PFK1 alors que le Fru2,6BP l’active. Le F6P est un activateur de PFK2 et de la 

GKRP. La FBP2 active la GK. Le F1,6BP, le F2,6BP et le F6P inhibent également les fructose 

bisphosphatases 1 et 2. A travers l’inhibition par les phosphatases, le catabolisme du glucose 

n’est pas entravé à l’état postprandial quand l’apport en glucose est important.  

 

Abréviations : GKRP : glucokinase regulatory protein, GK : glucokinase, PFK1/2 : phosphofructokinase 
1/2, FBP1/2 : fructose bisphosphatases 1/2.
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En 2001, l’enzyme PFK2/FBP2 est identifiée comme un activateur de la GK dans les cellules 

pancréatiques et le foie (Baltrusch et al., 2001). L’activation est induite par la fixation de la GK 

sur le domaine bisphosphatase de l’enzyme. En période postprandiale, cette interaction active 

et stabilise la GK cytoplasmique préservant ses fonctions de senseur du glucose (Massa et al., 

2004) (Figure 16). 

Dans le foie, le complexe induit la phosphorylation du glucose (via l’activation de la GK) mais 

également la glycolyse (via l’activation de PFK2). PFK2 induit la biosynthèse de F2,6BP, 

activateur allostérique de PFK1, enzyme clef de la glycolyse (Figure 16). 

PFK2/FBP2 est régulée par le glucagon et l’insuline au travers de cycles de 

phosphorylation/déphosphorylation via l’AMPc. L’activation de la GK par sa fixation au 

domaine FBPase2 est réprimée dans le foie par l’AMPc. (Massa et al., 2004).  

La surexpression de PFK2/FBP2 dans des hépatocytes augmente l’expression de la GK. La 

phosphorylation/déphosphorylation de ce complexe module la fixation de la GK et affecte sa 

translocation du noyau vers le cytoplasme (Payne et al., 2005). Chez des rats diabétiques 

induits par la streptozotocine, la surexpression de l’isoforme hépatique de PFK2 diminue la 

production de glucose en inhibant la néoglucogenèse et en favorisant la glycolyse. Par 

conséquent, la glycémie diminue (Wu et al., 2001). 

F. Inhibition allostérique de la GK par des acides gras à 

chaîne longue activés. 

 

Les AGCL (acides gras à chaîne longue) sont des inhibiteurs potentiels allostériques de la GK 

(Tippett and Neet, 1982). En effet, ils entrent en compétition avec le glucose et l’ATP. Bien 

que les AGCL ne se fixent pas au domaine catalytique de la GK, ils entraînent un changement 

de conformation de la GK la rendant inactive. 

G. La glucokinase et le diabète de la maturité chez le sujet 

jeune (MODY) 

 

Le diabète de la maturité chez le sujet jeune (MODY : maturity-onset diabetes of the young) 

est une pathologie monogénique dans laquelle les patients présentent des anomalies 

d’insulinosécrétion.  
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Figure 17 : Schéma général représentant les différents modes de régulation de la GK. 

La GK est régulée de manière transcriptionnelle (1) par l’insuline via la voie PI3K/Akt. Cette 

voie induit la fixation de SREBP1c, HIF-1α et HNF-4α sur le gène codant la GK. LXR induit 

également l’expression de la GK en se fixant sur ses éléments de réponse. La GK est régulée 

par son interaction avec la protéine régulatrice GKRP (2). Le F1P et le F6P sont des régulateurs 

de la formation de ce complexe. Le F1P entraîne sa dissociation alors que le F6P favorise 

l’association entre les deux protéines. Au cours de ma thèse, nous avons également montré 

que la GK pouvait être régulée au niveau post-traductionnel par O-GlcNAcylation, la 

stabilisant. 

Abréviations : IRS : insulin receptor substrate, PI3K : phosphoinositide-3-kinase, PDK1 : 
phosphoinositide dependent kinase 1, PKC : protéine kinase C, SREBP-1c : sterol regulatory element 
binding protein 1c, HIF : hypoxia inducible factor, HNF : hepatocyte nuclear factor, LXR : liver X 
receptor, GK : glucokinase, GKRP : glucokinase regulatory protein, NLS : nuclear localization sequence, 
HBP : hexosamine biosynthetic pathway.
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Plusieurs gènes sont associés à ce diabète dont celui codant la glucokinase (GCK = MODY2) 

(Froguel et al., 1993). Six gènes peuvent induire le diabète MODY mais le gène GCK est le plus 

fréquemment impliqué (environ 1/1000 patients) (Chakera et al., 2014). 

Le MODY2 est causé par une mutation hétérozygote liée à une perte de fonction de la 

protéine. Plus de 600 mutations ont été décrites. Dans ce type de pathologie, la sécrétion 

d’insuline est réduite de moitié pour un taux de glycémie donné. Chez ces patients, un test de 

tolérance au glucose oral révèle que les concentrations de glucose sanguin sont élevées. A 

jeun, l’hyperglycémie est importante (7 mmol.L-1 = 1.26 g.L-1) (Chakera et al., 2015) dès la 

naissance et augmente avec l’âge (Steele et al., 2014). En période postprandiale, la glycémie 

augmente plus rapidement puisque la sécrétion d’insuline est moins efficace sur la montée de 

la glycémie. 

Conclusion 

La GK est une enzyme clef de la régulation du métabolisme glucidique puisqu’elle est la 

première enzyme prenant en charge le glucose à son entrée dans la cellule. Par conséquent, 

l’expression, l’activité et la localisation de la GK doivent être finement régulées.  

Au niveau transcriptionnel, la régulation est essentiellement dépendante de l’insuline via la 

voie PI3K/Akt. SREBP1-c est activé en réponse à PKC et HIF1, HNF4 et leur co-activateur p300 

sont activés en réponse à l’activation d’Akt. L’activation de la transcription de la GK est 

également induite par la fixation de LXR sur son élément de réponse LXRE. 

La régulation de la GK est aussi sous le contrôle de son interaction avec la protéine 

régulatrice GKRP. La GKRP inhibe la GK en la séquestrant au noyau. En présence d’AMPc, la 

GKRP lie le F6P et interagit avec la GK pour l’inactiver. Par contre, en période postprandiale, 

elle fixe le F1P entrainant la dissociation du complexe GK/GKRP, la GK est alors activée.  

Au cours de ma thèse, nous avons mis en évidence un autre mode de régulation de la GK. 

En effet, nous avons montré qu’elle pouvait être régulée de manière post-traductionnelle 

par O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation de la GK augmente son expression, très 

probablement en la stabilisant et en réduisant sa dégradation protéasomale (Figure 17). 

En période postprandiale, l’expression et l’activité de la GK sont augmentées. Le G6P, ainsi 

formé, peut emprunter différentes voies métaboliques.  
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Figure 18 : Comparaison de l’organisation des différents domaines de la FAS. 

 

La FAS est présente sous la forme d’un complexe de type I chez les mammifères avec un seul 

peptide qui porte les 7 activités (a). Chez les procaryotes, la FAS est sous la forme d’un 

complexe de type II avec une protéine différente pour chaque activité (b). 

 

Abréviations : MAT : Malonyl acetyl-transferase, KS : ketoacyl-synthase, DH : dehydratase, KR : 

ketoacyl ACP reductase, ER : enoyl ACP reductase, ACP : acyl carrier protein, TE : thioesterase.
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Cependant, la majorité emprunte la glycolyse pour former le pyruvate qui, à son tour, entre 

dans la voie de la lipogenèse : le glucose est stocké sous forme d’acides gras. 

Dans la troisième partie de ce manuscrit, nous détaillerons la structure, l’activité et la 

régulation de la FAS. 

III. La Fatty Acid Synthase 
 

La FAS catalyse la biosynthèse d’AG saturés à partir de précurseurs simples. Le produit 

principal de la FAS est le palmitate (C16:0). Le stéarate (C18:0) est synthétisé grâce à des 

élongases. Des AG plus courts peuvent être fabriqués notamment dans la glande mammaire 

en lactation et dans le système nerveux central.  

Les substrats de la FAS sont l’acétyl-CoA, le malonyl-CoA et le NADPH,H+. L’acétyl-CoA sert 

d’amorce alors que le NADPH,H+ fournit les équivalents réducteurs nécessaires à la 

biosynthèse des AG. Les AG sont allongés à partir de l’acétyl-CoA initial par des condensations 

répétées avec le malonyl-CoA fournissant à chaque cycle deux carbones. La synthèse du 

palmitate requiert sept cycles d’addition de malonyl-CoA sur un acétyl-CoA. 

A. Caractéristiques générales 

 

La FAS est uniquement active sous forme de dimère (Stoops et al., 1979). Chaque sous- unité 

de 273 kDa contient sept activités catalytiques différentes. Initialement, il a été montré que 

les deux sous-unités s’associaient de façon tête-bêche (Stoops and Wakil, 1981) mais des 

données structurales ont mis en évidence l’association tête-tête de la FAS (Witkowski et al., 

2004; Maier et al., 2006). 

Chez les mammifères, la FAS est un complexe de type I avec un seul peptide contenant 

l’ensemble des domaines d’activités. Chez les procaryotes, les levures et les plantes, la FAS est 

un complexe de type II puisque des protéines différentes portent chacune des activités de la 

FAS (Figure 18). La FAS est une enzyme clef, son KO total chez la souris induit la létalité 

embryonnaire (Chirala et al., 2003). 
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Figure 19 : Représentation schématique de l’activité de la FAS. 

 

L’ACP fixe l’acétyl-CoA et le malonyl-CoA grâce au domaine MAT. Le produit ainsi formé est 

allongé par le domaine KS, réduit par le domaine KR, déshydraté par le domaine DH, réduit 

une nouvelle fois par le domaine ER et libéré par le domaine TE. 

 

Abréviations : MAT : Malonyl acetyl-transferase, KS : ketoacyl-synthase, DH : dehydratase, KR : 

ketoacyl ACP reductase, ER : enoyl ACP reductase, ACP : acyl carrier protein, TE : thioesterase.
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La FAS, protéine cytosolique soluble ou liée à la membrane plasmique, est exprimée dans tous 

les tissus mais plus abondamment dans le foie, les poumons et les reins (Jayakumar et al., 

1995; Semenkovich et al., 1995).  

B. La FAS et ses sept activités 

 

La FAS se présente sous la forme d’un homodimère. L’acyl carrier protein (ACP), un de ses 

domaines, permet le transport, à la manière d’un bras mobile, de l’AG en cours d’élongation 

d’activité catalytique en activité catalytique afin de ne pas diluer le produit en cours de 

synthèse dans le cytoplasme. Le groupement thiol terminal fixe l’acétyl-CoA et le malonyl-CoA 

grâce au domaine MAT (malonyl acetyl transferase). Le produit formé est allongé par le 

domaine KS (ketoacyl synthase), réduit par le domaine KR (ketoacyl ACP reductase), 

déshydraté par le domaine DH (dehydratase), réduit une nouvelle fois par le domaine ER 

(enoyl ACP reductase) et libéré par le domaine TE (thioesterase) (Finzel et al., 2015) (Figure 

19). 

L’ACP 

L’ACP joue un rôle majeur dans la biosynthèse des AG puisqu’il permet le transport de la 

chaîne d’AG en cours d’élongation vers les différentes activités catalytiques. 

L’ACP transporte les AG par une liaison covalente thioester. Ce thioester se trouve à la fin du 

bras 4’-phosphopantéthéine attaché de manière post-traductionnelle à l’ACP par l’enzyme 

PPTase (phosphopantéthéinyl transférase). 

La Malonyl-CoA ACP transacylase (MCAT) 

La MCAT (Malonyl-CoA ACP transacylase) initie la biosynthèse des AG en convertissant le 

malonyl-CoA en malonyl-ACP. Une délétion de MCAT chez E. coli est létale (Verwoert et al., 

1994) mais une surexpression de ce domaine augmente la concentration de malonyl-ACP et 

de l’activité KS (Garwin et al., 1980). 

La ketosynthase (KS) 

La ketosynthase catalyse la formation d’une liaison carbone-carbone par une condensation 

décarboxylante. La FAS de type I est constituée d’une seule KS alors que la FAS de type II a 2 

ou 3 KS distinctes codées par des gènes différents.  
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L’AG est chargé sur la cystéine du site actif et le malonyl-ACP est allongé à chaque tour de 

deux unités de carbone. Ce domaine est inhibé par une concentration élevée d’acyl-ACP à 

longues chaînes.  

Trois inhibiteurs de la FAS ciblant ce domaine existent. La cérulénine, inhibiteur sélectif se fixe 

de manière covalente à la cystéine du site actif (Moche et al., 1999). La thiolactomycine, 

produit naturel inhibe toutes les enzymes de condensation de la FAS y compris l’activité KS 

(Jackowski et al., 1989). La platensimycine est un produit naturel avec des propriétés 

antibiotiques (Figure 19) (Shang et al., 2015). La formation du complexe acide gras-enzyme 

est essentielle pour la fixation de ce composé qui est 200 fois plus efficace que la cérulénine 

et 50 fois plus que la thiolactomycine (Wang et al., 2006). Seules la cérulénine et la 

platensimycine inhibent la FAS de type I. 

La ketoréductase et déshydratase 

La ketoréductase réduit le 3-ketoacyl-ACP en 3-hydroxyacyl-ACP en utilisant le NADPH,H+ 

comme cofacteur. La déshydratase complète la réaction et modifie le 3-hydroxyacyl-ACP en 

motif énoyl par la perte d’une molécule d’eau. 

L’énoyl réductase (ER) 

Cette enzyme réalise la dernière étape de la biosynthèse des AG en réduisant le 2-énoyl-ACP 

en fatty acid-ACP grâce au cofacteur NADPH,H+. Alors que les activités de la ketoréductase et 

la déshydratase sont réversibles, la réaction que catalyse l’énoyl-réductase ne l’est pas et 

constitue l’étape limitante de la biosynthèse des AG.  

Cette activité est inhibée par de faibles concentrations de palmitoyl-CoA et par le triclozan, 

l’isoniazide et les diazoborines (Figure 19). Ces inhibiteurs se fixent sur le site actif de l’ER et 

forment un complexe avec les cofacteurs NADPH,H+. 

La thioestérase (TE) 

Cette enzyme permet le relargage des AG en les libérant de l’ACP. 
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Figure 20 : Mécanisme d’action de SREBP-1c. 

En réponse au signal insulinémique, Insig se dissocie et le complexe SREBP-1c/SCAP est 

transféré dans l’appareil de Golgi par des vésicules COPII. SREBP-1c subit alors un double 

clivage par les protéases S1P et S2P libérant la forme mature. L’activation de mTORC1 inhibe 

la lipine 1 elle-même inhibitrice de la translocation nucléaire de SREBP-1c. L’insuline promeut 

également la transcription de SREBP-1c via les facteurs LXR et mTOR et réprime celle d’Insig.  

 
Abréviations : mTOR : mammalian target of rapamycin, LXR : liver X receptor, SCAP : SREBP cleavage-

activating protein, Insig : insulin-induced gene, SREBP-1c : sterol response element binding protein 1c.
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C. Régulation de l’expression de la FAS 

 

La plupart des enzymes impliquées dans la lipogenèse, et en particulier la FAS, sont régulées 

durant le cycle jeûne/période postprandiale. L’activité de ces enzymes est faible durant le 

jeûne et augmentée en réponse à une prise alimentaire (Rui, 2014).  

Comme beaucoup d’enzymes allostériques, la régulation de la FAS se fait à trois niveaux avec 

des temps de réponse très différents. 

1. Régulation transcriptionnelle de la FAS 

 

Après un repas, la FAS est activée de manière transcriptionnelle par différents facteurs de 

transcription induits par l’insuline ou le glucose. 

L’insuline active des kinases et des phosphatases spécifiques activant les facteurs de 

transcription tels qu’USF (Upstream-Stimulatory Factors), SREBP1c et LXR. Les métabolites 

produits par le catabolisme du glucose affectent la fonction et la localisation de certains de 

ces facteurs de transcription et de ChREBP (Carbohydrate responsive element binding 

protein). 

a) Sterol response binding protein (SREBP) 

La famille des SREBPs comporte plusieurs membres : SREBP-1a, SREBP-1c et SREBP2 (Hua et 

al., 1995; Shimomura et al., 1997). SREBP-1a et SREBP-1c sont codés par le même gène et 

transcrits à partir de deux promoteurs différents.  

Les protéines SREBPs sont synthétisées sous forme de précurseurs contenant deux hélices 

transmembranaires nécessaires à leur ancrage à la membrane du reticulum endoplasmique. 

Le facteur SREBP est associé à SCAP (SREBP cleavage activating protein) et Insig (Goldstein et 

al., 2002). Pour être activé, le complexe SREBP/SCAP est dissocié d’Insig et s’associe avec des 

vésicules COPII afin de migrer vers l’appareil de Golgi (Sun et al., 2005). SREBP est ensuite 

clivé, de façon séquentielle, dans le Golgi par S1P et S2P (protéases sites 1 et 2). La partie N-

terminale cytosolique libérée entre dans le noyau et induit ses gènes cibles (Figure 20). 

1) Régulation de l’activation de SREBP par le clivage protéolytique 

 

L’insuline active la transcription et le clivage protéolytique de SREBP-1c (Hegarty et al., 2005; 

Kim et al., 1998). 
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La délétion des protéines PI3K, Akt, mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) et 

p70S6K inhibe le clivage protéolytique induit par l’insuline, montrant le rôle essentiel de la 

voie PI3K/mTOR dans l’activation de SREBP-1c (Yecies et al., 2011; Owen et al., 2012). 

La phosphorylation de SREBP-1c par Akt augmente l’affinité du complexe SREBP/SCAP pour 

les protéines des vésicules COPII et la translocation du complexe dans le Golgi (Yellaturu et al., 

2009a). De plus, l’insuline inhibe l’expression d’Insig2 via l’activation d’Akt (Yellaturu et al., 

2009b) (Figure 20). 

2) Régulation de la translocation nucléaire de SREBP  

 

Bien que les facteurs de transcription SREBPs présentent une séquence NLS (Nagoshi et al., 

1999), son transport nucléaire est régulé par mTORC1 et un de ses substrats, la phosphatase 

lipine 1 (Peterson et al., 2011). A jeun, la lipine 1 déphosphorylée empêche la translocation 

nucléaire de SREBP-1c. 

En période postprandiale, la lipine 1 régule la translocation de SREBP-1c dans le noyau via 

mTORC1. La délétion de la lipine 1 restaure la translocation nucléaire de SREBP dans des souris 

KO pour mTORC1 (Harris et al., 2007) (Figure 20). 

3) Régulation transcriptionnelle de SREBP-1c 

 

L’expression transcriptionnelle de SREBP-1c est régulée en fonction des conditions 

nutritionnelles. Elle est diminuée à jeun et augmentée en période postprandiale (Horton et 

al., 1998) de manière hormones-dépendante. En ce sens, l’insuline induit son expression 

(Shimomura et al., 1999) alors que le glucagon la réprime (Tang et al., 2009). 

En plus d’induire son clivage protéolytique, mTORC1 active la transcription de SREBP en 

réponse à l’insuline (Li et al., 2010). L’inhibition de p70S6K (substrat de mTORC1) inhibe le 

processus protéolytique mais n’a pas d’effet sur les niveaux d’ARNm de SREBP-1c (Owen et 

al., 2012) suggérant l’existence de deux mécanismes distincts. 

Le facteur LXR induit également l’expression de SREBP-1c en se fixant sur son promoteur (Chen 

et al., 2004). 
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Figure 21 : Régulation de la transcription de la FAS via USF en fonction des conditions 

nutritionnelles. 

 

Les facteurs USF1 et USF2 forment un dimère qui se fixe sur la région E-box du promoteur de 

la FAS. A jeun, USF interagit avec HDAC9 qui la désacétyle et inactive son activité. Après un 

repas, USF1 est phosphorylée par la DNA-PK, elle-même activée par déphosphorylation par 

PP1, et acétylée par PCAF. USF1 phosphorylé, acétylé et par conséquent activé interagit avec 

BAF60C permettant sa translocation au noyau. De plus, BAF60C recrute le complexe BAF 

contenant BRG1 et son activité ATPasique nécessaire au remodelage de la chromatine. 

 

 

Abréviations : HDAC9 : histone désacétylase 9, USF1/2 : upstream stimulatory factor 1/2, SRE : serum 

response element, PP1 : protéine phosphatase 1, DNA-PK : DNA-dependent protein kinase, PCAF : 

p300/CBP-associated factor, BAF60C : Brg1/Brm-associated factor 60c, SREBP1c : sterol response 

element binding protein 1c.
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4) Le recrutement de SREBP-1c sur le promoteur de la FAS 

dépend des facteurs USFs 

 

La fixation de SREBP-1c sur la région -150 du promoteur de la FAS est cruciale pour la réponse 

à l’insuline mais SREBP-1c est incapable de se fixer sur son élément de réponse SRE quand le 

site de fixation pour USF (-65) est muté (Latasa et al., 2003). La fixation de SREBP-1c 

dépendante de l’insuline nécessite la présence des facteurs USFs sur le promoteur de la FAS. 

b) Upstream stimulatory factor (USF) 

 

Deux isoformes d’USF existent : USF1 et USF2 codés par deux gènes différents. Ils forment des 

homo- ou hétéro-dimères et activent la FAS en se fixant sur la région -65 « E-box » de son 

promoteur. 

La mutation du site -65 E-box abolit la transcription de la FAS en réponse à l’insuline (Wang 

and Sul, 1997). D’autres études ont montré que USF1 et USF2 se fixent également sur la E-box 

en position -332 (Moon et al., 2000). La présence de ce second site augmente l’activation de 

la FAS. 

USF1 et USF2 sont importants pour la régulation de la FAS puisque des souris KO pour les 

gènes codant ces facteurs de transcription présentent un défaut d’activation de la FAS en 

condition de régime riche en sucres (Casado et al., 1999).  

Régulation post-traductionnelle d’USF1 par phosphorylation et acétylation 

 

Durant le cycle jeûne-prise alimentaire, le niveau d’expression d’USF et sa fixation sur le 

promoteur de la FAS ne varient pas. Ce sont les modifications post-traductionnelles qui 

régulent l’activité de ces facteurs en fonction de l’état nutritionnel.  

Des expériences de spectrométrie de masse ont montré que la prise alimentaire induit la 

phosphorylation d’USF sur la S262 et l’acétylation sur le site K237 (Wong et al., 2009). Des 

mutants mimant l’hyperphosphorylation et l’hyperacétylation de ces sites présentent une 

augmentation de la transcription de la FAS (Figure 21). Inversement, des mutants 

déphosphorylés et désacétylés n’induisent plus la transcription de la FAS.  

Ces modifications post-traductionnelles sont régies par l’interaction d’USF avec différents 

partenaires tels que la DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) et PP1 (Figure 21). 
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Figure 22 : Régulation de l’activité de ChREBP en fonction des conditions nutritionnelles. 

  

A jeun, la sécrétion de glucagon entraîne l’activation de PKA phosphorylant ChREBP sur la S196 

et la T666 induisant la séquestration cytosolique de ChREBP par la protéine 14-3-3. En période 

post-prandiale, le glucose emprunte en partie la voie des pentoses phosphates induisant la 

synthèse du métabolite X5P. Le X5P active PP2A qui déphosphoryle ChREBP. Ainsi, ChREBP 

migre vers le noyau et active la transcription de ses gènes cibles dont la FAS. Le G6P, produit 

de la glucokinase, peut également induire l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de 

ChREBP. 

 

Abréviations : ChREBP : carbohydrate responsive element binding protein, PKA : protein kinase A, 

AMPc : adénosine monophosphate cyclique, G6P : glucose-6P, X5P : xylulose-5P, PP2A : protein 

phosphatase-2A, MLX : max like protein.
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En période postprandiale, PP1 est transloquée dans le noyau puis déphosphoryle et active la 

DNA-PK. La DNA-PK phosphoryle USF sur la S262 permettant le recrutement de l’enzyme PCAF 

(p300/CBP-associated factor) qui acétyle USF en position K237 (Wong et al., 2009). USF 

phosphorylée et acétylée induit la transcription de la FAS. 

A jeun, USF interagit avec HDAC9 (histone désacétylase 9) bloquant le recrutement des autres 

facteurs nécessaires à l’activation transcriptionnelle (Figure 21). 

c) Carbohydrates responsive element binding protein (ChREBP) 

 

ChREBP a été le premier facteur de transcription sensible au glucose identifié. Il régule 

l’expression des gènes codant certaines enzymes impliquées dans la glycolyse et la lipogenèse 

dont la FAS (Iizuka et al., 2004). ChREBP forme un hétérodimère avec son partenaire MLX 

(Max-like protein) et se fixe sur les éléments ChoRE des gènes cibles (Stoeckman et al., 2004). 

Il existe deux isoformes de ChREBP résultant d’un épissage alternatif : ChREBPα et ChREBPβ, 

découverte depuis peu (Herman et al., 2012). Le glucose, via ses métabolites, induit la 

transcription de ChREBPα qui, à son tour, active la transcription de ChREBPβ. 

Régulation de l’activité de ChREBP en fonction des conditions nutritionnelles 

 

A jeun, ChREBP est phosphorylé par la PKA sur la S196 et la T666. ChREBP phosphorylé est 

incapable de transloquer dans le noyau et de se fixer sur ses gènes cibles (Kawaguchi et al., 

2001) (Figure 22). 

Initialement, le xylulose-5-phosphate (X5P), intermédiaire de la voie des pentoses phosphates, 

a été pressenti comme étant le régulateur de ChREBP. Le X5P est un activateur de PP2A 

(Kabashima et al., 2003) qui déphosphoryle ChREBP sur les sites S196 et T666 permettant sa 

translocation nucléaire et sa fixation sur ses gènes cibles (Figure 22). 

Plus tard, il a été montré que d’autres métabolites comme le G6P et le Fru2,6BP étaient 

nécessaires pour l’activation de ChREBP (Arden et al., 2012; Dentin et al., 2012). ChREBP est 

également acétylé (Bricambert et al., 2010) et O-GlcNAcylé (Guinez et al., 2011) induisant son 

recrutement sur les régions promotrices de ses gènes cibles. 

Un autre régulateur de type protéique a été décrit, LRH1 (Liver Receptor Homolog 1).  
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Des souris KO LRH1 foie spécifique présentent une diminution de la transcription de la 

glucokinase mais également de la synthèse du glycogène, de la glycolyse et de la lipogenèse. 

Les auteurs ont corrélé ces effets à une diminution de l’activité de ChREBP (Oosterveer et al., 

2012). 

Des interactions intramoléculaires interviennent également dans le contrôle de l’activité de 

ChREBP. La protéine ChREBPα est constituée de deux domaines : un domaine LID (Low 

Glucose inhibitory Domain) et un domaine GRACE (Glucose response activation conserved 

element). 

Le domaine LID peut inhiber l’activité de ChREBP conférée par le domaine GRACE, inhibition 

levée en forte concentration en glucose (Li et al., 2006a). Quant à ChREBPβ, il ne présente pas 

de domaine LID et est, par conséquent, constitutivement actif même dans des conditions de 

faibles concentrations en glucose. 

d) Liver X Receptor (LXR) 

 

Deux isoformes de LXR existent : LXRα exprimée dans les tissus importants pour la régulation 

du métabolisme comme le foie et le tissu adipeux et LXRβ, ubiquitaire (Repa and Mangelsdorf, 

2000). Les LXRs sont des récepteurs nucléaires activés par des dérivés du cholestérol ou des 

agonistes synthétiques (Janowski et al., 1996). Ils forment un hétérodimère avec RXR et 

peuvent être activés par le ligand de RXR, l’acide 9-cis rétinoïque (Willy et al., 1995) afin de se 

fixer sur l’élément de réponse LXRE présent sur le promoteur de la FAS au niveau de la région 

-700. 

Les LXRs sont très importants dans la régulation du métabolisme lipidique puisque des souris 

ob/ob délétées des deux isoformes de LXR présentent une diminution de 80% de la lipogenèse 

(Beaven et al., 2013). Bien que ces souris restent obèses, la stéatose hépatique est diminuée. 

LXR peut augmenter la transcription des gènes codant les enzymes impliquées dans la 

lipogenèse en se fixant sur les promoteurs de SREBP-1c (Repa et al., 2000; Yoshikawa et al., 

2001) et de ChREBP (Cha and Repa, 2007) favorisant leur transcription. 

Concernant la régulation de LXR, le glucose et le G6P se fixent sur LXR et induisent son activité 

(Mitro et al., 2007). 

La fixation de co-répresseurs ou de co-activateurs régulent également l’activité de LXR.  
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Figure 23 : Régulation des facteurs de transcription régulant l’expression de la FAS en réponse 

au glucose et à l’insuline. 

La fixation de l’insuline sur son récepteur entraîne l’activation de kinases et phosphatases 

telles que PI3K, Akt, PKC, mTORC1 et 2, et PP1 régulant l’activité ou la localisation des facteurs 

de transcription. Ainsi, les différents facteurs de transcription activés (ChREBP, LXR, SREBP1c 

et USF) se fixent sur leurs éléments de réponse respectifs présents sur le promoteur de la FAS 

afin d’en induire la transcription. 

Abréviations : X5P : xylulose 5P, G6P : glucose 6P, F2,6BP : fructose 2,6 bisP, PP : protéine phosphatase, 

ChREBP : carbohydrate responsive element binding protein, Mlx : max like protein, PI3K : 

phosphoinositide 3 kinase, mTOR : mammalian target of rapamycin, PKC : protein kinase C, TSC : 

tuberous sclerosis complex, BAF : Brg1/Brm-associated factor, SREBP : sterol response element 

binding protein, DNA-PK : DNA-dependent protein kinase, USF : upstream stimulatory protein, PCAF : 

P300/CBP-associated factor.
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La conformation du complexe LXR-RXR change afin de libérer les corépresseurs SMRT 

(silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone receptor) et NCoR (Nuclear receptor 

co-repressor) et se fixer aux co-activateurs EP300 (E1A-associated protein p300) et ASC-2 

(activating signal co-integrator 2) (Lee et al., 2008). 

A jeun, la PKA phosphoryle LXR empêchant la formation du complexe LXR/RXR, la fixation de 

LXR sur ses gènes cibles et favorise préférentiellement le recrutement de co-répresseurs 

(Yamamoto et al., 2007). 

e) Farnesoid X receptor (FXR) 

 

FXR est un récepteur nucléaire régulant l’expression des gènes impliqués dans la synthèse des 

acides biliaires et leur transport dans le foie et l’intestin (Lefebvre et al., 2009). 

Une fois activé par ses ligands naturels comme les acides biliaires, FXR se fixe seul ou en 

complexe avec RXR sur les éléments de réponse FXRE (FXR response element) présents sur le 

promoteur de la FAS.  

FXR est important dans la régulation du métabolisme lipidique puisque des souris déficientes 

pour FXR présentent une hypertriglycéridémie (Sinal et al., 2000).  

Contrairement aux autres facteurs de transcription décrits précédemment, FXR inhibe la 

lipogenèse en réduisant l’expression de SREBP-1c via l’induction de SHP (Watanabe et al., 

2004) mais aussi directement celle de la FAS en se fixant sur son promoteur (Matsukuma et 

al., 2006). Cette régulation négative est en contradiction avec l’activation transcriptionnelle 

par SREBP-1c, USF, ChREBP et LXR. 

Ainsi, la FAS est régulée de manière transcriptionnelle par le glucose et l’insuline. Le glucose 

active ChREBP qui induit la transcription de la FAS. Quant à l’insuline, elle permet, par la 

voie PI3K/Akt, l’activation de SREBP-1c et des facteurs USF1/2. LXR induit également 

l’expression transcriptionnelle de la FAS et FXR la diminue (Figure 23). 

2. Régulation de l’expression de la FAS par les microARNs 

 

Les microARNs sont des petits ARNs (20 à 24 nucléotides) non codants impliqués dans la 

régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes en se fixant sur l’extrémité 3’UTR 

de leurs ARNm cibles.  
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Les microARNs sont transcrits par des polymérases pour former des pri-miARNs. Ces pri-

miARNs sont ensuite cappés, polyadénylés puis clivés par l’enzyme Drosha pour générer des 

pré-miARNs. Une seconde enzyme Dicer prend en charge ces pré-miARNs pour former un 

duplex miARN/miARN. Un des deux brins sert de guide pour cibler l’ARNm cible afin d’en 

moduler l’expression et l’autre brin est dégradé. 

Les microARNs ont un rôle émergent dans des processus majeurs physiologiques et 

pathologiques en intervenant dans la régulation du métabolisme et en particulier le 

métabolisme lipidique (Tsai et al., 2012; Szabo and Bala, 2013). 

La famille des miR-33 est composée de deux membres, miR-33a et miR-33b, pouvant réprimer 

respectivement l’expression de SREBP-2 et SREBP-1 (Najafi-Shoushtari et al., 2010) et donc 

indirectement la FAS. 

D’autres miARNs et plus particulièrement miR-27a peuvent bloquer directement la 

transcription de la FAS (Shirasaki et al., 2013). 

3. Régulation de l’expression de la FAS par un remodelage de 

la chromatine 

 

La structure de la chromatine est altérée durant le cycle de jeûne/prise alimentaire. Cette 

altération peut être due à deux mécanismes : les modifications post-traductionnelles des 

histones et le remodelage des chromosomes ATP-dépendants. 

En réponse à l’insuline, l’histone H3 est acétylée, phosphorylée et méthylée ou non sur le 

promoteur de la FAS en fonction de l’état nutritionnel (Wang et al., 2013).  

En plus des modifications post-traductionnelles des histones, le complexe BAF (BRG1/BRM-

associated factor) portant une activité de remodelage de la chromatine régule la transcription 

des enzymes lipogéniques. Il est constitué de deux parties : un activateur de transcription 

(BRG1 ou BRM) avec une activité ATPase et un modulateur interagissant avec les facteurs de 

transcription. 

En période postprandiale, la sous-unité BAF60C est phosphorylée par PKC favorisant sa 

translocation nucléaire et son interaction avec USF. En retour, BAF60C recrute BRG1 afin de 

former le complexe lipoBAF. Le complexe lipoBAF intervient dans le remodelage de la 

chromatine et l’activation de la transcription de la FAS. 
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4. Régulation post-traductionnelle de la FAS 

 

La régulation transcriptionnelle de la FAS ne permet pas de répondre de manière quasi 

immédiate aux besoins. Afin de modifier rapidement son activité en fonction des conditions, 

la FAS est régulée de manière post-traductionnelle et peut être activée ou inactivée sans pour 

autant que sa quantité au niveau protéique ne varie (Jin et al., 2010; Sabbisetti et al., 2009). 

Ainsi, l’activité de la FAS diminue pendant une dizaine de minutes après un traitement à 

l’insuline induisant la phosphorylation de CEACAM1 (carcinoembryonic antigen-related cell 

adhesion molecule 1) et ré-augmente ensuite sans affecter les niveaux protéiques de l’enzyme 

(Najjar et al., 2005).  

La FAS est phosphorylée sur des résidus de sérine et de thréonine dans des lignées 

cancéreuses humaines et de souris mais est phosphorylée sur des résidus de tyrosine 

uniquement chez l’homme.  

La phosphorylation de la FAS dans les adipocytes et le foie est corrélée à une diminution de 

son activité. Dans le foie de pigeon à jeun, la FAS est phosphorylée et son activité est diminuée. 

Au contraire, la déphosphorylation de la FAS augmente de plus de 20 fois son activité (Qureshi 

et al., 1975). Dans une lignée adipocytaire, les 3T3L1, la phosphorylation de la FAS par l’AMPK 

l’inactive (An et al., 2007). 

En revanche, une étude réalisée sur une lignée cancéreuse du sein a montré que la FAS est 

tyrosine phosphorylée par HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) et que cette 

phosphorylation augmente son activité (Jin et al., 2010). 

 

La FAS peut être également acétylée. L’acétylation des protéines joue des rôles divers comme 

la déstabilisation ou la modification de leur activité. Cependant, le rôle de l’acétylation sur 

l’expression ou l’activité de la FAS reste inconnu (Zhao et al., 2010). 

D. Implications de la FAS dans le métabolisme hépatique et 

dans l’émergence de pathologies 

 

En plus de son rôle dans la sécrétion des VLDL, la FAS contribue largement au stockage des TG 

dans les gouttelettes lipidiques. Ce rôle varie en fonction des conditions nutritionnelles.  
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Chez des rats soumis à un régime standard, environ 10% des TG du foie proviennent de la 

lipogenèse alors que chez des rats soumis à un régime riche en graisses, la lipogenèse est 

inhibée, uniquement 1% des TG hépatiques provient de l’activité de la FAS (Delgado et al., 

2009). 

En revanche, dans des conditions pathologiques et en particulier dans les foies stéatosés, la 

part de la FAS dans la biosynthèse des TG est plus importante (Donnelly et al., 2005; Iizuka et 

al., 2006). Ce rôle de la FAS dans la stéatose hépatique et le développement de 

l’insulinorésistance est discuté en partie 4 de ce manuscrit. 

En plus de l’implication de la FAS dans le développement de la stéatose hépatique, la 

dérégulation de son expression et de son activité sont des caractéristiques des cellules 

cancéreuses. Ce point a fait l’objet de la publication d’une perspective :  

 

Baldini, S.F., and Lefebvre, T. (2016). O-GlcNAcylation and the Metabolic Shift in High-

Proliferating Cells: All the Evidence Suggests that Sugars Dictate the Flux of Lipid Biogenesis in 

Tumor Processes. Front. Oncol. 6:6. 

En effet, une des caractéristiques des cellules cancéreuses est leur shift métabolique. Otto 

Warburg a observé que les cellules cancéreuses consomment plus de glucose et produisent 

plus d’acide lactique que les cellules non cancéreuses (Warburg, 1956). Les flux importants de 

carbone à travers la glycolyse aérobie fournissent un avantage pour la croissance des cellules 

tumorales (Gatenby and Gillies, 2004). Les cellules cancéreuses métabolisent le glucose à des 

niveaux excédant les besoins énergétiques en optant pour un métabolisme glycolytique plutôt 

qu’oxydatif. L’augmentation du flux glycolytique fournit à la tumeur une source d’énergie 

suffisante et des co-facteurs tel que le NADPH,H+ pour la synthèse, entre autres, des acides 

gras à travers la voie des pentoses phosphates. Les cellules tumorales profitent de la formation 

de l’acétyl-CoA issu du pyruvate de la glycolyse pour la synthèse des AG. Ces AG permettant 

de maintenir un flux constant de lipides pour la production des membranes cellulaires et pour 

la modification post-traductionnelle basée sur les lipides (lipidations, en particulier 

myristoylation, palmitoylation, c’est-à-dire les acylations). 
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En ce sens, les cellules cancéreuses présentent une surexpression de la FAS due à une 

augmentation de sa transcription, de sa traduction et  de sa stabilité (Menendez and Lupu, 

2007; Mounier et al., 2014). 

Conclusion 

La FAS est une enzyme hautement régulée ayant un rôle majeur dans la biosynthèse des AG. 

C’est une enzyme complexe constituée de deux sous-unités de sept activités chacune 

régulée de manière transcriptionnelle en fonction du glucose et de l’insuline principalement. 

Elle est également régulée de manière post-traductionnelle par phosphorylation et 

acétylation.  

La régulation du métabolisme glucido-lipidique est très importante afin de maintenir 

l’homéostasie énergétique. Cependant, un dérèglement de ce métabolisme peut entraîner 

des désordres métaboliques. Les personnes diabétiques ou obèses présentent 

généralement une accumulation excessive d’AG au niveau du foie à l’origine de la stéatose 

hépatique. 

IV. Physiologie de la stéatose hépatique 
 

Depuis quelques années, la prévalence du diabète et de l’obésité ne cesse d’augmenter et 

atteint même des proportions épidémiques (James, 2008). Ces pathologies sont associées à 

des dysfonctionnements physiologiques dans l’ensemble de l’organisme.  

 

Ces patients sont souvent atteints de stéatose hépatique correspondant à une accumulation 

anormale d’AG au niveau du foie. La stéatose hépatique appartient à un large éventail de 

pathologies hépatiques regroupées sous le nom de NAFLD (nonalcoholic fatty liver disease) 

affectant 70% des patients obèses ou atteints de diabète de type 2. Cette stéatose peut 

évoluer en NASH (nonalcoholic steatohepatitis), 20% des patients obèses ou diabétiques de 

type 2 en souffrent, caractérisée par un état inflammatoire prononcé, et peut conduire à plus 

long terme à la cirrhose. La différence entre les NAFLD et les NASH est la présence de facteurs 

inflammatoires circulants comme par exemple l’interleukine 6 (Tarantino et al., 2009). 
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Figure 24 : Mécanismes et voies métaboliques conduisant au développement de la stéatose 

hépatique. 

Les acides gras accumulés au niveau hépatique proviennent de trois sources différentes : 

l’alimentation, la lipolyse et la lipogenèse. La stéatose hépatique résulte d’un déséquilibre 

entre l’apport des acides gras et leur utilisation. En effet, ils sont β-oxydés au niveau de la 

mitochondrie ou estérifiés sous forme de triglycérides et exportés hors du foie. La stéatose 

peut provenir d’une augmentation de la lipolyse, de la lipogenèse et de l’apport en acides gras 

par l’alimentation et d’une diminution de la β-oxydation et de l’export des triglycérides. 

 

Abréviations : ChREBP : carbohydrate responsive element binding protein, LXR : liver X receptor, 

SREBP : sterol response element binding protein, TG : triglycérides, VLDL : very low density lipoprotein. 
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L’augmentation de la prévalence de l’obésité dans le monde fait que la stéatose hépatique est 

devenue un problème de santé public majeur puisqu’elle peut évoluer rapidement en maladie 

sévère. Elle est également associée à des risques importants de développement de 

l’insulinorésistance, d’hypertension et de risques cardiaques. 

A. Diagnostique et prévalence 

 

La stéatose hépatique est caractérisée par une accumulation anormale de TG dans le 

cytoplasme des hépatocytes en l’absence de consommation abusive d’alcool. La stéatose est 

déclarée quand une biopsie hépatique révèle une proportion de TG supérieure à 5% du 

volume ou de la masse du foie ou quand les coupes histologiques indiquent que plus de 5% 

des hépatocytes présentent une accumulation de TG (Kleiner et al., 2005). 

La prévalence de la stéatose hépatique augmente avec l’index de masse corporelle (Ruhl and 

Everhart, 2003) et est dépendante du sexe, de l’âge, des déterminants génétiques et des 

origines ethniques (Browning, 2013; Lazo et al., 2013).  

Environ 30% de la population est atteinte de NAFLD et ce taux de prévalence augmente chez 

les personnes obèses (90%) et chez les personnes diabétiques de type 2 (70%) (Leite et al., 

2009). 

B. Voies métaboliques conduisant à la stéatose hépatique 

 

Les AG accumulés au niveau du foie proviennent de différentes sources. Ils sont issus de la 

lipolyse (TG stockés dans les tissus périphériques et captés par le foie), de l’alimentation 

(principalement à travers le captage des chylomicrons dérivés des intestins) mais également 

de la lipogenèse hépatique. 

L’accumulation anormale des AG au niveau du foie est causée par un dérèglement entre leur 

apport et leur utilisation. Elle provient d’une augmentation du captage des AG provenant des 

tissus périphériques par le foie, d’une augmentation de la lipogenèse, d’une diminution de la 

β-oxydation ou d’une diminution d’export des AG sous forme de VLDL (Postic and Girard, 

2008) (Figure 24). 
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C. Implication de la lipogenèse dans l’instauration de la 

stéatose hépatique 

 

Longtemps, le rôle de la lipogenèse a été négligé dans l’accumulation anormale des AG 

hépatiques puisqu’une étude a montré que moins de 5% des TG présents dans le foie dérivent 

de la lipogenèse (Diraison and Beylot, 1998). Cependant, ces études portent à confusion 

puisqu’elles ont été réalisées dans des conditions de jeûne et sur des sujets minces ayant un 

faible taux d’activation de la lipogenèse.  

Des études plus récentes ont montré que chez des individus atteints d’obésité, 59% des AG 

provenaient de lipolyse, 26% de la lipogenèse et 14% de l’alimentation (Donnelly et al., 2005)  

Une autre équipe a comparé des individus obèses avec des foies sains ou riches en graisses ; 

les auteurs ont noté une augmentation de la lipogenèse chez les patients ayant des foies 

stéatosés par rapport aux patients sains. Dans ces deux groupes, le taux d’AG provenant de 

l’alimentation ne varie pas (5%) mais ceux provenant de la lipogenèse augmentent dans les 

foies riches en gras par rapport aux foies sains (23% contre 10%) (Lambert et al., 2014). Ces 

deux études montrent l’impact non négligeable de la lipogenèse sur la stéatose hépatique. 

Rôle des enzymes de la lipogenèse dans l’émergence de la NAFLD 

 

Nous l’avons vu plus loin, les enzymes impliquées dans la biosynthèse des AG sont ACL, ACC, 

FAS, SCD1 et ELOVL6 ; l’implication de chacune de ces enzymes dans l’étiologie de la stéatose 

hépatique a le plus souvent été possible grâce aux souris KO global ou foie-spécifique. 

a) L’adénosine triphosphate citrate lyase (ACL) 

 

Le KO global d’ACL (enzyme responsable de la formation de l’acétyl-CoA) induit une mort 

embryonnaire démontrant le rôle essentiel de la lipogenèse dans le développement (Beigneux 

et al., 2004). Cependant, l’invalidation spécifique d’ACL dans le foie réduit le niveau de la 

lipogenèse et protège ainsi des souris obèses db/db de la stéatose hépatique et de 

l’insulinorésistance (Wang et al., 2009). 
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b) L’acétyl-CoA Carboxylase (ACC) 

 

Une inactivation globale d’ACC1 cause la mort embryonnaire alors que les souris présentant 

une inactivation globale d’ACC2 ont une vie normale. Néanmoins, elles présentent une 

augmentation de la β-oxydation et, par conséquent, stockent moins de graisses que les souris 

contrôles (Abu-Elheiga et al., 2001, 2005). 

Les souris soumises à un régime standard présentant une invalidation foie-spécifique d’ACC1 

accumulent moins de TG. Cependant, chez des souris soumises à un régime riche en graisses 

et en sucres, l’invalidation d’ACC1 ne protège pas les souris de l’obésité et de 

l’insulinorésistance (Mao et al., 2006). Le régime alimentaire compense, en partie, la perte 

d’une seule enzyme de la lipogenèse, en induisant probablement une surexpression d’ACC2. 

c) La Fatty Acid Synthase (FAS) 

 

L’invalidation globale de la FAS conduit à la mort embryonnaire (Chirala et al., 2003). 

Contrairement aux autres enzymes, le KO foie-spécifique de la FAS n’a aucun effet sur des 

souris soumises à un régime normal mais entraîne le développement de la stéatose hépatique 

chez des souris placées sur un régime riche en sucres. L’accumulation anormale d’AG 

hépatiques est due à une diminution de la β-oxydation. Les concentrations de palmitate 

(produit de la FAS) diminuent et ne permettent plus la stimulation du récepteur nucléaire 

PPARα induisant la β-oxydation (Chakravarthy et al., 2005, 2009).  

Cependant, l’expression de la FAS est augmentée dans les NAFLD (Kohjima et al., 2007) et dans 

les souris soumises à un régime riche en sucres et en graisses (Morgan et al., 2008). 

d) La stéroyl-CoA désaturase 1 (SCD1) 

 

Le KO global de SCD1 diminue l’expression des gènes codant les enzymes de la lipogenèse et 

augmente la β-oxydation. Les souris sont protégées de l’obésité et de l’insulinorésistance 

(Cohen et al., 2002; Ntambi et al., 2002). 

De même, l’invalidation foie-spécifique de SCD1 protège les souris de l’obésité et de 

l’insulinorésistance lorsque ces désordres métaboliques sont dus à une alimentation riche en 

sucres mais pas chez des souris placées sur un régime riche en graisses (Miyazaki et al., 2007). 
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e) Les enzymes d’élongation (ELOVL6) 

 

Les souris présentant un KO global ELOVL6 prennent moins de poids lorsqu’elles sont nourries 

normalement mais deviennent tout de même obèses en développant une stéatose hépatique 

sous régime riche en sucres et en graisses. Malgré le développement de la stéatose, les souris 

KO foie spécifique ELOVL6 sont protégées de l’insulinorésistance et sont même plus 

insulinosensibles. Ce phénomène est dû à la diminution de l’activité de PKC et à la restauration 

de la protéine IRS2 ( Moon et al., 2001; Matsuzaka et al., 2007). De plus, la surexpression de 

ELOVL6 entraîne l’inflammation dans le foie et un passage de NAFLD en NASH (Matsuzaka et 

al., 2012). 

D. Stéatose hépatique et insulinorésistance 

 

La résistance à l’insuline correspond à un manque de réponse de l’organisme à l’insuline. Au 

niveau du foie, une des caractéristiques de l’insulinorésistance est la perte de la capacité de 

l’insuline à diminuer la production de glucose hépatique. Plusieurs études ont montré que 

l’insulinorésistance peut être liée à la présence de TG dans le foie (Seppälä-Lindroos et al., 

2002; Korenblat et al., 2008; Yatsuya et al., 2014) indépendamment de l’âge, du sexe, du 

pourcentage de graisse corporelle ou encore de l’indice de masse corporelle. 

Cependant, la relation de cause à effet entre la stéatose hépatique et l’insulinorésistance n’est 

pas encore très claire. Des études chez le rongeur montrent que quelques jours de régime 

riches en graisses suffisent pour induire la stéatose hépatique et l’insulinorésistance (Samuel 

et al., 2004). 

La protéine clef pouvant lier la stéatose hépatique et l’insulinorésistance est la kinase PKC. Un 

régime riche en graisses ou l’administration de lipides entraînent la production 

d’intermédiaires lipidiques comme le DAG qui relie l’accumulation anormale de TG hépatiques 

et l’insulinorésistance. Le DAG active la kinase PKCδ (Bezy et al., 2011; Greene et al., 2014) 

perturbant l’action de l’insuline. L’hormone n’est plus capable d’inhiber la production de 

glucose (Birkenfeld and Shulman, 2014). 

Inversement, des souris présentant une invalidation de PKC ont permis de montrer que ces 

protéines régulent l’accumulation des TG dans le foie.  
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Ces souris sont protégées de l’insulinorésistance induite par un régime riche en graisses 

(Samuel et al., 2007; Frangioudakis et al., 2009; Huang et al., 2009). 

L’enzyme MGAT qui convertit les monoacylglycérols en DAG faisant le lien entre la NAFLD et 

l’insulinorésistance, est également très étudiée. Son expression est augmentée dans des foies 

stéatosés et la perte de poids d’individus obèses diminue l’expression de son gène et restaure 

l’insulinosensibilité (Hall et al., 2012; Lee et al., 2012). 

E. Traitements 

 

L’analyse de modèles animaux permet la découverte de nouveaux mécanismes à l’origine de 

ces pathologies permettant le développement de certains traitements (Varela-Rey et al., 

2009). 

Le premier traitement préconisé pour les personnes atteintes de stéatose hépatique est le 

changement de mode de vie. En effet, l’équilibre alimentaire, le sport et la perte de poids sont 

essentiels pour l’amélioration de cette pathologie (Corey and Rinella, 2016). 

La stéatose hépatique étant liée à une insulinorésistance, des traitements à base de 

thiazolinediones telles que la pioglitazone (agoniste des récepteurs PPARγ) ont été développés 

pour traiter ce dysfonctionnement. Ce médicament semble efficace puisqu’il résulte à la fois 

d’une amélioration de la stéatose hépatique et de l’insulinorésistance (Belfort et al., 2006). 

Lorsque les changements de mode de vie ou les médicaments ne sont pas suffisants, la 

chirurgie peut être envisagée afin d’améliorer la stéatose. 

Conclusion :  

La stéatose hépatique, résultant d’une accumulation anormale de gouttelettes lipidiques au 

niveau du foie est une pathologie en progression constante. L’accumulation de ces AG est 

en partie due à une augmentation de la lipogenèse. En effet, chez des personnes diabétiques 

ou obèses, un excès de glucides peut entraîner une activation de la glycolyse et de la 

lipogenèse anormale induisant une production excessive d’AG (Figure 24).  

Une autre voie métabolique dépendante des glucides est la voie de biosynthèse des 

hexosamines à l’origine de la O-GlcNAcylation des protéines, modification post-

traductionnelle essentielle. 
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V. La O-N acétylglucosaminylation (O-GlcNAcylation)  
 

A. Caractéristiques générales 

 

Découverte en 1984 par l’équipe de G.W. Hart, la O-GlcNAcylation ou β-O-N-

acétylglucosaminylation est une modification post-traductionnelle dynamique correspondant 

à l’ajout d’un résidu de N-acétylglucosamine sur une sérine ou une thréonine (Torres and Hart, 

1984) de protéines confinées dans les compartiments cytoplasmique, nucléaire et 

mitochondrial. 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle très conservée et retrouvée 

dans de multiples organismes du plus complexe au plus simple : chez l’Homme, les insectes 

(Drosophilia melanogaster) (Kelly and Hart, 1989), les plantes (Arabidopsis Thaliana) (Zentella 

et al., 2016), les nématodes (C. elegans) (Lubas et al., 1997a), les apicomplexes (Toxoplasma 

gondii) (Perez-Cervera et al., 2011), les bactéries (L. monocytogenes) (Schirm et al., 2004), et 

les virus (cytomégalovirus, Herpes simplex virus…)     (Greis et al., 1994; Angelova et al., 2015).  

La O-GlcNAcylation est une modification vitale puisque un KO du gène codant l’enzyme 

catalysant cette modification induit la létalité embryonnaire (Shafi et al., 2000).  

A ce jour, près de 4 000 protéines O-GlcNAcylées ont été identifiées, une partie de celles-ci 

sont répertoriées dans la base de données dbOGAP (dbOGAP : Database of O-GlcNAcylated 

Proteins and Sites) (Wang et al., 2011)). Ce nombre ne cesse d’augmenter notamment grâce 

au développement de nouvelles techniques de détection des protéines O-GlcNAcylées 

(production d’anticorps spécifiques, utilisation de la spectrométrie de masse…) (Vercoutter-

Edouart et al. 2015).  

Les différentes techniques utilisées pour détecter la O-GlcNAcylation ont fait l’objet d’une 

publication jointe en annexe :  

Vercoutter-Edouart, A.-S., El Yazidi-Belkoura, I., Guinez, C., Baldini, S., Leturcq, M., Mortuaire, 

M., Mir, A,-M., Steenackers, A., Dehennaut, V., Pierce, A., et al. (2015). Detection and 

identification of O-GlcNAcylated proteins by proteomic approaches. Proteomics 15, 1039-

1050. 
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Figure 25 : Dynamique de la O-GlcNAcylation par le couple d’enzyme OGT/OGA et les 

différents inhibiteurs ciblant ces enzymes. 

L’OGT transfère un résidu de GlcNAc à partir du nucléotide sucre UDP-GlcNAc sur certains 
résidus sérine ou thréonine de protéines nucléocytoplasmiques ou mitochondriales. L’OGA 
hydrolyse le résidu de GlcNAc. Les différents inhibiteurs ciblant l’OGT sont l’alloxane, le BADGP 
et l’Ac-5SGlcNAc et ceux ciblant l’OGA sont le PUGNAc, le Thiamet-G, la GlcNAcstatin et le 
NButGT. Inspiré de la thèse de Stéphanie Olivier-Van Stichelen. 

Abréviations : S/T : sérine/thréonine, UDP-GlcNAc : uridine diphospho-N-acétylglucosamine. 
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B. Les enzymes de la O-GlcNAcylation 

 

Contrairement à la phosphorylation qui fait intervenir des centaines d’enzymes différentes, la 

O-GlcNAcylation n’est régulée que par un couple unique d’enzymes : l’OGT (O-linked β-N-

acetylglucosaminyltransferase) qui transfert le résidu de GlcNAc sur sa protéine cible et l’OGA 

(O-linked β-N-acetylglucosaminidase) qui hydrolyse ce résidu (Figure 25). 

1. La β-O-N-acétylglucosaminyltransférase (OGT) 

 

a) Généralités sur les glycosyltransférases 

 

Classification des glycosyltransférases 

Les glycosyltransférases (GT) sont des enzymes catalysant la formation d’une liaison 

glycosidique entre un substrat donneur glycosyl et un large panel de substrats accepteurs 

comme des protéines, des acides nucléiques, des lipides et autres métabolites. Actuellement, 

98 familles de GT sont répértoriées et classées en fonction des identités de séquence dans la 

base de données CAZY (carbohydrate-active enzymes). La grande majorité de ces enzymes 

utilisent des donneurs qui sont des nucléotides sucres, découverts pour la première fois par 

Luis Leloir conférant aux GT le nom d’enzymes de Leloir (Caputto et al., 1950). 

Structure et mécanisme d’action des glycosyltransférases 

De par la localisation membranaire de la plupart des GT, leur cristallisation et, par conséquent, 

leurs caractéristiques structurales sont difficiles à établir. 

La fixation des enzymes de Leloir aux nucléotides sucres est permise grâce à la présence d’un 

domaine de type Rossmann, structure constiutée d’un sandwich α/β/α. 

En dépit des grandes diversités de séquences entre les GT, des études structurales ont montré 

qu’elles pouvaient adopter deux conformations possibles, nommées GT-A et GT-B. Les 

enzymes de la famille GT-A présentent un seul domaine de structure α/β/α et comporte un 

motif de fixation DxD aux ions (Mg2+, Mn2+). Les GT-B présentent deux domaines Rossman 

avec un site catalytique entre ces deux domaines. Ce sont des GT indépendantes des ions 

métalliques (Figure 26a) (Lairson et al., 2008).  

La β-glycosyltransférase du bactériophage T4 a été la première glycosyltransférase de type 

Leloir caractérisée d’un point de vue structural et utilisant l’UDP-Glc comme substrat donneur.  
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Figure 26 : Représentation des conformations des glycosyltransférases GT-A, GT-B et de l’OGT. 

 

La représentation de la conformation de GT-A est celle de SpsA provenant de Bacillus subtilis 

et la conformation GT-B provient de la β-glucosyltransférase du bactériophage T4 (a). La 

structure cristalline de l’OGT humaine (Lazarus et al. , 2011) met en évidence deux domaines 

catalytiques (rouge et bleu), les TPRs (gris) mais également la présence d’un domaine 

supplémentaire de fonction inconnue nommé Int-D (vert). 

 

Abréviations : GT : glycosyltransférase 
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Ces enzymes de type GT-B sont en général métal-indépendantes. 

b) Structure et mécanisme d’action de l’OGT 

En 1990, l’équipe de G.W. Hart a mis en évidence l’enzyme responsable de l’addition de N-

acétylglucosamine sur les protéines cibles ; il s’agit de l’uridine diphospho-N-

acétylglucosamine : polypeptide β-N-acétylglucosaminyltransférase, O-GlcNAc transférase ou 

OGT (Haltiwanger et al., 1990). L’OGT a été caractérisée suite à sa purification à partir d’extrait 

cytosolique de réticulocytes de lapin (Haltiwanger et al., 1990) puis à partir de foie de rat 

(Haltiwanger et al., 1992). 

 

L’OGT est classée dans la famille GT41 adoptant une conformation GT-B (Haltiwanger et al., 

1990). Elle transfère directement le sucre sur la protéine substrat et contient des motifs TPRs. 

La première structure cristalline de la famille GT41 a été réalisée à partir d’un orthologue de 

l’OGT chez la bactérie phytopathogène Xanthomonas campestris (XcOGT) (Clarke et al., 2008; 

Martinez-Fleites et al., 2008). La XcOGT présente 36% d’identité de séquence avec la hOGT 

dans le domaine catalytique et 3 des domaines TPRs. La cristallisation de cette structure 

confirme l’appartenance de l’OGT à la famille GT-B. Le site actif est localisé entre les 2 motifs 

structuraux de type Rossman. En 2011, la structure cristalline de la hOGT tronquée constituée 

de 4.5 TPR a été réalisée (Lazarus et al., 2011). Cette étude a reporté la structure de la hOGT 

(Figure 26b) et de l’UDP avec ou sans peptide accepteur et a permis de décrire le mécanisme 

catalytique bi-biordonné de l’OGT. 

Séquence consensus 

Bien qu’aucune séquence consensus stricte n’existe pour l’OGT, plusieurs études ont montré 

que plus de 50% des sites O-GlcNAcylés se rapprochaient du séquon P/V-P/V-V-S/T-S/T (Wang 

et al., 2010; Alfaro et al., 2012). La structure cristallographique de la ncOGT a permis de 

montrer que la présence de prolines ou d’acides aminés branchés jouxtant les sérines ou 

thréonines cibles renforçait la O-GlcNAcylation (Lazarus et al., 2011).  
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Plus récemment, Pathak et al. montrent l’existence d’une séquence préférentielle de O-

GlcNAcylation [TS][PT][VT]S/T[RLV][ASY] mais que cette séquence n’est pas suffisante. En 

effet, une conformation spécifique semble également être primordiale (Pathak et al., 2015). 

La formation d’un pont hydrogène entre le phosphate α de l’UDP-GlcNAc et la sérine ou la 

thréonine acceptrice est importante pour la sélectivité de l’OGT. Elle rapproche le donneur et 

l’accepteur et positionne favorablement le groupement hydroxyle accepteur avec le carbone 

anomérique (Lazarus et al., 2012). La détermination de la structure cristalline de l’OGT 

(Lazarus et al., 2011) remet en cause ce mécanisme catalytique (Schimpl et al., 2012; Withers 

and Davies, 2012). 

OGT et autres GlcNAc transférases ? 

L’OGT est similaire aux autres GlcNAc transférases golgiennes préalablement décrites car elle 

utilise l’UDP-GlcNAc comme substrat et son activité est inhibée par l’UDP (Haltiwanger et al., 

1990, 1992).  

Cependant, sur certains points elle diffère des autres GlcNAc transférase puisque l’OGT est 

principalement retrouvée dans le cytosol, le noyau et la mitochondrie. 

 

L’OGT est exprimée dans tous les tissus mais est présente de façon plus abondante dans le 

cerveau, le pancréas, le cœur et le muscle squelettique (Lubas et al., 1997b).  

Le gène codant l’OGT a été conservé au cours de l’évolution des plantes à l’humain (Kreppel 

et al., 1997).  

Chez Arabidopsis thaliana, l’OGT est codée par deux gènes distincts, spindly (SPY) et secret 

agent (SEC) (Hartweck et al., 2002). Cependant l’activité OGT de SPY n’a pas encore été 

démontrée. En plus du rôle de ces deux gènes durant la gamétogenèse et l’embryogenèse, 

SPY agit comme un répresseur de la signalisation de la gibbérelline et un régulateur positif en 

réponse aux cytokines. SPY a aussi un rôle dans le bon fonctionnement du cycle circadien 

(Hartweck et al., 2006).  

Le Zebrafish est le seul vertébré connu à présenter deux copies du gènes codant l’OGT 

résultant d’une duplication (Sohn and Do, 2005). 

Chez l’homme, le gène de l’OGT (environ 43 kb) est présent en un seul exemplaire sur le 

chromosome Xq13.1, région associée à la maladie de Parkinson (Shafi et al., 2000).  
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Figure 27 : Représentation schématique de la structure de l’OGT 

 

Les trois isoformes de l’OGT humaines sont produites à partir d’un seul gène suite à un 

épissage alternatif et diffèrent au niveau de la région Nt : la ncOGT, l’isoforme la plus longue 

contenant 13 TPR, la mOGT en contenant 9 et la sOGT seulement 2. Chaque isoforme contient 

également deux domaines catalytiques et un domaine PPO. 

 

Abréviations : TPR : tetratricopeptides repeats, NLS : nuclear localisation signal, CD : catalytic 

domain, PPO : PIP-binding activity of OGT, OGT : O-GlcNAc transférase, ncOGT : 

nucleocytoplasmic OGT, mOGT : mitochondrial OGT, sOGT : short OGT, GSK : glycogen 

synthase kinase, AMPK : AMP-activated protein kinase.    
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Bien qu’il n’y ait qu’un seul gène codant l’OGT, trois isoformes issues d’un épissage 

alternatif existent : l’isoforme nucléocytoplasmique (ncOGT), l’isoforme mitochondriale 

(mOGT) et l’isoforme courte ou «short » (sOGT). 

Chaque isoforme comprend une région N-terminale et une région C-terminale liées entre elles 

par un domaine intermédiaire flexible adoptant une structure superhélicoïdale.  

Les isoformes diffèrent par leur domaine N-terminal et plus particulièrement par le nombre 

de domaines de répétitions appelés répétitions tétratricopeptides (TPR, tetratricopeptides 

repeats).  

L’isoforme humaine la plus longue, la ncOGT, (110 kDa) contient 13.5 TPRs et est localisée 

dans le noyau et le cytoplasme. Une forme plus courte, la mOGT, (103 kDa) en compte 9 et 

présente une séquence d’adressage à la mitochondrie. La sOGT (75 kDa) ne présente que 2.5 

TPRs (Hanover et al., 2003; Love et al., 2003). Toutes les isoformes de l’OGT ont un domaine 

C-terminal commun portant deux régions catalytiques caractéristiques des 

glycosyltransférases de type GT-B (Figure 26 et 27). 

1) Le domaine N-terminal 

 

La partie N-terminale de l’OGT est caractérisée par la présence de plusieurs TPRs, motifs 

retrouvés dans de nombreuses protéines. Ces TPRs sont des groupements de motifs de 34 

acides aminés formant des motifs hélice-tour-hélice (Allan and Ratajczak, 2011). 

Les résidus hydrophobes à l’interface sont conservés et essentiels pour la stabilité du motif 

(D’Andrea and Regan, 2003). Pour l’OGT, ces motifs sont empaquetés sous forme d’hélices α 

antiparallèles générant une super-hélice nécessaire à la reconnaissance et l’interaction avec 

le substrat (Jínek et al., 2004). Une région charnière a été identifiée entre les TPR 12 et 13 de 

la ncOGT régulant l’accès des protéines cibles au domaine de fixation de l’OGT (Figure 27). 

Les résidus les plus conservés de ces TPRs sont présents surtout dans l’hélice A, et 

particulièrement le résidu d’asparagine en position 6 permettant la formation d’une accroche 

à la surface (Figure 28a). Cette même conformation est observée au niveau de l’importine α. 

Ainsi, des auteurs ont suggéré que la présence de cette Asn permettrait la reconnaissance du 

substrat (Figure 28b) (Ramakrishnan et al., 2002).  
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Figure 28 : Représentation de la séquence et de la structure des TPR de la hOGT. 

a) Les résidus conservés avec des chaînes latérales chargées sont marqués en orange et les 

autres résidus conservés en rose. Les résidus formant des interactions pour la dimérisation 

sont en marron. b) La comparaison entre les domaines TPRs de l’OGT et l’importine α montre 

qu’ils sont très proches. Schémas tirés de la thèse de Xiaowei Zheng. 

Abréviations : TPR : tetratricopeptides repeats      
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Les domaines TPR influencent la sélectivité de l’OGT en favorisant son oligomérisation. Dans 

des tissus tels que le rein, le muscle, le foie ou encore le pancréas, l’OGT peut être sous la 

forme d’un complexe hétérotrimérique composé de deux sous-unités de 110 kDa et une de 

78 kDa (Haltiwanger et al., 1992; März et al., 2006). En effet, les TPR6 et 7 peuvent former des 

interactions hydrohpobes. La mutation de ces TPR abolit l’oligomérisation de l’OGT et diminue 

son activité enzymatique (Jínek et al., 2004). L’OGT forme également des homo-oligomères 

dissociés suite à la délétion des TPRs 1 à 6 (Kreppel and Hart, 1999).  

La délétion des six premiers TPRs montre qu’ils ne sont pas requis pour l’activité catalytique 

de l’enzyme. En effet, l’enzyme délétée est toujours capable de s’autoglycosyler, cette activité 

de glycosylation augmente même avec la délétion (Lubas and Hanover, 2000). 

2) Le domaine C-terminal 

 

Le domaine C-terminal porte l’activité catalytique puisque la délétion de cette région conduit 

à une perte totale de l’activité de l’OGT (Lubas and Hanover, 2000). La structure de l’OGT 

humaine permet aujourd’hui de mieux décrire l’organisation du domaine C-terminal, 

notamment la présence des deux lobes formant le domaine catalytique caractéristique des 

enzymes GT-B (Roos and Hanover, 2000) (Figure 27). La particularité de l’enzyme humaine est 

la présence d’un domaine supplémentaire (Int-D) de fonction inconnue présent uniquement 

dans les séquences OGT de métazoaires. 

La partie C-terminale semble également avoir un rôle dans l’interaction protéine/protéine 

(Cheung and Hart, 2008; Li et al., 2012). En effet, l’OGT interagit avec des protéines telles que 

le récepteur aux glucocorticoïdes ou encore la protéine p38MAPK indépendamment de son 

domaine TPR. 

L’OGT possède également un domaine de fixation au phosphatidylinositol (3,4,5)-

triphosphate (PIP3). Il est impliqué dans le recrutement à la membrane plasmique de l’enzyme 

en réponse à l’insuline (Yang et al., 2008b) mais également dans le recrutement à la 

membrane nucléaire (Kebede et al., 2012). 

c) Régulation de l’OGT   

 

L’OGT est régulée à différents niveaux et des études ont montré que son activité catalytique 

n’est pas toujours en corrélation avec son expression.  
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Elle est régulée par son oligomérisation, la disponibilité en substrat donneur de GlcNAc, les 

modifications post-traductionnelles et les interactions protéines-protéines. 

1) Régulation par la disponibilité en substrat 

 

L’OGT est régulée en fonction des concentrations en UDP-GlcNAc, une augmentation des 

niveaux de nucléotides-sucres induit son activité et renforce l’interaction entre les différents 

monomères d’OGT (Kreppel and Hart, 1999).  

Au contraire, de fortes concentrations en UDP et UMP inhibent l’activité de l’OGT 

(Haltiwanger et al., 1992; Okuyama and Marshall, 2003).  

 

2) Régulation transcriptionnelle de l’OGT 

 

Longtemps, l’expression de l’OGT et de l’OGA ont été décrites comme constantes. Cependant, 

des études montrent des changements d’expression de ces deux enzymes dans différents 

contextes notamment en réponse à l’insuline (Perez-Cervera et al., 2013). Une seule équipe 

montre la régulation transcriptionnelle de l’OGT (Muthusamy et al., 2015). Les auteurs 

décrivent la présence de sites de fixation pour le facteur E2F1 sur le promoteur de l’OGT. La 

surexpression de ce facteur induit une diminution de l’expression de l’OGT dépendante de la 

protéine Rb1 (retinoblastoma 1) (Muthusamy et al., 2015).  

La protéine Rb est un suppresseur de tumeur. En début de phase G1, elle est associée au 

facteur E2F1 inhibant son activité transcriptionnelle. En fin de phase G1, le complexe est 

dissocié permettant à E2F1 d’induire la transcription des gènes cibles nécessaires au passage 

à la phase S. Or, la O-GlcNAcylation de pRB et E2F1 en fin de phase G1 augmente leur activité 

(Wells et al., 2011). On peut imaginer une boucle de rétrocontrôle négative. pRB et E2F1 O-

GlcNAcylés et actifs se fixent sur le promoteur de l’OGT afin de diminuer son expression. 

3) Régulation post-traductionnelle de l’OGT 

 

Différentes modifications post-traductionnelles régulent l’activité et la spécificité de substrat 

de l’OGT. L’OGT est O-GlcNAcylée entre les acides aminés 1037 et 1046 dans le domaine 

catalytique et entre les acides aminés 390 et 406 du neuvième TPR. La O-GlcNAcylation de 

l’OGT augmente son activité catalytique (Kreppel et al., 1997) (Figure 27). 
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Figure 29 : Clivage de la protéine HCF-1 par l’OGT. 

 

 

Le clivage de la protéine HCF-1 par l’OGT dans le domaine de répétition résulte en la libération 

de deux fragments indépendants (HCF-1 N et HCF-1 C). L’OGT est également capable de O-

GlcNAcyler HCF-1 sur plusieurs sites très largement situés sur la partie N-terminale. 

 

 

Abréviations : HCF-1 : host cell factor-1, OGT : O-GlcNAc transférase, UDP-GlcNAc : uridine diphospho-
N-acétylglucosamine.

  



111 
 

L’OGT est phosphorylée sur de multiples sites (Kreppel et al., 1997; Lubas and Hanover, 2000; 

Tai et al., 2004). Par exemple, la stimulation à l’insuline induit la phosphorylation et l’activité 

de l’OGT (Whelan et al., 2008). De plus, l’OGT peut être phosphorylée par l’AMPK et GSK3 

augmentant son activité (Kaasik et al., 2013; Bullen et al., 2014) (Figure 27). 

d) L’autre visage de l’OGT : son activité protéolytique 

 

L’OGT, par son activité endopeptidase, est impliquée dans la maturation du régulateur 

mitotique HCF-1 (Host Cell Factor 1) (Kötzler and Withers, 2016). Le clivage de HCF-1 en deux 

fragments N- et C-terminaux distincts et sa O-GlcNAcylation sont essentiels pour l’entrée et la 

sortie de la phase G1 et la progression en phase M. Des expériences de pulse-chase montrent 

que ce clivage est réalisé préférentiellement dans le noyau mais aussi dans le cytoplasme 

(Wilson et al., 1995; Mangone et al., 2010). 

HCF-1 possède des domaines protéiques constitués de 20 à 26 acides aminés localisés dans la 

région centrale de la protéine. Ces domaines sont très importants pour le clivage par l’OGT 

mais également pour sa O-GlcNAcylation (Capotosti et al., 2011; Kapuria et al., 2016) (Figure 

29). Les mécanismes de protéolyse et de O-GlcNAcylation ne semblent dépendre uniquement 

que de la présence d’un résidu de glutamate sur HCF-1 (Lazarus et al., 2013). 

e) Localisation subcellulaire de l’OGT 

 

La ncOGT possède un domaine d’adressage au noyau (séquence NLS) précédant le domaine 

catalytique (Akimoto et al., 1999; Lubas et al., 1997b). Suite à une stimulation à l’insuline, 

l’OGT est redistribuée du noyau vers le cytoplasme et plus particulièrement vers la membrane 

plasmique (Whelan et al., 2008; Yang et al., 2008b). La mOGT, quant à elle, contient une 

séquence d’adressage vers la mitochondrie de 120 acides aminés dans sa partie N-terminale 

(séquence MLS). La délétion de cette séquence séquestre la mOGT dans le cytoplasme 

augmentant le pool de protéines O-GlcNAcylées cytoplasmiques (Love et al., 2003). 

f) Rôle de la EOGT (EGF-domain specific O-GlcNAc transferase) 

 

Contrairement à l’OGT qui modifie les protéines cytoplasmiques, nucléaires ou 

mitochondriales, l’addition d’un résidu de GlcNAc sur des protéines extracellulaires est 

réalisée par une OGT un peu différente : la EOGT (EGF-domain specific O-GlcNAc transferase) 

(Sakaidani et al., 2011; Müller et al., 2013).  
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Elle ne présente pas de similarité avec l’OGT mais est phylogénétiquement très proche des 

xylosyltransférases de plantes de la famille GT61 (19,4% d’identité entre les séquences de 

l’EOGT et de la β2-xylosyltransferase d’Arabidopsis thaliana). 

La EOGT réside dans le reticulum endoplasmique et modifie des protéines secrétées contenant 

un domaine EGF-like (Ogawa et al., 2015). Ainsi, elle contribue aux interactions cellules-

matrice extracellulaire (Sakaidani et al., 2011). La EOGT utilise l’UDP-GlcNAc comme substrat 

traversant la membrane du reticulum grâce à des transporteurs de nucléotides-sucres (Sesma 

et al., 2009). 

g) L’inhibition de l’OGT 

 

Le gène codant l’OGT est indispensable à la survie cellulaire et à l’embryogenèse (Shafi et al., 

2000; O’Donnell et al., 2004). Pour pallier le problème de viabilité engendré par le KO total, 

un KO de l’OGT tissu spécifique est réalisable (Watson et al., 2014).  Cependant, la perte des 

activités catalytiques et non catalytiques conséquentes aux KO conduit à l’utilisation 

d’inhibiteurs pharmacologiques de l’OGT afin d’en étudier le rôle sans en affecter les niveaux 

d’expression.  

 

Comme nous l’avons vu plus haut, l’UDP et l’UTP sont des inhibiteurs puissants de l’OGT 

(Haltiwanger et al., 1992). Cependant, l’utilisation de ces composés en tant que drogues est 

confrontée à deux problèmes : ils sont incapables d’entrer dans la cellule et ils sont le substrat 

de beaucoup d’autres enzymes (Trapannone et al., 2016). Ainsi, des inhibiteurs 

pharmacologiques ont été synthétisés. 

 

L’alloxane (2,4,5,6-tétraoxypyrimidine), analogue de l’uracile, a été le premier inhibiteur de 

l’OGT utilisé (Konrad et al., 2002; Liu et al., 2005) (Figure 25). Il est moins puissant que l’UDP 

mais pénètre dans la cellule grâce aux transporteurs de glucose. Cependant, il génère des 

espèces réactives de l’oxygène responsables de la toxicité cellulaire (Zhang et al., 1992). 

Pour pallier à ce problème, d’autres inhibiteurs ont été synthétisés à partir du substrat 

donneur, l’UDP-GlcNAc, notamment, le BADGP (benzyl-2-acétamido-2-désoxy-α-D-

galactopyranoside) a été fabriqué (Figure 25). Son point faible est qu’il inhibe également 

d’autres glycosyltransférases (D’Alessandris et al., 2004).  
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Un autre composé, perméable aux cellules, a été synthétisé, l’Ac4-5S-GlcNAc (Figure 25). Il 

détourne la voie de biosynthèse des hexosamines pour produire l’UDP-5S-GlcNAc, un substrat 

donneur analogue à l’UDP-GlcNAc mais utilisé 3000 fois moins rapidement par l’OGT (Gloster 

et al., 2011). Cependant, ce composé peut engendrer des perturbations dans la synthèse de 

protéines N-Glycosylées (Ortiz-Meoz et al., 2015). 

Tout récemment, une petite molécule inhibitrice de l’OGT a été décrite, il s’agit d’OSMI-1. 

Cette molécule est perméable à la membrane plasmique et inhibe la O-GlcNAcylation sans 

altérer les N- et O-glycannes à la surface cellulaire (Ortiz-Meoz et al., 2015). 

2. La β-N-acétylglucosaminidase (OGA) 

 

a) Généralités 

 

La β-N-acétylglucosaminidase ou OGA a été purifiée pour la première fois à partir de rate de 

rat en 1994 (Dong and Hart, 1994). Le clonage de l’OGA a permis son identification en tant 

qu’antigène exprimé dans les méningiomes et nommée MGEA5 (meninginoma expressed 

antigen 5).  

L’OGA est une hexosaminidase monomérique nucléocytoplasmique appartenant à la famille 

des glycosides hydrolases 84 (GH84) (Cantarel et al., 2009; Comtesse et al., 2001 ). 

En 2011, une étude a caractérisé les propriétés de l’enzyme recombinante et a décrit deux 

différences majeures entre l’OGA et les autres hexosaminidases lysosomales : le pH optimum 

et la sélectivité de substrat (Gao et al., 2001). Le pH optimum de l’OGA est neutre 

contrairement à celui des autres hexosaminidases qui est acide, et les HexA et B ont une 

sélectivité pour la GlcNAc et la GalNAc alors que l’OGA n’hydrolyse que la GlcNAc.  

b) Isoformes et localisation 

 

Le gène codant l’OGA est situé sur le chromosome 10q24.1-q24.3, région associée à la maladie 

d’Alzheimer et à la prédisposition au diabète de type 2 dans la population Mexicaine (Lehman 

et al., 2005; Myers et al., 2000). 

Une seule isoforme existe chez les eucaryotes inférieurs comme la drosophile (Sekine et al., 

2010) ou C. elegans (Forsythe et al., 2006). Chez l’Homme, l’OGA existe sous deux isoformes : 

une forme longue de 130 kDa et une forme courte sOGA de 75 kDa dépourvue d’un tiers de la 

protéine au niveau de la partie C-terminale (Comtesse et al., 2001). 



116 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Représentation schématique de la structure de l’OGA. 

 

 

Deux isoformes de l’OGA ont été décrites chez l’Homme, et sont produites à partir d’un seul 

gène. Ces isoformes différent par la présence d’un domaine Histone AcetylTransferase-like 

dans l’isoforme longue (130 kDa) et son absence dans la forme courte (75 kDa). 

 

 

Abréviations : HAT : histone acétyltransferase, OGA : O-GlcNAcase, sOGA : short OGA.
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 La forme longue résiderait plutôt dans le cytoplasme alors que la forme courte est présente 

dans le noyau (Gao et al., 2001) et les gouttelettes lipidiques (Keembiyehetty et al., 2011). En 

plus de la différence de structure et de localisation, la sOGA a une activité moindre par rapport 

à la forme longue vis-à-vis des protéines substrats (Keembiyehetty et al., 2011) (Figure 30). 

c) Structure de l’OGA 

 

L’OGA contient un domaine N-terminal portant l’activité N-acétyl-β-D-glucosaminidase et un 

domaine C-terminal contenant une région similaire aux domaines histone acétyltransférases 

(HAT) (Comtesse et al., 2001). Après épissage alternatif, le domaine HAT-like est absent dans 

la forme courte.  En plus des similarités de séquences entre l’OGA et les domaines HAT, l’OGA 

a une activité comparable à celle de CREB/p300 histone acétyltransférase vis-à-vis des 

histones libres (Toleman et al., 2004). Cependant, le rôle du domaine HAT-like reste à clarifier 

puisqu’une étude récente a montré que ce domaine de l’OGA n’est pas capable de fixer 

l’acétyl-CoA (Rao et al., 2013) (Figure 30). 

d) Régulation de l’OGA 

 

1) Régulation post-traductionnelle de l’OGA 

 

L’OGA est régulée de manière post-traductionnelle. Des études par spectrométrie de masse 

ont mis en évidence un site de phosphorylation (Ser364) dans les cellules HeLa et un site de 

O-GlcNAcylation (Ser405) dans le cerveau (Beausoleil et al., 2004; Khidekel et al., 2007) (Figure 

30). Cependant le rôle de ces modifications sur l’activité de l’OGA n’a pas encore été étudié.  

L’OGA peut être clivée par la caspase 3 entre les domaines N- et C-terminaux durant la 

programmation de la mort cellulaire (Figure 30). Suite à ce clivage, l’activité de l’OGA reste la 

même suggérant la réassociation des deux fragments afin de maintenir un niveau constant de 

déglycosylation. 

2) Régulation de l’OGA par son interaction avec l’OGT 

 

L’interaction de l’OGA avec l’OGT peut réguler son activité. Les deux protéines sont 

partenaires d’interaction dans un complexe appelé : O-GlcNAczyme (Cheung et al., 2008; 

Whisenhunt et al., 2006).  
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De plus, selon le contexte cellulaire, elles sont retrouvées en complexe avec d’autres 

protéines.  

Par exemple, au cours de la cytokinèse, on retrouve la formation d’un complexe entre l’OGT, 

l’OGA, la kinase Aurora B et PP1c régulant les modifications post-traductionnelles de la 

vimentine indispensables pour le passage de la phase M (Slawson et al., 2008). Par contre, 

suite à la stimulation aux œstrogènes ou à la progestérone elles sont complexées avec mSin3A 

et l’histone désacétylase 1 (Whisenhunt et al., 2006). Dans cette dernière étude, l’activité de 

l’OGA est inhibée quand elle est en complexe avec l’OGT. 

e) Inhibition de l’OGA 

 

Les premiers inhibiteurs de l’OGA utilisés étaient la streptozotocine (STZ) (Roos et al., 1998) 

et le PUGNAc (O-(2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosylidène)amido-N-phénylcarbamate) 

(Haltiwanger et al., 1998), tous deux analogues de la GlcNAc (Figure 25). Cependant, la 

streptozotocine, agent diabétogène, induit des effets toxiques spécifiques aux cellules β du 

pancréas (Gao et al., 2000; Pathak et al., 2008). L’utilisation du PUGNAc est également sujette 

à controverse puisqu’il inhibe les hexosaminidases lysosomales A et B, au même titre que 

l’OGA (Mehdy et al., 2012). 

La détermination des mécanismes enzymatiques de l’OGA grâce à la cristallisation 

d’homologues bactériens a permis la synthèse d’inhibiteurs plus spécifiques. Le NButGT, 

sélectif vis-à-vis de l’OGA (1500 fois), n’induit pas d’insulinorésistance comme la 

streptozotocine et le PUGNAc (Macauley et al., 2005, 2008). Le Thiamet G présente une 

sélectivité vis-à-vis de l’OGA plus importante encore que le NButGT (37000 fois) (Figure 25). 

Les avantages de cet inhibiteur sont sa solubilité dans l’eau et sa capacité à pénétrer la 

membrane plasmique et la barrière hématoencéphalique (Yuzwa et al., 2008). 

Parallèlement au développement d’inhibiteurs basés sur la thiazoline, un autre groupe a 

développé les GlcNAcstatines, une autre famille d’inhibiteurs de l’OGA (Dorfmueller et al., 

2006) (Figure 25). La GlcNAcstatine G, montrant une sélectivité vis-à-vis de l’OGA de 900000 

fois, est l’inhibiteur le plus sélectif de l’OGA (Dorfmueller et al., 2010). Cependant, ces 

composés sont faiblement solubles dans l’eau et difficile à synthétiser.  
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Figure 31 : L’UDP-GlcNAc, un carrefour métabolique. 

 

 

Des précurseurs métaboliques tels que l’UTP, le Glucose, l’Acétyl-CoA et la glutamine sont 

indispensables à la biosynthèse de l’UDP-GlcNAc. L’interface entre ces métabolismes fait que 

la production d’UDP-GlcNAc est étroitement liée au statut nutritionnel de la cellule. 

 

Abréviations : UTP : uridine triphosphate, Glc : glucose, UDP-GlcNAc : uridine diphospho-GlcNAc. 
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C. La voie de biosynthèse des hexosamines 

 

1. Généralités 

 

Le nucléotide-sucre donneur substrat de l’OGT est l’uridine 5’-diphospho-N-

acétylglucosamine ou UDP-GlcNAc. Ce composé est synthétisé par la voie de biosynthèse des 

hexosamines ; on estime qu’environ 2 à 3% du glucose entrant dans la cellule emprunte cette 

voie (Marshall et al., 1991). La synthèse d’UDP-GlcNAc fait intervenir différents précurseurs 

métaboliques tels que le glucose, la glutamine, l’acétyl-CoA et l’UTP. Par conséquent, l’UDP-

GlcNAc est un véritable senseur métabolique en étant à l’interface des métabolismes 

glucidique, lipidique, nucléotidique et protéique (Figure 31).  

2. La synthèse de l’UDP-GlcNAc 

 

La synthèse de l’UDP-GlcNAc débute par l’entrée du glucose dans la cellule au travers d’un 

transporteur. Le glucose intracellulaire est phosphorylé en G6P par une hexokinase. Le G6P 

peut être utilisé pour la synthèse du glycogène, dans la voie des pentoses phosphates ou être 

converti en F6P par la glucose-6-phosphate isomérase. Le F6P est métabolisé par la glycolyse 

ou la voie de biosynthèse des hexosamines. S’ensuit la première étape de la voie de 

biosynthèse des hexosamines catalysée par la glutamine:fructose-6-phosphate 

amidotransférase (GFAT) formant de la glucosamine-6-phosphate (GlcNH26P), à partir du F6P 

et de la glutamine. Ce composé est ensuite acétylé par la glucosamine-6-phosphate N-

acétyltransférase (GlcNH26P AT) puis isomérisé en GlcNAc1P par la N-acétylglucosamine 

phosphate mutase (GlcNAc PM). Le nucléotide est ajouté grâce à l’UDP-N-Acétylglucosamine 

pyrophosphorylase (UDP-GlcNAc PPase) pour former l’UDP-GlcNAc (Figure 32). 

a) La glutamine:fructose 6 phosphate amidotransférase (GFAT) 

 

1) Structure 

 

La GFAT est une enzyme homotétramèrique catalysant la transformation du F6P en GlcNH26P. 

Elle est constituée de deux domaines : un domaine N-terminal permettant la liaison avec la 

glutamine et un domaine C-terminal fixant le F6P. Ces deux domaines sont reliés par une 

région flexible permettant l’interaction entre les deux substrats.  
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Figure 32 : Représentation schématique de la voie de biosynthèse des hexosamines. 

 

Le glucose entre dans la cellule, est phosphorylé en glucose 6P puis isomérisé en F6P. Ensuite, 

la première étape de la voie de biosynthèse des hexosamines est catalysée par la GFAT. 

S’ensuit une cascade de réactions aboutissant à la biosynthèse de l’UDP-GlcNAc. La GlcNH2 

peut également entrer dans la cellule par son propre transporteur et emprunter la voie de 

biosynthèse des hexosamines. 

 

Abréviations : GlcNH2 : glucosamine, ATP : adénosine triP, ADP : adénosine diP, G6P : glucose-6P, F6P : 

fructose-6P, GFAT : glutamine :fructose-6-phosphate amidotransférase, AT : acétyltransférase, PM : 

phosphate mutase, UDP-GlcNAc : uridine diP-N-acétylglucosamine, PPase : pyrophosphorylase. 
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Trois isoformes de la GFAT existent : GFAT1 et GFAT1-L codés par un seul gène présent sur le 

chromosome 2p13, et GFAT2 codé par un gène localisé sur le chromosome 5q34-35 

(Whitmore et al., 1995; Zhou et al., 1995). GFAT1-L, uniquement exprimé dans le muscle 

squelettique, le cerveau et le cœur, est un variant d’épissage de GFAT1 mais possède des 

propriétés et une activité similaires à GFAT1 (DeHaven et al., 2001). 

2) Régulation 

 

En plus d’être régulée par les flux de glucose, la voie de biosynthèse des hexosamines est 

modulée par l’activité de certaines de ces enzymes, notamment la GFAT, enzyme limitante de 

la voie. Un rétrocontrôle négatif de la voie existe puisque la GFAT est inhibée par des 

concentrations élevées d’UDP-GlcNAc, produit final de la voie, (Kornfeld, 1967) et de 

GlcNH26P, intermédiaire de la voie (Broschat et al., 2002).  

La GFAT est également régulée de manière post-traductionnelle par phosphorylation. 

Cependant, la phosphorylation a un rôle antagoniste sur les deux isoformes de GFAT. La PKA 

phosphoryle et inhibe la GFAT1 sur la sérine 205 (Chang et al., 2000) alors qu’elle active la 

GFAT2 en la phosphorylant sur la sérine 202 (Hu et al., 2004). 

D’autres équipes ont également montré que la phosphorylation de la GFAT par l’AMPK et la 

CAMKII sur la sérine augmente son activité (Li et al., 2007). 

Etant donné que la GFAT utilise la glutamine comme substrat, différents inhibiteurs, analogues 

de cet acide aminé, ont été développés sans inhiber pour autant les autres amidotransférases. 

Les deux inhibiteurs les plus fréquemment utilisés sont le DON (6-Diazo-5-Oxo-L-Norleucine) 

et l’azasérine (O-diazoacétyl-L-sérine) (Marshall et al., 1991; Milewski, 2002). 

b) La glucosamine 6-phosphate N-acétyltransférase : GlcNAc 6P 

AT (Emeg 32) 

 

Une autre enzyme clef de la voie de biosynthèse des hexosamines est la glucosamine-6-

phosphate N-acétyltransférase (GlcNH26P AT) également appelée Emeg 32. C’est une protéine 

liée à la membrane plasmique et indispensable pour le maintien des niveaux d’UDP-GlcNAc 

cellulaire (Boehmelt et al., 2000a, 2000b). 

L’inhibition d’Emeg 32 et de la synthèse d’UDP-GlcNAc cause un défaut cellulaire vital. Des 

souris mutées pour ce gène présentent une diminution des niveaux de O-GlcNAcylation 

perturbant la prolifération et l’adhésion cellulaire (Boehmelt et al., 2000a). 
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Figure 33 : Les différentes fonctions cellulaires de la O-GlcNAcylation. 

 

La O-GlcNAcylation est une modification importante puisqu’elle est capable de modifier 

certaines propriétés des protéines telles que leur dégradation, leur localisation mais 

également de réguler pléthore de processus biologiques comme le cycle cellulaire et circadien, 

la réponse au stress et la transcription/traduction. 
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La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle capable de réguler pléthore de 

propriétés biologiques de protéines. Elle modifie, seule ou en concert avec d’autres 

modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, les surfaces d’interaction 

entre les protéines. Ainsi, les propriétés protéiques telles que la stabilité et la localisation 

peuvent être affectées. De ces modifications de propriétés peut découler une régulation de 

processus physiologiques tels que le cycle cellulaire et circadien, la réponse au stress, la 

transcription, la traduction et la régulation épigénétique (Figure 33). 

D. La O-GlcNAcylation : un régulateur des propriétés 

protéiques 

 

1. La O-GlcNAcylation et la phosphorylation 

 

La O-GlcNAcylation et la phosphorylation sont deux modifications partageant beaucoup de 

points communs. Elles modifient des sérines ou thréonines à des niveaux variables, 

dépendants de la protéine, du site à modifier et de l’état cellulaire.  

La phosphorylation et la O-GlcNAcylation sont également toutes deux dépendantes des 

conditions nutritionnelles puisque la synthèse de leurs substrats donneurs respectifs, l’ATP et 

l’UDP-GlcNAc, dépend du métabolisme cellulaire. Ces substrats sont les deux structures 

nucléotidiques les plus abondantes au niveau de la cellule, l’ATP reflète le contenu 

énergétique de la cellule et l’UDP-GlcNAc le contenu nutritionnel. 

a) Dialogue phosphorylation/O-GlcNAcylation 

 

Des études de glycomiques et de phosphoprotéomiques montrent une relation très étroite 

entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation (Wang et al., 2008b).  

Une diminution des protéines O-GlcNAcylées est observée lorsque des cellules sont traitées à 

l’acide okadaïque (un inhibiteur de phosphatases à large spectre) (Lefebvre et al., 1999) et une 

augmentation des niveaux de protéines O-GlcNAcylées lorsque les kinases PKA ou PKC sont 

inhibées (Griffith and Schmitz, 1999). 

Cependant, le dialogue entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation est complexe car 

l’inhibition de la kinase GSK3 augmente la O-GlcNAcylation de certaines protéines 

chaperonnes ou du cytosquelette mais diminue également la O-GlcNAcylation d’autres 

protéines telles que des facteurs de transcription (Wang et al., 2007) (Figure 34). 
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Figure 34 : Relation schématique entre la O-GlcNAcylation et la phosphorylation. 

 

Le dialogue entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation est complexe et se présente de 

différentes façons : il peut exister une compétition entre la O-GlcNAc et la phosphorylation 

sur le même site (a) ou sur des sites différents (b). Il peut également y avoir une coopération 

entre les deux modifications (c) ou alors un dialogue entre les deux modifications de façon 

totalement indépendante (d). 

 

Abréviations : OGA : O-GlcNAcase, OGT : O-GlcNAc transférase, Pase : phosphatase.  
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Différents types de compétition existent entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation. Selon 

les conditions, certaines protéines sont modifiées sur le même site (Figure 34). C’est par 

exemple le cas de c-Myc (Chou et al., 1995a), le récepteur aux œstrogènes (Cheng and Hart, 

2001), l’ARN polymérase II (Comer and Hart, 2001) ou encore la delta-lactoferrine. La delta-

lactoferrine est un facteur de transcription induisant l’arrêt du cycle cellulaire. Ce facteur est 

modifié sur un même résidu, la sérine 10, par O-GlcNAcylation et phosphorylation (Hardivillé 

et al., 2010; Mariller et al., 2012). Selon la modification sur cette sérine, l’activité de la protéine 

est modifiée. (Figure 34). 

D’autre protéines sont modifiées de façon compétitive par un phosphate ou un résidu de 

GlcNAc sur des sites proximaux comme par exemple p53 (Yang et al., 2006), CAMKIV (Dias et 

al., 2009) ou encore FOXO1 (Housley et al., 2008). 

Pour d’autres protéines, la O-GlcNAcylation et la phosphorylation coexistent comme pour la 

protéine IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) (Ball et al., 2006) (Figure 34). 

b) Dialogue entre OGT/OGA/kinases/phosphatases 

 

Une dynamique de O-GlcNAcylation et de phosphorylation sur les enzymes régulant ces 

modifications existe. 

L’OGT et l’OGA sont phosphorylées (Figure 27) et un grand nombre de kinases sont O-

GlcNAcylées comme par exemple Akt (Gandy et al., 2006) ou régulées en fonction des niveaux 

de O-GlcNAcylation comme PKC (Matthews et al., 2005). De plus, l’OGT et l’OGA sont très 

souvent retrouvées en complexe avec d’autres kinases et phosphatases (Wells et al., 2004).  

La protéine CAMKIV (calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV) est un bon exemple 

de dialogue entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation. Cette kinase joue un rôle de 

première importance dans l’activation d’un certain nombre de facteurs de transcription. 

CAMKIV est O-GlcNAcylée et cette O-GlcNAcylation inactive l’enzyme. Afin d’être ré-activée, 

CAMKIV doit, dans un premier temps, être dé-O-GlcNAcylée puis phosphorylée (Dias et al., 

2009). Un cycle de rétrocontrôle existe puisque CAMKIV active l’OGT par phosphorylation 

(Song et al., 2008).  
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2. Rôle de la O-GlcNAcylation dans les interactions 

protéines/protéines 

 

La O-GlcNAcylation module les interactions protéiques en modifiant les surfaces d’interaction. 

Par exemple, le facteur de transcription Sp1 est un facteur ubiquitaire important pour la 

régulation de la transcription de gènes de ménage. Sp1 est O-GlcNAcylé dans son domaine de 

transactivation empêchant son interaction avec les protéines TAF110 (TATA-binding protein 

associated factor 110) et Holo-sp1, et inhibant sa capacité à réguler la transcription de ses 

gènes cibles (Roos et al., 1997). 

Un autre exemple montrant le rôle de la O-GlcNAcylation sur les interactions protéiques est 

celui du facteur NF-Kb (Nuclear Factor kappa B). NF-Kb contrôle l’expression de gènes 

impliqués dans la prolifération et la réponse immunitaire. Dans des conditions de non 

stimulation, NF-Kb est séquestré dans le cytoplasme par son inhibiteur IkB. En réponse à un 

stimuli, IkB est dégradé conduisant à la migration de NF-Kb vers le noyau afin d’induire la 

transcription de ses gènes cibles. La O-GlcNAcylation active NF-KB en entraînant la dissociation 

du complexe NF-KB/IkB (Golks et al., 2007; Yang et al., 2008a).  

Inversement, la O-GlcNAcylation peut être nécessaire pour l’interaction d’une protéine avec 

ses partenaires. En ce sens, seule la forme O-GlcNAcylée de STAT5 (signal transducer and 

activator of transcription 5) interagit avec CBP (Gewinner et al., 2004) permettant la 

transcription de ses gènes cibles. 

Les exemples ci-dessus montrent que la O-GlcNAcylation des protéines peut favoriser ou 

inhiber leur interaction avec d’autres partenaires. Cependant, des protéines reconnaissant 

spécifiquement les protéines O-GlcNAcylés afin d’en modifier leurs propriétés existent : ce 

sont les protéines de choc thermiques Hsc70 (Heat Shock Cognate 70) et Hsp70 (Heat Shock 

Protein) (Lefebvre et al., 2001; Guinez et al., 2004). Selon toute vraisemblance, cette 

interaction GlcNAc-dépendante permettrait aux protéines O-GlcNAcylées d’être protégées de 

la dégradation, de s’agréger et de s’insolubiliser (Guinez et al., 2007). 
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Figure 35 : Les différents rôles de la O-GlcNAcylation sur la dégradation protéique. 

 

La O-GlcNAcylation régule la dégradation des protéines de 4 façons : elle empêche la 

phosphorylation de la protéine, son ubiquitinylation et donc sa dégradation (a), elle peut 

stabiliser les protéines par le recrutement de déubiquitinases (b), elle peut favoriser la 

monoubiquitinylation (c) et enfin elle peut directement moduler l’activité du protéasome. 

L’OGT interagit avec E3, E1, DUB et les sous-unités 19S et 20S du protéasome (d). 

 

Abréviations : CRTC2 : cAMP-response element binding protein regulated transcription coactivator 2, 

DUB : déubiquitinase, PGC : Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma Co-activator, CLOCK : 

Circadian locomotor output cycles kaput, BMAL : brain muscle ARNT-like 1, FAS : fatty acid synthase, 

H2B : histone 2B, OGT : O-GlcNAc transférase.  
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3. Rôle de la O-GlcNAcylation sur la localisation subcellulaire 

 

L’étude du rôle de la O-GlcNAcylation sur la localisation subcellulaire des protéines s’est 

approfondie dès lors que les protéines impliquées dans le transport nucléaire ont été décrites 

comme étant O-GlcNAcylées (Hanover et al., 1987; Holt et al., 1987).  

La relocalisation cellulaire par la O-GlcNAcylation a été montrée, entre autres, pour des 

protéines telles que PAX6 (Paired Box Protein) (Lefebvre et al., 2002), STAT5 (Nanashima et 

al., 2005) ou encore NeuroD1 (Andrali et al., 2007). La O-GlcNAcylation est un signal de 

rétention cellulaire pour ces protéines et inversement, la forme O-GlcNAcylée de la β-caténine 

est retrouvée principalement dans le cytoplasme (Sayat et al., 2008). 

4. Rôle de la O-GlcNAcylation sur la dégradation protéasomale 

 

La O-GlcNAcylation module l’ubiquitinylation de manière globale mais aussi de façon protéine 

dépendante. Une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation par utilisation de 

glucosamine ou de PUGNAc, augmente l’ubiquitinylation totale. De manière plus ciblée, la O-

GlcNAcylation peut bloquer l’ubiquitinylation de bon nombre de protéines.  

Une étude a même montré que l’enzyme E1 (ubiquitin-activating enzyme) intervenant dans 

les processus d’ubiquitinylation est O-GlcNAcylée et sa O-GlcNAcylation corrèle avec une 

augmentation des niveaux d’ubiquitinylation (Guinez et al., 2008). Cela suggère l’existence 

d’un dialogue entre la O-GlcNAcylation et l’ubiquitinylation des protéines à sens unique 

puisque l’augmentation des niveaux d’ubiquitinylation n’influence pas la O-GlcNAcylation.  

La O-GlcNAcylation régule la dégradation des protéines selon 4 voies : en bloquant la 

phosphorylation de la protéine et, par conséquent, son ubiquitinylation, en stabilisant les 

protéines par recrutement de déubiquitinases, en favorisant la monoubiquitinylation (ajout 

d’une ubiquitine sur une lysine), et enfin en modulant directement l’activité du protéasome 

(Figure 35). 

a) La O-GlcNAcylation régule l’ubiquitinylation des protéines via 

leur phosphorylation 

 

La O-GlcNAcylation peut contrôler l’ubiquitinylation et la stabilité des protéines en modulant 

la phosphorylation. La phosphorylation régule l’ubiquitinylation des protéines de trois façons :  
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elle active la E3 ligase responsable du transfert de l’ubiquitine, elle induit la reconnaissance 

par la E3 ligase de la protéine à dégrader et elle régule l’interaction substrat/ubiquitine ligase 

au niveau de la compartimentation subcellulaire (Hunter, 2007). 

P53, CRTC2 et la β-caténine sont trois exemples de protéines dont le rôle de la O-

GlcNAcylation sur leur dégradation a été décrit en modulant la phosphorylation. 

Dans le cas du suppresseur de tumeur p53, une élévation artificielle des niveaux de O-

GlcNAcylation globaux augmente ses niveaux de O-GlcNAcylation et diminue la viabilité 

cellulaire. Une étude, maintenant controversée, a montré que la O-GlcNAcylation de p53 sur 

la S149 inhibe la phosphorylation de la T155 réduisant l’ubiquitinylation et la dégradation de 

p53 (Yang et al., 2006). 

Le facteur de transcription CRTC2 régule la néoglucogenèse hépatique. A jeun, la 

déphosphorylation de CRTC2 sur la S171 induite par le glucagon permet sa translocation au 

noyau et l’activation de la transcription de ses gènes cibles impliqués dans la néoglucogenèse 

(Koo et al., 2005). En période postprandiale, l’insuline induit la phosphorylation de CRTC2 sur 

la S171 relocalisant la protéine au cytoplasme et activant sa dégradation (Dentin et al., 2007). 

La O-GlcNAcylation de CRTC2 sur la S171 réprime la séquestration cytoplasmique, sa 

dégradation et induit l’augmentation de la néoglucogenèse hépatique (Dentin et al., 2008). 

De même, la O-GlcNAcylation de la β-caténine, oncogène fortement dérégulé dans les cancers 

colorectaux et hépatiques, sur la T41 empêche sa phosphorylation et sa dégradation. (Olivier-

Van Stichelen et al., 2014) (Figure 35a). 

b) La O-GlcNAcylation stabilise les protéines via le recrutement de 

déubiquitinases. 

 

Le lien entre O-GlcNAcylation et le recrutement de déubiquitinases a été fait pour la première 

fois pour PGC-1α. PGC-1α est un co-facteur transcriptionnel induisant, entre autres, la 

néoglucogenèse. La O-GlcNAcylation de PGC-1α facilite le recrutement de la déubiquitinase 

BAP1 (Figure 35b). L’interaction entre les deux protéines stabilise PGC-1α et favorise la 

néoglucogenèse (Ruan et al., 2012). De façon similaire, le complexe OGT-BAP1 O-GlcNAcyle et 

stabilise BMAL1 et CLOCK, deux acteurs principaux dans la régulation du cycle circadien (Li et 

al., 2013) (Figure 35b). 
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c) La O-GlcNAcylation facilite la monoubiquitinylation 

  

Fujiki et al. ont montré que la O-GlcNAcylation de l’histone H2B sur la S112 sert d’ancrage 

pour l’histone H2B ubiquitine ligase, ce qui promeut sa monoubiquitinylation sur K120. Cette 

modification induit l’activation de la transcription par remodelage de la chromatine (Fujiki et 

al., 2011) (Figure 35c). 

d) La O-GlcNAcylation module l’activité protéasomale 

 

Le protéasome 26S est responsable de la destruction des protéines polyubiquitinylées. Il est 

composé d’une sous-unité catalytique 20S et d’une sous-unité régulatrice 19S, toutes deux O-

GlcNAcylées. La O-GlcNAcylation de la sous-unité 19S inhibe son activité et celle du 

protéasome (Sümegi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Dans ce cas, la O-GlcNAcylation inhibe 

la dégradation des protéines (Figure 35d). 

En modifiant les propriétés de certaines protéines, la O-GlcNAcylation est impliquée dans la 

régulation de nombreux processus physiologiques. 

E. Rôle de la O-GlcNAcylation dans les processus 

physiologiques 

 

1. Rôle de la O-GlcNAcylation dans la régulation de la 

transcription et de la traduction 

 

a) Transcription 

 

Les premières études liant la O-GlcNAcylation et la régulation de la topographie de la 

chromatine datent de la fin des années 1980. En effet, l’OGT et la O-GlcNAcylation sont très 

abondants sur la chromatine et la concentration de l’OGT corrèle avec une augmentation de 

la transcription chez la drosophile (Kelly and Hart, 1989).  

De plus, l’activité de chaque facteur de transcription régulant l’expression de l’ARN 

polymérase II est augmentée par O-GlcNAcylation (Jackson and Tjian, 1988). L’activité 

catalytique de l’ARN polymérase II, le domaine CTD (C-terminal repeat domain), est lui-même 

fortement O-GlcNAcylé sur la sous-unité CTDIIa (forme où l’enzyme n’est pas phosphorylée) 

(Kelly et al., 1993).  
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La formation du complexe de pré-initiation par l’ARN polymérase II sur le promoteur nécessite 

la présence d’un motif GlcNAc sur le CTD empêchant sa phosphorylation et permettant la 

transcription (Comer and Hart, 1999). 

La O-GlcNAcylation régule également la machinerie transcriptionnelle basale en modifiant un 

grand nombre de ses composés indispensables (Hart et al., 1996; Comer and Hart, 1999). La 

O-GlcNAcylation s’effectue au cours de l’assemblage du complexe de pré-initiation et régule, 

de ce fait, l’initiation de la transcription de nombreux gènes (Bond and Hanover, 2013). 

Plus récemment, l’OGT a été décrite comme une protéine appartenant au groupe Polycomb 

(Gambetta et al., 2009; Sinclair et al., 2009). Les protéines Polycomb sont des répresseurs 

transcriptionnels majeurs découverts chez la drosophile. Ces protéines se rassemblent sous la 

forme de deux complexes, PRC1 et PRC2 (Polycomb Repressive Complex 1/2). Un lien entre 

l’OGT et l’activité des complexes PRC et en particulier PRC2 existe puisqu’une extinction de 

l’OGT conduit à une déstabilisation du complexe et une diminution de 50% de répression de 

la transcription (Chu et al., 2014). De plus, une boucle de régulation existe : des cellules 

dépourvues du complexe PRC2 fonctionnel présentent une diminution d’expression d’OGT et 

des niveaux de O-GlcNAcylation (Myers et al., 2011). 

b) Traduction 

 

La phosphorylation de la sous-unité α de la protéine eIF2 (eukaryotic chain initiation factor 2), 

indispensable à l’initiation de la traduction, est un régulateur négatif majeur pour l’initiation 

de la synthèse protéique. La O-GlcNAcylation intervient à deux niveaux pour prévenir cette 

phosphorylation, via p67 qui protège eIF2 des kinases, et via eIF2 lui-même. Concernant p67, 

la protection intervient notamment lorsqu’il est O-GlcNAcylé, la traduction est alors favorisée 

(Ray et al., 1992). Lorsque le facteur eIF2 est lui-même O-GlcNAcylé, il est réciproquement 

hypophosphorylé, ce qui promeut la traduction (Jang et al., 2015). 

La O-GlcNAcylation modifie également le facteur d’élongation EF1 (Dehennaut et al., 2008a) 

et un certain nombre de facteurs de traductions et de protéines ribosomales. Par exemple, la 

protéine ribosomale S6, composante de la voie de signalisation mTOR, est O-GlcNAcylée et sa 

O-GlcNAcylation varie en fonction des conditions nutritionnelles (Zeidan et al., 2010). 
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Un autre rôle de la O-GlcNAcylation sur la traduction est la modification des protéines 

présentes dans les granules de stress cellulaire (Ohn et al., 2008). Ces granules de stress ou 

processing bodies sont visibles sur les ribonucléoprotéines et régulent de façon coopérative la 

traduction et la désintégration de l’ARNm. Ces granules comportent de nombreuses protéines 

O-GlcNAcylées, leur O-GlcNAcylation jouant un rôle majeur en favorisant leur assemblage 

(Ohn et al., 2008). 

Par conséquent, la O-GlcNAcylation favorise la traduction par divers processus : elle active les 

protéines impliquées dans l’initiation, l’élongation de la traduction et les protéines 

ribosomales et elle promeut l’assemblage des granules de stress régulant la traduction et la 

désintégration des ARNm.  

2. Rôle de la O-GlcNAcylation dans la régulation épigénétique 

 

a) La O-GlcNAcylation nous fait tourner la « Tet » 

 

La méthylation des cytosines est un événement épigénétique important pour différents 

processus cellulaires et est souvent associée à la répression de la transcription. Les protéines 

de la famille Tet (Ten-eleven translocation) convertissent la 5-méthylcytosine (5mC) en 5-

hydroxylméthylcytosine (5hmC). Cette hydroxyméthylation promeut la déméthylation de 

l’ADN et active l’expression génique. La mutation des sites O-GlcNAcylés de Tet1 la stabilise 

et une diminution des niveaux de O-GlcNAcylation augmente l’activité de Tet3 (Zhang et al., 

2014). De plus, l’OGT entraîne une relocalisation cytoplasmique de Tet3 (Shi et al., 2013; 

Zhang et al., 2014).  

Un lien entre la méthylation de l’ADN, le code des histones et la O-GlcNAcylation existent 

puisque la délétion de Tet2 diminue la O-GlcNAcylation de l’histone H2B associée à une 

régulation de la transcription des gènes (Chen et al., 2013). 

Les protéines Tet1, Tet2 et Tet3 interagissent avec l’OGT et permettent son recrutement à la 

chromatine pour modifier les histones (Chen et al., 2013). 

b) La O-GlcNAcylation et les histones 

 

Les degrés de compaction de la chromatine gouvernent l’accès de la machinerie 

transcriptionnelle à l’ADN.  
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La O-GlcNAcylation joue un rôle sur la méthylation des histones. Les 4 sous-unités du core 

d’histones sont O-GlcNAcylées (H2A, H2B, H3 et H4) (Sakabe et al., 2010) et leur O-

GlcNAcylation augmente en phase G1, diminue en phase S et ré-augmente en phase G2/M. La 

O-GlcNAcylation influence aussi d’autres modifications post-traductionnelles. En effet, 

l’histone H3 est phosphorylée par la kinase Aurora et déphosphorylée par PP1. Ces deux 

enzymes interagissent avec l’OGT et l’OGA et la phosphorylation de l’histone H3 est diminuée 

lorsque les niveaux de O-GlcNAcylation sont augmentés (Zhang et al., 2011). En revanche, la 

O-GlcNAcylation de l’histone H2B entraîne son ubiquitinylation et sa dégradation (Fujiki et al., 

2011).  

La O-GlcNAcylation régule également l’acétylation des histones. L’OGT et l’OGA sont retrouvés 

dans un complexe avec le corépresseur Sin3A et l’histone désacétylase 1. Des expériences de 

ChIP ont montré un enrichissement de ce complexe sur le promoteur de gènes réprimés 

(Whisenhunt et al., 2006). Récemment, une étude a remis en cause la O-GlcNAcylation des 

histones puisque les auteurs, grâce à l’utilisation de différentes approches biochimiques, ne 

détectent pas cette modification (Gagnon et al., 2015). 

3. Rôle de la O-GlcNAcylation dans la réponse au stress 

 

Les niveaux de O-GlcNAcylation sont rapidement augmentés en réponse au stress (Zachara et 

al., 2004; Guinez et al., 2007) et l’OGT est nécessaire pour la résistance au stress thermique 

(Guinez et al., 2008). Pour répondre au stress cellulaire, l’OGT adopte une fonction de 

chaperonne protégeant les protéines de la dégradation (Sohn et al., 2004). De plus, 

l’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation est en corrélation avec l’augmentation de 

l’expression et la diminution de la dégradation des protéines chaperonnes Hsp protégeant les 

protéines de la dégradation (Kazemi et al., 2010). 

4. Rôle de la O-GlcNAcylation dans la régulation du cycle 

circadien 

 

Le cycle circadien réunit tous les processus biologiques présentant une oscillation de 24 

heures et la O-GlcNAcylation est cruciale pour sa régulation.  

Dans une première boucle de régulation, les protéines CLOCK et BMAL1 initient la 

transcription de gènes cibles tels que PER et CRY.  
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En retour, une deuxième boucle de rétrocontrôle négative est mise en place dans laquelle PER 

et CRY répriment l’activité transcriptionnelle de CLOCK et BMAL1. Ces quatre principaux 

acteurs de la régulation du cycle circadien sont O-GlcNAcylés (Durgan et al., 2011; Kaasik et 

al., 2013). La O-GlcNAcylation stabilise CLOCK et BMAL1 en inhibant leur ubiquitinylation (Li 

et al., 2013). Quant à PER, la phosphorylation sur la S662 empêche sa O-GlcNAcylation et cette 

compétition entre les deux modifications joue un rôle essentiel sur la régulation de l’activité 

transcriptionnelle de PER et sur la régulation du cycle circadien (Kaasik et al., 2013). 

5. Rôle de la O-GlcNAcylation dans la régulation du cycle 

cellulaire 

 

Plusieurs observations montrent que la régulation des niveaux de O-GlcNAcylation est 

essentielle pour la progression normale des cellules au cours du cycle cellulaire. D’ailleurs 

Slawson et ses collaborateurs ont montré que les niveaux de O-GlcNAcylation varient au cours 

du cycle cellulaire (Slawson et al., 2005). 

La délétion du gène codant l’enzyme Emeg32 diminue la prolifération de fibroblastes 

embryonnaires de souris (Boehmelt et al., 2000a). Ensuite, l’inactivation de l’OGT augmente 

l’expression d’un inhibiteur du cycle cellulaire, p27, se répercutant sur une diminution de la 

prolifération (O’Donnell et al., 2004).  

 

Plusieurs études ont montré des variations majeures des niveaux de O-GlcNAcylation au cours 

de la transition des différentes phases du cycle cellulaire. 

Chez le Xénope, une inhibition de l’activité de l’OGT par l’alloxane bloque la transition G2/M 

alors qu’une inhibition de l’activité de l’OGA (utilisation du PUGNAc) accélère le processus de 

maturation (Dehennaut et al., 2007). A l’inverse la microinjection de ncOGT dans les ovocytes 

favorise leur entrée en phase M (Dehennaut et al., 2008b). 

Au cours de la transition G1/S, une diminution des niveaux de O-GlcNAcylation est observée 

en corrélation à une augmentation de l’activité de l’OGA (Drougat et al., 2012). Dans cette 

étude, des protéines impliquées dans les phases d’initiation et d’élongation de la réplication 

de l’ADN, les MCM (Mini-Chromosome Maintenance) 2, 3, 6 et 7 sont O-GlcNAcylées (Drougat 

et al., 2012). 

Dans notre équipe, une étude montre également que l’OGT est essentielle pour la transition 

G0/G1 (Olivier-Van Stichelen et al., 2012a). 
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Beaucoup de facteurs clefs impliqués dans la régulation du cycle cellulaire sont O-GlcNAcylés 

comme par exemple ERK2 (Dehennaut et al., 2008a), c-Myc (Chou et al., 1995b) ou encore Sp1 

(Vicart et al., 2006). Cependant, l’impact fonctionnel de la O-GlcNAcylation de ces protéines 

sur la régulation du cycle cellulaire n’a pas été clairement démontré. 

La O-GlcNAcylation a un rôle majeur dans la régulation de nombreux processus 

physiologiques. Néanmoins dans des conditions de niveaux de O-GlcNAcylation aberrants, 

des modifications anormales de protéines et une possible dérégulation des voies de 

signalisation peuvent causer, sur le long terme, certaines pathologies. 

F. O-GlcNAcylation et pathologies 

 

1. O-GlcNAc et maladies neurodégénératives 

 

Etant donné que le gène codant l’OGA est sur un locus lié aux stades tardifs de la maladie 

d’Alzheimer (Bertram et al., 2000) et que celui de l’OGT est associé à la maladie de Parkinson 

(Nolte et al., 2003), une relation étroite entre les niveaux de O-GlcNAcylation et les processus 

de neurodégénération semble exister. 

Les corrélations entre l’obésité, la perturbation de la voie de signalisation de l’insuline et le 

métabolisme du glucose dans le cerveau de patients atteints de maladie d’Alzheimer 

suggèrent que cette maladie peut être considérée comme un diabète de type 3 (Steen et al., 

2005; Lefebvre et al., 2010). En effet, des patients atteints de diabète de type 2 ont deux fois 

plus de risque de développer un Alzheimer (Biessels et al., 2006).  

Les conditions nutritionnelles, les concentrations en glucose et la O-GlcNAcylation sont, par 

conséquent, liées dans l’émergence ou le développement de telles pathologies (Lefebvre et 

al., 2005). 

Une des caractéristiques communes aux maladies neurodégénératives est la diminution de la 

consommation de glucose dans les zones affectées du cerveau (Ishii, 2014). Comme pour tous 

les autres types cellulaires, la O-GlcNAcylation est fondamentale pour les neurones. D’ailleurs, 

le cerveau est un organe glucodépendant et gros consommateur de glucides où l’OGT et l’OGA 

sont les plus abondants ( Kreppel et al., 1997; Gao et al., 2001).  
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Dans l’hippocampe, une région associée au stade précoce de la maladie d’Alzheimer, le jeûne 

diminue les niveaux globaux de O-GlcNAcylation alors que la prise alimentaire les augmente 

(Li et al., 2006b).  

La protéine la plus étudiée pour comprendre l’implication de la O-GlcNAcylation dans le 

développement de maladies neurodégénératives est Tau. Dans la maladie d’Alzheimer, Tau 

hyperphosphorylée est retrouvée sous forme d’agrégats dans les enchevêtrements 

neurofibrillaires. 

Tau est O-GlcNAcylée (Arnold et al., 1996) de façon dépendante à la prise alimentaire et 

inversement corrélée à sa phosphorylation (Li et al., 2006b; Yuzwa et al., 2008; Zhu et al., 

2014). La O-GlcNAcylation affecte l’oligomérisation de Tau en protégeant la protéine de la 

phosphorylation. Sa O-GlcNAcylation sur la S400 diminue la phosphorylation du site voisin 

S404, bloquant le processus séquentiel de phosphorylation coordonné par la protéine GSK3. 

Inversement, la phosphorylation sur les sites S396 et S404 diminue fortement la O-

GlcNAcylation du site S400 (Smet-Nocca et al., 2011).  

Le rôle de la O-GlcNAcylation a également été étudié dans les processus d’émergence de la 

maladie de Parkinson et, en particulier, sur une protéine formant les corps d’inclusion 

neuronale, l’α-synucléine. Cette protéine est O-GlcNAcylée sur la T72 dans un domaine 

nécessaire à son oligomérisation (Marotta et al., 2012). La O-GlcNAcylation ne perturbe pas 

les fonctions normales de la protéine mais diminue son agrégation (Marotta et al., 2015).  

Le rôle protecteur de la O-GlcNAcylation dans les pathologies neurodégénératives a été testé 

chez les souris. Un traitement à long terme avec des inhibiteurs d’OGA diminue les lésions 

neurodégénératives dans le cerveau ( Yuzwa et al., 2008; Borghgraef et al., 2013; Graham et 

al., 2014). 

2. O-GlcNAcylation et cancer 

 

Augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation et d’OGT dans les cellules cancéreuses 

Comme pour le cerveau, la caractéristique principale des cellules cancéreuses est la 

consommation excessive de glucose et de glutamine. Le glucose et la glutamine étant deux 

substrats de la voie de biosynthèse des hexosamines, les cellules cancéreuses augmentent 

leur production d’UDP-GlcNAc, substrat de l’OGT.  
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Ainsi, une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation est observée dans plusieurs types de 

cancers comme le cancer du sein (Caldwell et al., 2010), du poumon, du colon (Mi et al., 2011), 

du foie (Zhu et al., 2012), du pancréas (Ma et al., 2013) et de la prostate (Lynch et al., 2012) 

suggérant que l’hyper O-GlcNAcylation précède ou accompagne l’émergence tumorale et 

contribue à la transformation cellulaire.  

L’augmentation de la O-GlcNAcylation est due tout ou en partie à une augmentation de 

l’expression de l’OGT et à une élévation des concentrations d’UDP-GlcNAc pour les raisons 

invoquées plus haut. Dans les régions cancéreuses, une augmentation de O-GlcNAcylation de 

plus de 30 protéines et de l’OGT est observée (Champattanachai et al., 2013). Inversement, 

une inhibition de l’OGT induit une réduction de la prolifération cellulaire, de l’invasion, de la 

migration et une diminution de la croissance tumorale (Caldwell et al., 2010). 

Un grand nombre de facteurs de transcription et suppresseurs de tumeurs, ayant un rôle dans 

la progression tumorale sont O-GlcNAcylés comme par exemple c-myc (Chou et al., 1995a) ou 

Sp1 (Dauphinee et al., 2005). De même, le suppresseur de tumeur HIC1 est O-GlcNAcylé, la O-

GlcNAcylation affectant sa dimérisation et son activité (Lefebvre et al., 2004). 

 

Rôle de la O-GlcNAcylation sur les propriétés des cellules cancéreuses 

 

L’étude de l’effet d’un siOGT sur la prolifération, l’adhésion et la migration de cellules 

cancéreuses a fait l’objet d’une publication jointe en annexe. 

Steenackers, A., Olivier-Van Stichelen, S., Baldini, S.F., Dehennaut, V., Toillon, R.-A., Le 

Bourhis, X., El Yazidi-Belkoura, I., and Lefebvre, T. (2016). Silencing the Nucleocytoplasmic O-

GlcNAc Transferase Reduces Proliferation, Adhesion, and Migration of Cancer and Fetal 

Human Colon Cell Lines. Front. Endocrinol. 7, 46. 

Dans cette étude, nous reportons que l’extinction de l’OGT diminue la prolifération, la survie 

cellulaire, l’adhésion et la migration dans des lignées cellulaires non pathologiques 

(CCD841CoN) et cancéreuses (HT29 et HCT116). L’extinction de l’OGT désorganise également 

les réseaux de microfilaments et de microtubules dans les CCD841CoN même si les niveaux 

d’actine et de tubuline ne sont pas affectés.  
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Figure 36: Quelques exemples illustrant le lien entre O-GlcNAcylation et cancérisation. 

 

Les signaux oncogéniques activent l’OGT grâce aux voies PI3K/Akt et MAPK/Erk. L’OGT activée, 

O-GlcNAcyle un certain nombre de facteurs impliqués dans l’émergence tumorale. La O-

GlcNAcylation de Snail1 induit la répression de la E-cadhérine et l’invasion métastatique 

consécutive. La O-GlcNAcylation de c-myc et NF-KB augmente la survie et la prolifération 

cellulaire. PFK1 O-GlcNAcylé est moins actif, le métabolisme des cellules cancéreuses est 

orienté vers la voie des pentoses phosphates. 

Abréviations : PI3K : phosphoinositide-3-kinase, MAPK : mitogen-activated protein kinase, Erk : 
extracellular signal-regulated kinase, OGT : O-GlcNAc transférase, NF-KB : nuclear factor-kappa B, PFK : 
phosphofructokinase.   
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Cette étude renforce l’idée que l’OGT intervient dans les processus de cancérisation mais 

également sur les propriétés biologiques des cellules normales. 

La O-GlcNAcylation affecte des protéines intervenant dans la mobilité cellulaire. En ce sens, 

l’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation diminue les niveaux de E-cadhérine 

(glycoprotéine responsable des jonctions d’adhérence) et augmente les niveaux de certaines 

MMPs (métalloprotéinase matricielle), protéases dégradant les composants de la matrice 

extracellulaire (Lynch et al., 2012; Zhu et al., 2012).  

Dans les cellules cancéreuses, l’invasion cellulaire est favorisée par la O-GlcNAcylation de la 

protéine cofiline intervenant dans la mobilité cellulaire (Huang et al., 2013) et par celle de 

Snail1, répresseur transcriptionnel de la E-cadhérine, stabilisé par O-GlcNAcylation (Park et 

al., 2010). NF-KB, stabilisé par O-GlcNAcylation confére aux cellules une propriété anti-

apoptotique (Ma et al., 2013) (Figure 36). 

Relation entre la O-GlcNAcylation et les voies de signalisation induisant la prolifération 

L’augmentation de l’expression de l’OGT dans les cellules cancéreuses est due, entre autres, 

à l’activation de deux voies : la voie PI3K/Akt et la voie MAPK/Erk puisque l’inhibition de PI3K 

ou d’Akt diminue les niveaux de O-GlcNAcylation (Zhang and Chen, 2015). L’augmentation des 

niveaux de O-GlcNAcylation régulée par la voie PI3K/Akt pourrait être due à la stabilisation de 

l’OGT par HSP90 (Sodi et al., 2015). 

L’activation de la voie MAPK induit également une hausse des niveaux de O-GlcNAcylation et 

conduit à une augmentation de la migration cellulaire (Zhang et al., 2015) (Figure 36). 

Exemple du rôle de la O-GlcNAcylation dans le shift métabolique des cellules cancéreuses 

Les cellules cancéreuses reprogramment leur métabolisme cellulaire afin de générer des 

molécules telles que l’ATP, les nucléotides, les lipides et les équivalents réducteurs nécessaires 

à leur prolifération. Ainsi, la O-GlcNAcylation de PFK1, enzyme clef de la glycolyse, diminue 

son activité et redirige le flux de glucose vers la voie des pentoses phosphates conférant un 

avantage sélectif de croissance aux cellules cancéreuses. In vitro, le blocage de la O-

GlcNAcylation de PFK1 réduit la prolifération cellulaire et empêche la formation tumorale (Yi 

et al., 2012) (Figure 36). 
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Figure 37 : Régulation hormonale de la voie de l’insuline en fonction de l’état nutritionnel. 

A jeun, le pancréas sécrète du glucagon qui stimule la néoglucogenèse en augmentant 

l’activité de CREB. La PKA phosphoryle CREB qui induit la transcription des gènes impliqués 

dans la néoglucogenèse renforcée par la O-GlcNAcylation de CRTC2, coactivateur de CREB.  

Après un repas, l’insuline se fixe sur son récepteur qui s’autophosphoryle et active la voie par 

cascade de phosphorylations dont Akt est un des chaînons. Akt activé permet la translocation 

des transporteurs GLUT4 à la membrane, la phosphorylation de GSK3β et, par voie de 

conséquence, l’activation de la glycogène synthase et la phosphorylation de FOXO qui est alors 

séquestré dans le cytoplasme : la néoglucogenèse est inactivée. 

 

Abréviations : PKA : protein kinase A, OGT, O-GlcNAc transférase, CRTC2 : CREB- regulated 
transcription coactivator 2, CREB : cyclic AMP-responsive element-binding protein, PGC : peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma coactivator, FOXO : forkhead box O, IRS : insulin receptor 
substrate, PI3K : phosphoinositide-3-kinase, PDK : phosphoinositide-dependent kinase, GSK : glycogen 
synthase kinase.  
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Par conséquent, les cellules cancéreuses présentent une augmentation de l’expression de 

l’OGT et des niveaux globaux de O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation module les propriétés 

des cellules cancéreuses en favorisant la prolifération, la survie cellulaire, l’adhésion et la 

migration cellulaire. Elle intervient également dans le shift métabolique des cellules tumorales 

indispensable pour leur prolifération. 

3. Rôle de la O-GlcNAcylation sur le métabolisme glucidique en 

condition physiologique et hyperglycémique 

 

a) Rôle de la O-GlcNAcylation en condition physiologique 

 

1) A jeun 

 

Afin de produire du glucose pour les organes gluco-dépendants, la période de jeûne induit la 

glycogénolyse et la néoglucogenèse. Les enzymes intervenant dans ces voies sont contrôlées, 

entre autres, par l’activité du facteur de transcription CREB stimulée par le glucagon. La 

phosphorylation de CREB par la kinase PKA promeut son interaction avec le complexe 

CBP/p300, son activation et la transcription des gènes codant la PC, la PEPCK et la G6Pase, 

toutes trois enzymes de la néoglucogenèse. CREB actif se fixe sur le facteur FOXO et induit 

l’expression de PGC1α, co-activateur de la transcription des gènes impliqués dans la 

néoglucogenèse (Figure 37) (Herzig et al., 2001).  

L’activation du facteur CREB est permise grâce à son co-activateur : le facteur CRTC2. Au 

niveau basal, le facteur CRTC2 est phosphorylé sur les sérines 70 et 171 par les kinases SIKs 

(salt-inducible kinases) et AMPK et est séquestré dans le cytoplasme par les protéines 14-3-3 

(Uebi et al., 2010). En réponse au glucagon et à l’élévation des niveaux d’AMPc, CRTC2 est 

déphosphorylé et O-GlcNAcylé sur ce même site induisant sa translocation nucléaire, sa 

fixation à CREB et la transcription des gènes codant les enzymes de la néoglucogenèse (Dentin 

et al., 2008) (Figure 37). 

2) En période postprandiale 

 

Après un repas, la fixation de l’insuline sur son récepteur entraîne l’autophosphorylation de 

plusieurs tyrosines du domaine intracellulaire du récepteur provoquant le recrutement et la 

phosphorylation des protéines IRS. 
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 Ces protéines activées phosphorylent la PI3K catalysant la formation du PIP3 à la membrane 

qui recrute Akt activée par PDK1 (3-phosphoinositide dependent protein kinase 1). Akt 

phosphoryle en retour plusieurs cibles dont la GSK3 (inhibant la glycogène synthase) et FOXO 

induisant son export nucléaire et prévenant la transcription des gènes de la néoglucogenèse. 

L’activation d’Akt et de PKC via PDK1, induit la translocation de vésicules abritant le 

transporteur de glucose GLUT4 à la membrane plasmique : l’import de glucose dans les 

cellules adipocytaires et les cellules du muscle squelettique est induite (Figure 37). 

b) Rôle de la O-GlcNAcylation sur la glucotoxicité et de 

l’insulinorésistance en condition hyperglycémique 

 

L’hyperglycémie et l’hypertriglycéridémie causées par l’insulinorésistance, caractéristiques du 

diabète de type 2, semblent en partie résulter d’une activation de la voie de biosynthèse des 

hexosamines (Teo et al., 2010). Cette observation paraît paradoxale puisque les cellules 

résistantes à l’insuline captent moins de glucose et, en conséquence, produisent moins d’UDP-

GlcNAc. En revanche, la disponibilité en glucose pourrait profiter aux cellules non 

insulinodépendantes. En ce sens, l’insulinorésistance est associée à une augmentation des 

niveaux d’UDP-GlcNAc (Traxinger and Marshall, 1991) et des niveaux de O-GlcNAcylation chez 

les animaux diabétiques (Fricovsky et al., 2012; Ruan et al., 2012). Réciproquement, la 

surexpression de GFAT ou l’administration de glucosamine in vivo induisent 

l’insulinorésistance (Hebert et al., 1996; Virkamäki et al., 1997). 

De même, l’inhibition de l’OGA par le PUGNAc augmente les niveaux de O-GlcNAcylation et 

cause l’insulinorésistance (Vosseller et al., 2002) alors que l’inhibition par le NButGT ne 

provoque pas le même effet (Macauley et al., 2008). Sachant que le PUGNAc, contrairement 

au NButGT, inhibe les hexosaminidases lysosomales, on peut potentiellement attribuer cet 

effet à une défaillance du recyclage du récepteur à l’insuline qui est N-glycosylé.  

 

Le rôle de la O-GlcNAcylation semble être tissus et types cellulaires dépendants puisque la 

surexpression transitoire de l’OGA dans le foie de souris db/db améliore la sensibilité à 

l’insuline (Dentin et al., 2008) alors que la surexpression de l’OGA ou l’extinction de l’OGT dans 

des cellules adipocytaires n’a pas d’effet sur l’insulinorésistance (Robinson et al., 2007).  
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Figure 38 : Rôle de la O-GlcNAcylation sur la glucotoxicité, l’insulinorésistance et 

l’hyperglycémie. 

L’augmentation aberrante des niveaux de O-GlcNAcylation induirait une dérégulation du 

métabolisme glucido-lipidique à l’origine de la glucotoxicité et de l’insulinorésistance par 

quatre mécanismes : la diminution du transport du glucose, l’augmentation de la 

néoglucogenèse et la diminution de la glycogénogenèse, l’hyperinsulinémie et la dérégulation 

et l’inactivation de la voie de signalisation de l’insuline. 

Abréviations: PDX1 : pancreatic and duodenal homeobox-1, NeuroD1 : neurogenic differentiation-1, 
OGT : O-GlcNAc transférase, CRTC2 : CREB-specific coactivator TORC2, CREB : cyclic AMP-responsive 
element-binding protein, PGC : peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator, FOXO : 
forkhead box O, IRS : insulin receptor substrate, PI3K : phosphoinositide-3-kinase, PDK : 
phosphoinositide-dependent kinase, GSK : glycogen synthase kinase.                 
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En condition d’hyperglycémie, l’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation induit une 

dérégulation du métabolisme glucido-lipidique causant la glucotoxicité et l’insulinorésistance 

par quatre mécanismes : la diminution de l’absorption du glucose, l’augmentation de la 

néoglucogenèse et la diminution de la glycogénogenèse, l’augmentation de la synthèse de 

l’insuline et la dérégulation et l’inactivation de la voie de signalisation de l’insuline (Figure 38). 

1)  Diminution de l’absorption du glucose par O-GlcNAcylation 

 

La translocation du transporteur de glucose GLUT4 à la membrane plasmique est requise pour 

internaliser le glucose et réguler les taux de glucose sanguin. La O-GlcNAcylation de Munc18c, 

un composant essentiel pour le bourgeonnement des vésicules, est augmentée en réponse à 

la glucosamine, et un défaut d’adressage de la vésicule à la membrane plasmique est observée 

(Chen et al., 2003). Le trafic de GLUT4 est également dépendant de l’action des protéines PKCs 

au travers du remodelage de l’actine (Liu et al., 2006). Les protéines PKCs et l’actine sont O-

GlcNAcylées : cette O-GlcNAcylation pourrait jouer un rôle inhibiteur sur la translocation de 

GLUT4 à la membrane (Robles-Flores et al., 2008) (Figure 38). 

2)  Rôle de la O-GlcNAcylation sur la néoglucogenèse et la 

glycogénogenèse 

 

L’hyperglycémie dans les hépatocytes d’individus diabétiques est due, en partie, à une 

augmentation de la néoglucogenèse. Depuis longtemps, il est admis que la O-GlcNAcylation 

joue un rôle dans le phénomène de glucotoxicité. Un nombre important de facteurs de 

transcription régulant la néoglucogenèse sont O-GlcNAcylés.  

L’OGT forme un complexe avec HCF-1 pour O-GlcNAcyler PGC1α. En retour, PGC1α O-

GlcNAcylé recrute la déubiquitinylase BAP1 qui réduit sa dégradation (Ruan et al., 2012). 

PGC1α cible l’OGT sur le facteur de trancription FOXO1, qui devient O-GlcNAcylé (Figure 38) 

(Housley et al., 2009). 

Le facteur CRTC2 est également O-GlcNAcylé, ce qui induit sa dissociation des protéines de 

séquestration cytoplasmique et la transcription de ses gènes cibles impliqués dans la 

néoglucogenèse. La surexpression de l’OGA diminue la O-GlcNAcylation de CRTC2 et par 

conséquent la néoglucogenèse (Dentin et al., 2008). 
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Le métabolisme du glycogène est également perturbé par une augmentation des niveaux de 

O-GlcNAcylation. La glycogène synthase est stimulée par l’insuline via l’inhibition de GSK3β. 

Son activité est réduite chez les personnes diabétiques et sa O-GlcNAcylation est associée à 

une diminution de son activité résultant en une augmentation de la concentration en glucose 

due à une inhibition de la glycogénogenèse (Parker et al., 2003) (Figure 38). 

3)  Régulation de la synthèse de l’insuline par O-GlcNAcylation 

 

L’insuline est sécrétée par les cellules β du pancréas. Les niveaux de protéines O-GlcNAcylées 

et d’OGT sont plus élevés dans ces cellules que dans les cellules adjacentes suggérant un rôle 

de la O-GlcNAcylation sur l’expression de l’insuline (Hanover et al., 1999). Une augmentation 

des niveaux de O-GlcNAcylation induit la transcription des gènes Ins1 et Ins2 de part une 

élévation des marques épigénétiques de l’histone H3 (Durning et al., 2016). L’expression de 

l’insuline est régulée par 3 facteurs de transcription : NeuroD1 (neurogenic differentiation 1), 

PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) et MafA (V-maf musculoaponeurotic 

fibrosarcoma oncogene homolog A).  

En condition d’hyperglycémie, l’interaction entre l’OGT et NeuroD1 augmente. NeuroD1 O-

GlcNAcylé est transloqué dans le noyau induisant la transcription du gène codant l’insuline 

(Andrali et al., 2007). De façon similaire, PDX1 est O-GlcNAcylé en réponse à de fortes 

concentrations en glucose augmentant son activité transcriptionnelle (Gao et al., 2003). Le 

facteur de transcription MafA est induit au niveau transcriptionnel par le Glc via un facteur de 

transcription inconnu mais régulé par la O-GlcNAcylation. MafA active alors la synthèse 

d’insuline (Vanderford et al., 2007) (Figure 38).  

4)  Rôle de la O-GlcNAcylation dans la dérégulation de la voie de 

signalisation de l’insuline 

 

Les mécanismes induisant la résistance à l’insuline sont mal connus mais il existe un 

déséquilibre du dynamisme de la O-GlcNAcylation de la voie activée par cette hormone. En 

réponse à l’insuline, l’OGT est adressée à la membrane plasmique grâce à son domaine de 

fixation au PIP3, le domaine PPO (PIP-binding activity of OGT) (Yang et al., 2008b) : l’OGT serait 

phosphorylée et activée par le récepteur à l’insuline (Whelan et al., 2008). 
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L’OGT activée O-GlcNAcylerait et inhiberait bon nombre de protéines de la voie de l’insuline 

telles que IRS1, PI3K, PDK1 et Akt induisant, par conséquent, une atténuation du signal 

insulinémique (Yang et al., 2008b; Whelan et al., 2010). 

L’atténuation de la signalisation de l’insuline est, en grande partie, due à la diminution de 

l’activité d’Akt. L’augmentation de la O-GlcNAcylation d’Akt sur les sites T305 et T312 diminue 

son activité en perturbant la phosphorylation de la T308 dissociant le complexe Akt/PDK1 

(Wang et al., 2012). La diminution de l’activité d’Akt réduit la synthèse du glycogène en 

diminuant la phosphorylation de GSK3β (Wang et al., 2007). Cependant, le dialogue entre la 

voie de signalisation à l’insuline et la O-GlcNAcylation est complexe puisque notre équipe a 

montré réciproquement que l’OGT et, par conséquent, la O-GlcNAcylation sont nécessaires à 

l’activation de voie PI3K/Akt (Perez-Cervera et al., 2013). Ainsi, l’OGT aurait un double rôle, 

sans doute l’un (activateur) en phase précoce et l’autre (inactivateur) en phase plus tardive. 

Ainsi, l’hypothèse émise serait qu’à long terme, un défaut de régulation des niveaux de O-

GlcNAcylation engendrerait une diminution d’absorption du glucose au travers de 

l’insulinorésistance et par conséquent un phénomène de glucotoxicité (Figure 38). 
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Résultats : 

Détermination et étude du rôle de 

la O-GlcNAcylation de la GK 

et de la FAS hépatique au cours 

de la lipogenèse. 
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I. Contexte de l’étude 
 

La prévalence du diabète prend des proportions épidémiques comme l'indique une étude de 

la « World Health Organization » publiée en 2014 et recensant 422 millions de diabétiques 

dans le monde. A cela s'ajoute des problèmes de surcharge pondérale liée au diabète ; selon 

l’ « International Diabetes Federation », 80% des diabétiques sont en surpoids (IMC>=25) ou 

obèses (IMC>=30). La Région Nord-Pas-de-Calais est particulièrement affectée par ces 

problèmes de santé publique puisque nous nous plaçons en tête en ce qui concerne le diabète 

de type 2 et l'obésité respectivement avec des taux de prévalence de 4,8% et 20,5% contre 

3,9% et 16,9% au niveau national.  

Une des causes de ces pathologies est un dérèglement du métabolisme glucido-lipidique dû à 

une alimentation trop riche en sucres et en graisses et à une vie sédentaire. Après un repas, 

l’organisme active, en particulier, deux voies principales que sont la glycolyse et la lipogenèse 

pour équilibrer la glycémie (Girard et al., 1994). Plus particulièrement, deux enzymes sont 

activées : la GlucoKinase (GK) et la Fatty Acid Synthase (FAS) entraînant l’augmentation de la 

biosynthèse des acides gras.  

Une autre voie métabolique du glucose est la voie de biosynthèse des hexosamines. Cette voie 

conduit à la formation de l’UDP-GlcNAc, nucléotide sucre, à l’origine de la O-GlcNAcylation, 

glycosylation réversible des protéines cytosoliques, nucléaires et mitochondriales (Torres and 

Hart, 1984b). L’UDP-GlcNAc, nucléotide sucre substrat des réactions de O-GlcNAcylation, est 

un carrefour métabolique. En effet, sa biosynthèse est dépendante des métabolismes des 

glucides, des acides aminés, des acides gras et des nucléotides (Wang et al., 1998). Les 

enzymes responsables du cycle O-GlcNAcylation/dé-O-GlcNAcylation sont l’OGT (O-GlcNAc 

Transférase) et l’OGA (O-GlcNAcase). Les glycosylations constituent, avec les 

phosphorylations, deux groupes de modifications post-traductionnelles très répandues. Ces 

deux modifications, affectant des groupements hydroxyles, peuvent entrer en compétition 

sur un même résidu de sérine ou de thréonine d’une protéine ou sur des résidus adjacents.  
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Figure 39 : Régulation hypothétique de la GK et de la FAS par O-GlcNAcylation. 

Le glucose entre dans la cellule et suit diverses voies métaboliques, parmi lesquelles la voie de 

biosynthèse des hexosamines (à l’origine de la formation de l’UDP-GlcNAc) et la glycolyse qui, 

dans certaines conditions physiologiques, est suivie de la lipogenèse. Le but de ce projet est 

d'étudier l'impact de la O-GlcNAcylation sur la régulation de la GK et de la FAS, enzymes 

essentielles de la glycolyse et de la lipogenèse.  

 

Abréviations : Glc : glucose, Fru : fructose, GlcNH2 : glucosamine, G3P : glycéraldéhyde-3-phosphate, 
DHAP : dihydroxyacétone phosphate, AcCoA : acétyl-CoA, MalCoA : malonyl-CoA, UDP-GlcNAc : 
uridine diphospho-GlcNAc, TG : triglycérides, OGT : O-GlcNAc transférase, OGA : O-GlcNAcase. 
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Des perturbations des niveaux de O-GlcNAcylation, en corrélation, le plus souvent, avec un 

changement de profil de phosphorylation sont associées à de nombreuses pathologies comme 

les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le cancer ou le diabète de type 2 

(Lefebvre et al., 2010b). 

II. Hypothèse de travail 
 

De nombreuses études tendent à établir un lien entre les désordres métaboliques et les 

dérèglements des niveaux de O-GlcNAcylation. Il a été démontré qu’en réponse au glucose, la 

O-GlcNAcylation des facteurs de transcription LXR et ChREBP augmente la transcription de 

leurs gènes cibles en particulier la FAS se traduisant par une biosynthèse accrue d’AG 

(Anthonisen et al., 2010; Guinez et al., 2011) . La voie des hexosamines étant elle-même 

directement dépendante des concentrations en glucose, nous avons émis l’hypothèse selon 

laquelle la O-GlcNAcylation régulerait la glycolyse et la lipogenèse en contrôlant l'expression 

et l'activité catalytique de la GK et de la FAS (Figure 39). 

Les objectifs de cette partie étaient de :  

- Déterminer si la GK et la FAS étaient O-GlcNAcylées 

- Déterminer l’impact de la O-GlcNAcylation sur l’expression et l’activité de ces 

protéines 

- Déterminer la présence ou non d’une corrélation entre les niveaux de O-GlcNAcylation 

et la production accrue d’acides gras. 

III. Etude du rôle de la O-GlcNAcylation sur les propriétés 

de la GK et de la FAS hépatiques 
 

A. La glucokinase 

 

1. Introduction 

 

La phosphorylation du glucose est la première étape du métabolisme du glucose dans toutes 

les cellules. Chez les mammifères, elle est catalysée par les hexokinases. Dans le foie et le 

pancréas, l’hexokinase IV, la glucokinase (GK), est un senseur majeur des taux de glucose. 
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Les patients diabétiques de type 2 caractérisés par une défaillance dans la régulation de la 

glycémie présentent une dérégulation de la GK, en grande partie, due à l’émergence de 

l’hyperglycémie. Par conséquent, cette enzyme est une cible pour le développement de 

traitements anti-hyperglycémiques (Matschinsky et al., 2006). La compréhension des 

mécanismes régulant la GK est nécessaire pour le développement de nouveaux traitements. 

La GK est régulée en fonction des conditions nutritionnelles de façon transcriptionnelle et 

post-traductionnelle (cf partie II,C page 82) (Massa et al., 2011).  

La transcription de la GK est dépendante exclusivement de l’insuline. En effet, la stimulation 

à l’insuline de cultures primaires d’hépatocytes de rat induit une augmentation des niveaux 

d’ARNm de la GK de façon dose-dépendante (Narkewicz et al., 1990). Les effets de l’insuline 

sont régulés par la voie PI3K/Akt (Roth et al., 2004) permettant l’activation et la fixation du 

facteur de transcription SREBP-1c sur le promoteur de la GK.  

Au niveau de sa régulation post-traductionnelle, la régulation de la GK implique son 

interaction avec la protéine régulatrice, GKRP (GlucoKinase Regulatory Protein). A glycémie 

physiologique (1 g.L-1), la GKRP et la GK forment un complexe qui migre au niveau du noyau 

rendant la GK inactive. En période post-prandiale, le fructose 1-phosphate dissocie le 

complexe GK/GKRP. Ainsi, la GK migre au cytoplasme où elle phosphoryle le glucose en 

glucose 6-phosphate (de la Iglesia et al., 1999). 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle également dépendante des taux 

de glucose et qui régule l’expression et les propriétés biologiques de nombreuses protéines. 

Les objectifs de cette partie étaient de caractériser la O-GlcNAcylation de la GK et d’étudier le 

rôle de la O-GlcNAcylation sur l’expression de la GK. 

2. Résultats 

 

Dans cette partie de ma thèse, nous avons démontré que l’expression de la GK est corrélée 

avec les niveaux de O-GlcNAcylation dans un modèle physiopathologique : les souris ob/ob. 

De plus, nous avons démontré par enrichissement des protéines O-GlcNAcylées sur la lectine 

sWGA (succinyl wheat germ agglutinin) et par click chemistry que la GK est O-GlcNAcylée. De 

façon plus spécifique, nous avons observé l’augmentation de l’expression de la GK chez des 

souris ayant reçu des injections de Thiamet G (inhibiteur de l’OGA).  



170 
 

  



171 
 

Ensuite, par une approche de siRNA nous avons observé qu’une diminution d’expression 

d’OGT se répercute sur une baisse des niveaux de O-GlcNAcylation et d’expression de la GK 

par rapport aux cellules contrôles. 

Ces résultats ont fait l’objet de la publication d’un article :  

Baldini, S.F., Steenackers, A., Olivier-Van Stichelen, S., Mir, A.-M., Mortuaire, M., Lefebvre, T., 

and Guinez, C. (2016). Glucokinase expression is regulated by glucose through O-GlcNAc 

glycosylation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 478, 942-948. 

a)  Publication 
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a b s t r a c t

Blood glucose fluctuates with the fasting-feeding cycle. One of the liver's functions is to maintain blood

glucose concentrations within a physiological range. Glucokinase (GCK) or hexokinase IV, is the main

enzyme that regulates the flux and the use of glucose in the liver leading to a compensation of hyper-

glycemia. In hepatocytes, GCK catalyzes the phosphorylation of glucose into glucose-6-phosphate. This

critical enzymatic reaction is determinant for the metabolism of glucose in the liver which includes

glycogen synthesis, glycolysis, lipogenesis and gluconeogenesis. In liver, simultaneous increase of glucose

and insulin enhances GCK activity and gene expression, changes its subcellular location and interaction

with regulatory proteins. The post-translational O-linked b-N-acetylglucosaminylation (O-GlcNAcylation)

acts as a glucose-sensitive modification and is believed to take part in hepatic glucose sensing by

modifying key regulatory proteins. Therefore, we aimed to determine whether GCK is modified by O-

GlcNAcylation in the liver of mice and investigated the role that this modification plays in regulating GCK

protein expression. We demonstrated that endogenous GCK expression correlated with O-GlcNAc levels

in the pathophysiological model ob/ob mice. More specifically, in response to the pharmacological in-

hibition of O-GlcNAcase (OGA) contents of GCK increased. Using the GlcNAc specific lectin succinylated-

WGA and click chemistry labeling approaches, we demonstrated that GCK is modified by O-GlcNAcy-

lation. Further, we demonstrated that siRNA-mediated Ogt knock-down not only decreases O-GlcNAc

content but also GCK protein level. Altogether, our in vivo and in vitro results demonstrate that GCK

expression is regulated by nutrient-sensing O-GlcNAc cycling in liver.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Glucose phosphorylation is the initial event in glucose meta-

bolism in all cells and tissue types. In mammalian cells, phos-

phorylation of glucose in glucose-6-P is catalyzed by hexokinases

[1]. The hexokinase IV, commonly called glucokinase or GCK, acts

as a glucose sensor in liver and in pancreatic b cells for the main-

tenance of glucose homeostasis. When glycaemia rises after con-

sumption of carbohydrates GCK reaches its highest activity [2]. As a

major regulator of glucose metabolism, GCK deregulation has been

associated with development of hyperglycemia in type 2 diabetes.

Indeed, Gck mutations either lowering enzyme affinity for glucose

or decreasing GCK expression, cause diabetes whereas activating

mutations lower blood glucose [3,4]. As a major actor of glucose

homeostasis, GCK is currently considered as a strong candidate

target for anti-hyperglycemic drugs for type 2 diabetes [5]. Thus, it

is critical to fully understand GCK regulations at both the cellular

and molecular levels.

Hepatic GCK expression and activity are regulated by both

transcriptional and post-transcriptional mechanisms and depend

on the fasting and refeeding states of the organism [6]. In contrast

to glycolytic genes (L-pyruvate kinase, L-pk) or lipogenic genes

(fatty acid synthase, Fas) whose transcription depends on insulin

and glucose, Gck transcription is exclusively stimulated by insulin.

For example, GCK mRNA and protein levels decrease in liver of

insulin-deficient rats and are restored after insulin treatment [7].
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Moreover, addition of insulin in primary cultures of rat hepatocytes

induces Gck mRNA in a dose-dependent manner [8]. The insulin

effect is mediated by the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/

protein kinase B (PKB or Akt) pathway [9], which triggers SREBP1c

binding onto the Gck gene promoter. At the post-transcriptional

level, the regulation of hepatic GCK involves the interaction with

regulatory proteins like the glucokinase regulatory protein, GKRP.

At basal glucose concentrations, around 5 mM, GKRP sequesters

GCK in the nucleus in an inactive state. Following high glucose

exposure (10e30 mM) or fructose (50 mMe1 mM), GK is released

from GKRP and translocates to the cytoplasm [10].

The post-translational modification O-GlcNAcylation is also

dependent upon glucose fluctuations. O-GlcNAcylation has been

linked to insulin resistance and glucose toxicity in diabetes and its

comorbidities [11]. O-GlcNAcylation is a dynamic modification

tightly regulated by the nutritional sensor UDP-GlcNAc levels. This

glycosylation consists of the addition of N-acetyl-beta-D-glucos-

amine through an O-linkage to serine or threonine of numerous

nuclear, cytosolic and mitochondrial proteins [12,13]. The reaction

is catalyzed by the O-linked N-acetylglucosamine transferase (OGT)

and dynamically reversed by the N-acetylglucosaminidase (OGA)

[14]. Interestingly, O-GlcNAc is analogous to phosphorylation, with

which it can competes for the same or adjacent phosphorylation

sites [15]. Identified on over 4000 proteins, O-GlcNAcylation plays a

critical role in the regulation of cell cycle progression and prolif-

eration [16,17], stress response [18,19], protein turn over [20] and

transcription [21]. Nevertheless, disturbance of O-GlcNAcylation

modification on proteins is implicated in the emergence of several

pathologies such as cancer, neurodegenerative diseases and dia-

betes [22].

In this study, we investigated the nutrient-dependent modifi-

cation of hepatic glucokinase by O-GlcNAcylation and its role on

GCK expression in physiological and pathological conditions (hy-

perglycemia and insulin resistance). The present study leads to the

discovery of a new nutrient-dependent regulation of GCK,

improving basic knowledge of this critical glucose homeostasis

enzyme, and may be critical to optimize the design of novel mol-

ecules for treating type 2 diabetes and other metabolic pathologies.

2. Material and methods

2.1. Ethics statement

Animal use accreditation by the French Ministry of Agriculture

(No. 04860) has been granted to our laboratory for experimentation

with mice. Experiments were conducted in accordance with the

principles of laboratory animal care (European Communities

Council Directive of 1986, 86/609/EEC) and received approval from

the “R�egion Nord-Pas de Calais” Ethical Committee for Animal

Experimentation. All surgery was performed under ketamine

anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.

2.2. Animals and treatments

Animals were 8/9-week old male C57BL/6J or ob/ob mice

(Charles River). Mice were maintained in a 12 h light/dark cycle

with ad libitum water and regular diet (SAFE).

For chronic Thiamet-G treatment, mice were intraperitoneally

injected daily with Thiamet-G (20 mg kg�1 in phosphate buffer

saline, PBS) or with PBS for control mice during a 15 days period.

One day prior the sacrifice, mice were fasted (24 h) or fasted and

refed (24 h/18 h) with regular diet and 20% (w/v) glucose in water.

Glycaemia was measured using an Accu-Chek apparatus (Roche).

Mice were sacrificed and livers were flash-frozen and stored

at �80 �C.

2.3. HepG2 cell culture conditions

HepG2 cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum

(FCS), 2 mM L-glutamine, 5 IU/ml penicillin, and 50 mg ml�1

streptomycin at 37 �C in a humidified atmosphere enriched with 5%

CO2. HepG2 cell culture dishes (diameter 100 mm) were prelimi-

narily coated with 0.1% (w/v) porcine gelatin (Sigma-Aldrich). Cells

were incubated under low glucose concentrations (5 mM of

glucose, G5) for 24 h and NButGT (100 mM) was added for the last

18 h.

2.4. Small interfering RNA

HepG2 cells were reverse-transfected for 72 h with RNAiMax

according to manufacturer's instructions using 10 nM siRNA tar-

geting Ogt [20] or a scrambled control sequence (siCtrl) as previ-

ously described [23].

2.5. Liver and cell lysates

Mouse tissues or cells were lysed with radioimmunoprotein-

assay (RipA) buffer (10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1% (v/v) Triton

X-100, 0.5% (w/v) sodium deoxycholate, 0.1% (w/v) sodium dodecyl

sulfate and protease inhibitors, pH 7.4). Cell extracts were then

centrifuged at 20,000 g for 10 min at 4 �C). Lysates were used for

SDS-PAGE, click chemistry and WGA purification.

2.6. Analysis of mRNA expression by real-time quantitative PCR

Total cellular RNAs were extracted and reverse transcribed.

mRNA levels were measured using a Stratagene Cycler. Primers

used were: cyclophilin 50-ATGGCACTGGTGGCAAGTCC-30 (sense),

50- TTGCCATTCCTGGACCCAAA-30 (antisense); GK 50- AAGGA-

CAGGGACCTGGGTTCCA-30(sense), 50- TCACTGGCTGACTTGGCTTG

CA-30(antisense). The quantification gene was corrected to the

cyclophilin mRNA values. Levels of expression were quantified by

the relative standard curve method.

2.7. Succinyl-WGA purification

For sWGA enrichment, cells were lysed with RIPA buffer and

extracts (1 mg of proteins) were incubated with 100 mg of sWGA

agarose beads (Vector Laboratories) for 2 h at 4 �C. sWGA-bound

proteins were collected, washed three times with washing buffer

(10 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 0.4% (w/v) sodium deoxycholate,

0.3% (w/v) sodium dodecyl sulfate, 0.2% (v/v) Nonidet P-40, pH 7.5).

Proteins were then eluted from the beads in 2X Laemmli buffer and

resolved by SDS-PAGE.

2.8. O-GlcNAcylated-GCK labeling by click-chemistry and

enrichment on avidin beads

O-GlcNAc-bearing proteins from livers of mice receiving PBS or

Thiamet-G were labeled by GalNAz and biotin alkyne by using the

Click-it O-GlcNAc enzymatic labeling system and the Click-it

Glycoprotein detection kit (Biotin alkyne) according to the manu-

facturer's instructions (Invitrogen). After labeling [24] the proteins

were precipitated using the methanol/chloroform kit protocol and

resuspended in 50 ml of Tris/HCl, pH 8.0, containing 0.1% (w/v) SDS.

700 ml of enrichment buffer (1% (v/v) Triton X-100, 0.1% (w/v) SDS

in PBS) were added to the sample before incubating with 50 ml of

avidin-coupled beads (1 h at 4 �C). The avidin-bound proteins were

collected, washed three times with the enrichment buffer and

resuspended in Laemmli buffer for Western blot analysis.
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2.9. Immunoblotting experiments

Whole cell and tissue lysates (50 mg) were analyzed using an-

tibodies directed against: rabbit polyclonal anti-GCK (1:2000,

Abcam), mouse monoclonal anti-O-GlcNAc (1:2000, VWR), rabbit

polyclonal anti-OGT (1:5000, Sigma), rabbit polyclonal anti-GAPDH

(1:5000, Abcam) followed by the secondary antibodies: goat anti-

mouse or rabbit IgG HRP (1:10000, GE Healthcare). The detection

was carried out with enhanced chemiluminescence (GE Health-

care). Band intensities were quantified by optical densitometry

using the free software Image J Tool.

2.10. Statistical analyses

Results are reported as mean ± SEM. Statistical analysis was

performed using GraphPad Prism software by one-way analysis of

variance (ANOVA test). Differences were considered statistically

significant at P < 0,05. All in vitro experiments were performed on

at least three independent occasions and in vivo experiments were

performed on 4 or 5 animals.

3. Results

3.1. Global O-GlcNAcylation increase in fasted ob/ob mice's liver

correlates with increased GCK expression

We first examined the impact of nutritional status in vivo on O-

GlcNAcylation and GCK expression using fasted control and ob/ob

mice. Briefly, control C57BL6 mice were first fasted for 24 h and

refed or not for 18 h. Ob/ob mice were fasted for 24 h. Liver protein

extracts of control mice vs ob/ob mice were analyzed by Western

blot according to the O-GlcNAc content and GCK expression (4

mice/group) (Fig. 1A). Glycaemia of fasted and refed conditions

were also measured (Fig. 1B). As expected, fasting (low glycaemia)

resulted in low levels of O-GlcNAcylation (Fig. 1A/B), GCK protein

and GCK mRNA (Fig. 1A/C) in C57BL6 control mice. Contrarily,

refeeding resulted in increasing plasma glucose concentrations and

O-GlcNAcylation levels compared to fasted control mice (Fig. 1A/B).

As expected, GCK protein level also increased (Fig. 1A) and was

associated with elevated mRNA levels (Fig. 1C). In another hand,

fasted ob/ob mice had similar O-GlcNAcylation levels than refed

C57BL6 control mice (Fig. 1A). Surprisingly, the elevated amount of

GCK protein in fasted ob/ob mice can not only be attributed to an

increase of its mRNA level (Fig. 1C). Consequently, these data sug-

gested that a supplementary mechanism to gene regulation might

be responsible for GCK protein increased in fasted ob/ob group and

we thought of a post-translational regulation.

3.2. Increased O-GlcNAcylation enhances GK protein expression

in vivo

In order to evaluate the specific role of O-GlcNAcylation on GCK

expression, the selective and potent O-GlcNAcase inhibitor

Thiamet-G (TG), was injected daily to C57BL6 mice for 15 days

resulting in a global increase of O-GlcNAc levels (Fig. 2A). Control

mice were injected with PBS (Fig. 2A). Total liver protein analysis

confirmed that in vivo inhibition of OGA increased O-GlcNAc levels

compared to PBS fasted mice (Fig. 2A). While Thiamet-G treatment

did not affect plasma glucose concentrations, both O-GlcNAc levels

and GCK expression were elevated (Fig. 2B). These data were

consistent with those collected on ob/ob mice, for which elevated

levels of O-GlcNAc were associated with increased GCK expression

without any changes in plasma glucose concentrations. While in

refed mice high level of GCK protein could be explained by an in-

crease in GckmRNA levels, elevated GCK in fasted TG groupwas not

correlated with an elevated transcription (Fig. 2C). Consequently,

we might attribute this increase to post-translational regulation.

3.3. GCK is O-GlcNAcylated in the liver of mice

Since TG-treated mice exhibited elevated GCK protein level

independently of an increase of transcription, we investigated the

potential regulation of GCK by the post-translational modification

O-GlcNAcylation. Therefore we examined modification of endoge-

nous GCK by O-GlcNAcylation. We first observed the binding ability

of GCK on succinyl-Wheat Germ Agglutinin lectin (sWGA), which

binds specifically GlcNAc residues. Specific O-GlcNAcylated GCK

was successfully detected in liver of refed mice injected with PBS or

fasted TG-injected mice (Fig. 2D). O-GlcNAcylation of GCK followed

the global O-GlcNAcylation profile previously observed, i.e,

increased in refed mice compared to fasted mice and in fasted TG-

mice mice compared to C57 fasted mice (Fig. 2A).

Using an alternative enzymatic/chemical approach, we

confirmed the O-GlcNAcylation modification of GCK in mice liver

(Fig. 2E). Briefly total liver proteins were first labeled with GalNAz

and then incubated with biotin-alkyne, creating O-GlcNAc-GalNAz-

biotin proteins. Labeled proteins were enriched on avidin-coupled

beads and analyzed by Western blot according to the GCK con-

tent. Specificity of the labeling was first controlled using the O-

GlcNAcylated protein a-crystallin (Fig. 2E-right panel). As a nega-

tive control, labelling was done in refed injected with PBS but

without GalNAz. As expected, GCK was detected by Western blot

after avidin pull-down in refed and fasted mice with or without TG.

Taken together, the Click chemistry and lectin approaches

confirmed that GCK was O-GlcNAcylated.

3.4. O-GlcNAcylation regulates the stability of glucokinase

As described on many proteins, OGT is able to control protein

expression by modifying its targets with GlcNAc residues. To

confirm the importance of modulating OGT activity for GK protein

expression, Ogt expression was silenced using siRNA in HepG2

cells (Fig. 3). Cells were then cultured in basal glucose concen-

trations (G5) supplemented or not with the specific OGA inhibitor,

NButGT (NBut). Total protein extracts were then analyzed by

Western blot for their O-GlcNAc and GK protein contents. The ef-

ficiency of Ogt knockdown was validated by the quasi-absence of

OGT and the low level of O-GlcNAcylation (Fig. 3). We first

observed that NbutGT led to an increase of O-GlcNAcylation levels

compare to non-treated conditions (G5). Accordingly, total GCK

protein level was also markedly increased compared to G5 con-

ditions, following the O-GlcNAc flux. Importantly, siRNA-mediated

Ogt knock-down decreased O-GlcNAc and GCK protein level

compared with control.

Altogether, our in vivo and in vitro experiments demonstrated

that GCK expression is regulated by OGT in the liver.

4. Discussion

GCK plays a critical role in glucose homeostasis by mediating

efficient hepatic extraction of glucose postprandially. Numerous

studies demonstrated that liver GCK exerts dominant control on

glycogen synthesis and glycolysis. Overexpression of GCK in he-

patocytes increase glycogen synthesis related to an increase in the

cellular content of glucose-6-phosphate and allosteric activation of

glycogen synthase [25]. GCK overexpression also resulted in stim-

ulation of glycolytic flux [26]. Since type 2 diabetes is associated

with an impairment of glycogen synthesis, resulting in a decrease of

glucose utilization by the liver, GCK was pointed out in these dis-

orders. Evidence for mutations in GCK gene have been associated

S.F. Baldini et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 478 (2016) 942e948944



with maturity onset diabetes of the young type 2 (MODY2) and

overexpression of GCK in diabetic hepatocytes from Zucker diabetic

rats improved glucose utilization and storage [27].

In the past years, considerable efforts have been made to un-

derstand the molecular mechanisms leading to insulin resistance

and its subsequent chronic hyperglycemia and hepatic steatosis.

Specifically studies have focused the role of O-GlcNAcylation on

several transcription factors implicated in lipogenesis (ChREBP),

gluconeogenesis (FOXO1 and TORC2) and insulin signaling (insulin

receptor substrate, IRS, glycogen synthase, GS and Akt) (for review

[21,28]). Recent studies from our laboratory have shown that the

liver fatty acid synthase (FAS) lipogenic enzyme is O-GlcNAcylated

providing a new regulatory mechanism for the biosynthesis of

lipids in the liver [29]. The current study was undertaken to

determine whether O-GlcNAcylation could process on the first

regulating enzymes for glucose metabolism, GCK.

Considering obesity predisposition modulation by hepatic

glucokinase [30] and the fact that O-GlcNAc is abnormally

increased in the cells and tissues of diabetic animals and humans,

we undertook the study of O-GlcNAcylation levels and GCK

expression in a model of human obesity-associated diabetes, the

ob/ob mice. In agreement with previous reports, we found an in-

crease in GCK mRNA and protein expression in refed mice. Indeed

liver GCK gene expression depends on the fasting refeeding states

through insulinwhich is considered as the primary up-regulator for

GCK transcription [31]. Concomitantly an increase in hepatic

glucose flux used up to 2 to 3% by the hexosamine biosynthesis

pathway lead to increased levels of overall O-GlcNAcylation. The

finding of an increased level of Gck mRNA in livers of ob/ob

strengthens the observation of Schimomura et al. [32]. Since GCK

protein increase is partly explained by a transcriptional mechanism

and GCK protein expression is correlated to high O-GlcNAc level, we

Fig. 1. O-GlcNAcylation and GCK levels increased in liver of fasted ob/ob mice. (A) Livers from 24 h fasted or 18 h refed (after fasting) C57BL6 control or 24 h fasted ob/ob mice were

analyzed by Western blot for O-GlcNAcylation and GCK protein contents. GAPDH was indicated as a loading control, n ¼ 4 animals/group, representative Western blots are shown.

(B) Glycaemia (mg.dl�1) was measured for the different nutritional states. (C) qRT-PCR analyses of GCK of fasted or refed C57BL6 and fasted ob/ob mice. For this current and

subsequent figures, the P value was determined using a one-way ANOVA test (NS: P > 0,05; *:P < 0,05; **:P < 0,01; ***: P < 0,001 compared to fasted control mice). Results are the

mean ± S.E., n ¼ 4/group.
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Fig. 2. In vivo OGA inhibition increases the level of GCK which is O-GlcNAcylated in liver. (A) Livers were analyzed by Western blot for their O-GlcNAcylation and GCK protein

contents. GAPDH was indicated as a loading control, n ¼ 5 animals/group. (B) Glycaemia (mg/dl) were measured (C) qRT-PCR analyses of Gck mRNA levels. Results are the

mean ± S.E., n ¼ 5/group. (D) O-GlcNAcylated forms of GCK obtained by incubation with succinyl-WGA agarose. Whole cell extracts (50 mg) and bound proteins were analyzed by

Western blot with GCK antibodies. (E) O-GlcNAcylated proteins of liver lysates were labelled using the Click-it O-GlcNAc enzymatic labeling system and the Click-it glycoprotein

detection kit. Labeled proteins were then enriched on avidin beads and bound proteins were analyzed by Western blot. a-Crystallin was used as a positive control.
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focused on the role of this post-translational modification on GCK

protein expression. In order to determinate whether O-GlcNAc

could impact on GCK expression, we used a potent OGA inhibitor,

Thiamet-G, to increase O-GlcNAc content in liver of fasted mice.

Increasing O-GlcNAcylation level also increases GCK protein level in

fasted condition. This observation suggests that O-GlcNAcylation

itself is able to increase GCK protein content independently of

glucose input. We also demonstrated that GCK is modified in liver

by O-GlcNAcylation directly after glucose input. Therefore, we

suggest that O-GlcNAc cycling on GCK is a novel way to regulate

GCK expression and increase glucose entry into liver cells. More-

over, in both experiments, increase of GCK protein level is not

correlated to gene upregulation suggesting that GCK may be sta-

bilized by O-GlcNAcylation. To finally confirm this statement, we

knock-down Ogt and confirmed that increased GCK content is

dependent of OGT presence and activity. Taken together, this study

proposes a new pathway of short-term regulation of GCK in

response to glucose (Fig. 4). Indeed, until now, the well-described

GCK regulation involved two mechanisms. The long-term regula-

tion promotes GCK transcription and translation following glucose

input and insulin-dependent stimulation. The short-term regula-

tion is faster and regulated by binding of regulatory proteins.

Importantly, interaction with the nuclear regulatory protein, GKRP

is constitutive in low glucose whereas glucose input dissociates the

Fig. 3. Interfering with OGT expression leads to a decrease of GCK protein content in HepG2 cells. HepG2 cells were reverse-transfected for 72 h with siRNA targeting OGT or a

scrambled control sequence (siCtrl). Cells were incubated for 24 h under basal glucose concentrations (G5) supplemented or not with 100 mM of NbutGT for the last 18 hours. Left

panel: Representative Western blots of O-GlcNAcylated proteins and total OGT and GCK protein are shown. n ¼ 3 independent cultures. Right panel: Quantification of total GCK

expression in siCtrl or siOGT conditions. Data are means ± SEM. n ¼ 3 independent experiments.
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Fig. 4. Liver regulation of GCK. 2e3% of glucose input in liver is used to O-GlcNAcylate proteins, such as GCK. O-GlcNAc cycling onto GCK leads to the stabilization of the protein.

Glucose induces the dissociation of the GKRP/GCK complex, leading to the release and translocation of GCK into the cytoplasm. Both mechanisms are responsible for short term GCK

activation. As a long term dependent mechanism, insulin promotes GCK transcription.
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complex, allowing GCK to translocate into the cytoplasm where its

activity is carried. So this study reveals a new short term regulation

of GCK expression through O-GlcNAc pathway. All regulatory pro-

cess aims to metabolize quickly and efficiently glucose input.

In conclusion, we provided the first evidence of a modification

and regulation of GCK byO-GlcNAcmodification that until nowwas

not explored. This discovery provides important clues in the pre-

vention of hyperglycemia and development of novel therapeutic

drugs to treat type 2 diabetes.
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Tableau 1 : Dilutions respectives des différents anticorps utilisés. 

 

Anticorps primaires 

(Ac) 

Dilution de l’Ac 

Iaire 
Origine de l’Ac Iaire 

Dilution de l’Ac 

IIaire 

Anti-GKRP (santa-cruz) 1/2000 Polyclonal  1/10 000 

Anti-GK (santa-cruz) 1/1000 Polyclonal 1/10 000 

Anti-GAPDH (Abcam) 1/5000 Polyclonal 1/10 000 

Anti-CD147 (santa-

cruz) 
1/2000 Polyclonal 1/10 000 

Anti-H2B 1/3000 Polyclonal 1/10 000 
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b) Résultats supplémentaires 

 

1) Matériels et méthodes spécifiques aux résultats 

supplémentaires 

 

(a) Conditions de culture des cellules HepG2 

 

Les cellules HepG2 ont été cultivées comme explicité dans la publication et ont été incubées 

24 h en présence d’une concentration physiologique de glucose (5 mM de glucose, G5) ou en 

forte concentration en glucose (25 mM de glucose, G25). De l’insuline (100 nM) ou du Thiamet 

G (1 µM) ont été ajoutés les dernières 18 h. 

 

(b) Fractionnement subcellulaire 

 

Les cellules HepG2 ont été fractionnées grâce au kit Subcellular Proteome Extraction kit 

(Calbiochem, Darmstadt, Germany) selon les instructions du manuel. 

 

(c) SDS-PAGE, Western Blot 

 

A l’issue de l’extraction, les protéines ont été dosées grâce au kit BCA Protein Assay Kit (Pierce, 

Rockford, IL, USA) selon les recommandations du fabricant puis les échantillons ont été 

analysés pas Western-Blot dans des conditions réductrices. Les membranes ont été incubées 

avec les anticorps primaires (Tableau 1) une nuit à 4°C dans la solution de saturation. Elles ont 

ensuite été lavées au TBS-Tween puis incubées avec l’anticorps secondaire anti-souris ou anti-

lapin couplé à la peroxidase pendant 1 h dans la solution de saturation (Tableau 1). Les 

membranes ont été à nouveau lavées au TBS-Tween. La révélation a été effectuée par 

chimioluminescence avec une solution d’ECL (Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate).  
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Figure 40 : Localisation subcellulaire de la GK et de la GKRP dans différentes conditions de O-

GlcNAcylation. 

 

Les cellules HepG2 sont cultivées dans du milieu contenant 5 mM de glucose (G5) ou 25 mM 

de glucose et 400 nM d’insuline (G25i). Les niveaux de O-GlcNAcylation ont été modulés par 

l’utilisation de ThiametG (TG) à 100 µM. Le fractionnement cellulaire a été réalisé afin de 

séparer les fractions nucléaires (N), cytoplasmiques (C) et membranaires (M). Le profil 

d’expression de la GKRP, GK, GAPDH, CD147 et H2B a été réalisé par WB.  

 

Abréviations :  G5 : 5 Mm  de glucose, G25i : 25 Mm de glucose plus de l’insuline, GKRP : glucokinase 

regulatory protein, GK : glucokinase, H2B : histone 2B, CD147 : cluster of differentiation 147, GAPDH  :  

glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase, TG : thiametG. 
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2) Résultats préliminaires 

 

(a) Rôle de la O-GlcNAcylation sur la localisation de la 

GK et de la GKRP 

 

L’activité de la GK est surtout régulée par sa localisation cellulaire. A jeun, le glucagon induit 

la séquestration nucléaire de la GK par la protéine régulatrice, GKRP. Au contraire, en période 

post-prandiale, la GK est relarguée dans le cytoplasme et phosphoryle le glucose. 

Afin de vérifier si la localisation subcellulaire de la GK et de la GKRP est O-GlcNAc dépendante, 

des expériences de fractionnements cellulaires ont été réalisées dans des conditions variables 

de niveaux de O-GlcNAcylation (Figure 40).  

Des cellules HepG2 ont été traitées soit en condition physiologique de glucose (5 mM) 

supplémenté ou non de Thiamet G (TG) (inhibiteur de l’OGA) soit en fortes concentrations en 

glucose (25 mM) plus insuline (G25i). Un fractionnement subcellulaire a été réalisé afin de 

séparer les fractions nucléaires, cytoplasmiques et membranaires. 

On remarque que la GK et la GKRP sont présentes au niveau du noyau en condition G5 mais 

pas en condition G25i. En effet, de fortes concentrations en glucose et insuline induisent la 

dissociation du complexe GK/GKRP et les protéines sont transportées dans le cytoplasme de 

manière préférentielle. De plus, l’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation semble 

empêcher la translocation au noyau des deux protéines (Figure 40). Le profil d’expression de 

la GAPDH (glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase), de CD147 (cluster of differentiation 

147) et de l’histone H2B permet de vérifier la purification respectivement de la fraction 

cytoplasmique, membranaire et nucléaire. 

(b) Position des sites potentiels de O-GlcNAcylation sur la 

structure tridimensionnelle du complexe GK/GKRP 

 

Les sites potentiels de O-GlcNAcylation présents sur la GK sont déterminés grâce aux logiciels 

prédictifs de sites de O-GlcNAcylation, YinOYang et dbOGAP. La sérine en position 308 est 

retrouvée comme étant potentiellement O-GlcNAcylée sur les deux logiciels. En collaboration 

avec le Pr Gérard Vergotten, des études in silico par modélisation moléculaire ont décrit la 

présence de cette sérine dans le domaine d’interaction entre la GK et la GKRP.  
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Figure 41 : Modélisation moléculaire représentant la position du site potentiellement O-

GlcNAcylé sur la structure tridimensionnelle du complexe GK/GKRP. 

 

La sérine 308 potentiellement O-GlcNAcylée est retrouvée dans le domaine d’interaction 

entre la GK et la GKRP. La O-GlcNAcylation de ce site pourrait moduler l’interaction entre les 

deux protéines. 
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La O-GlcNAcylation potentielle de ce site pourrait empêcher l’interaction entre les deux 

protéines. Il serait intéressant de réaliser une mutation de ce site et d’étudier la O-

GlcNAcylation et la localisation de la GK dans les cellules présentant la mutation et également 

l’interaction entre la GK et la GKRP (Figure 41). 

3. Conclusion/Discussion 

 

La GK joue un rôle majeur dans l’homéostasie glucidique puisqu’elle intervient dans la 

première étape du métabolisme du glucose. Elle piège le glucose dans le cytoplasme en le 

phosphorylant en G6P. De plus, le G6P est au carrefour de nombreuses voies métaboliques : 

la glycolyse, la glycogénogenèse, la voies de pentose phosphates mais également la voie de 

biosynthèse des hexosamines, conduisant à la O-GlcNAcylation des protéines. 

En effet, la surexpression de la GK induit une augmentation de la glycogénogenèse et de la 

glycolyse (O’Doherty et al., 1996; Seoane et al., 1996). 

La dérégulation de la GK est impliquée dans le développement du diabète de type 2. Une 

mutation dans le gène de la GK est associée au MODY (maturity onset diabetes of the young). 

Ainsi, la compréhension des mécanismes régulant son activité est primordiale. 

Etant donné que chez les personnes diabétiques et atteintes d’obésité la dérégulation de la 

GK et des niveaux de O-GlcNAcylation sont deux phénomènes majeurs, nous avons évalué le 

rôle de la O-GlcNAcylation sur l’expression de la GK.  

Premièrement, nous avons étudié les niveaux de O-GlcNAcylation et d’expression de la GK 

dans un modèle pathologique : les souris ob/ob. Comme attendu, l’augmentation de la GK (au 

niveau ARNm et protéique) est observée chez les souris renourries par rapport aux souris à 

jeun. En effet, la transcription de la GK est stimulée par l’insuline. Cependant, à jeun, 

l’augmentation de l’expression de la GK ne peut pas être expliquée à elle seule par 

l’augmentation de sa transcription. Au vu de la corrélation entre les niveaux de O-

GlcNAcylation et d’expression de la GK, nous nous sommes intéressés au rôle de cette 

modification sur l’expression de la GK.  

Pour se faire, nous avons étudié un modèle in vivo dans lequel seuls les niveaux de O-

GlcNAcylation varient. Des souris C57Bl6 ont été injectées au Thiamet-G (inhibiteur de l’OGA) 

quotidiennement pendant 15 jours.  
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A jeun, l’augmentation de l’expression de la GK chez les souris présentant une inhibition de 

l’OGA par rapport aux souris contrôles indépendamment de sa transcription suggère que la O-

GlcNAcylation joue un rôle non négligeable sur l’expression de la GK. Ainsi, nous avons 

démontré que la GK est O-GlcNAcylée. 

La suite était de montrer le rôle de la O-GlcNAcylation sur l’expression de la GK. Pour vérifier 

cette hypothèse, la délétion de l’OGT a été réalisée dans des cellules hépatiques et on observe 

que l’augmentation de l’expression de la GK est OGT-dépendante. 

Par conséquent, grâce à cette étude, nous proposons un nouveau mode de régulation de la 

GK en réponse au glucose. Jusqu’à présent, la régulation de la GK était connue comme étant 

principalement transcriptionnelle. Une régulation à plus court terme s’effectue par la 

formation d’un complexe entre la GK et sa protéine régulatrice, la GKRP. 

Ici, un nouveau mode de régulation à court terme de l’expression de la GK est décrit à travers 

sa modification post-traductionnelle par O-GlcNAcylation. Tous ces processus de régulation 

ont pour but de métaboliser rapidement et efficacement le glucose dès son entrée dans la 

cellule. 

Cette nouvelle régulation complémente les connaissances précédentes sur la régulation de la 

GK nécessaire à la prévention de l’hyperglycémie et au développement de nouvelles drogues 

thérapeutiques pour traiter le diabète de type 2. 

B. La Fatty Acid Synthase 

 

1. Introduction 

 

Les acides gras jouent tout un ensemble de fonctions dans l’organisme. Ils entrent dans la 

composition des membranes biologiques et de toute sorte de molécules (eicosanoïdes et 

sphingosine), participent à la bonne transduction des signaux, et permettent le stockage du 

glucose en excès. Les acides gras peuvent provenir de l’alimentation, de la lipolyse du tissu 

adipeux mais également de la lipogenèse. La lipogenèse exacerbée peut entraîner une 

accumulation anormale d’acides gras hépatiques pouvant conduire à la stéatose hépatique. 

La stéatose hépatique peut dans un tiers des cas évoluer en cirrhose ou en hépatocarcinome 

(cf partie IV page 120). 
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Contrairement à sa modification post-traductionnelle, la régulation transcriptionnelle de la 

FAS est bien connue. Dans cette partie de ma thèse, nous avons vérifié si la FAS était régulée 

de façon post-traductionnelle par O-GlcNAcylation et si les niveaux de O-GlcNAcylation dans 

des conditions physiopathologiques (obésité ou régime riche en sucres) modifient l’expression 

de la FAS.  

Ces résultats ont fait l’objet d’une publication d’un article dans Journal of Molecular Biology : 

Baldini, S.F., Wavelet, C., Hainault, I., Guinez, C., and Lefebvre, T. (2016). The Nutrient-

Dependent O-GlcNAc Modification Controls the Expression of Liver Fatty Acid Synthase. J. Mol. 

Biol. 428, 3295-3304. 

2. Résultats 

 

a)  Publication 
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Abstract

Liver Fatty Acid Synthase (FAS) is pivotal for de novo lipogenesis. Loss of control of this metabolic pathway
contributes to the development of liver pathologies ranging fromsteatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH)
which can lead to cirrhosis and, less frequently, to hepatocellular carcinoma. Therefore, deciphering the
molecularmechanismsgoverning theexpression and function of key enzymes suchasFAS is crucial. Herein,we
link the availability of this lipogenic enzyme to the nutrient-dependent post-translational modification O-GlcNAc
that is thought to be deregulated in metabolic diseases (diabetes, obesity, and metabolic syndrome). We
demonstrate that expression and activity of liver FAS correlate withO-GlcNAcylation contents in ob/ob mice and
in mice fed with a high-carbohydrate diet both in a transcription-dependent and -independent manner. More
importantly, inhibiting the removal ofO-GlcNAc residues in mice intraperitoneally injected with the selective and
potent O-GlcNAcase (OGA) inhibitor Thiamet-G increases FAS expression. FAS and O-GlcNAc transferase
(OGT) physically interact, and FAS isO-GlcNAcmodified. Treatment of a liver cell line with drugs or nutrients that
elevate theO-GlcNAcylation interfereswith FASexpression. Inhibition ofOGA increases the interaction between
FAS and the deubiquitinase Ubiquitin-specific protease-2a (USP2A) in vivo and ex vivo, providing mechanistic
insights into the control of FASexpression throughO-GlcNAcylation. Together, these results reveal a new type of
regulation of FAS, linked toO-GlcNAcylation status, and advance our knowledge on deregulation of lipogenesis
in diverse forms of liver diseases.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Fatty acids have a large range of functions in all
living beings. In animals, they are major components
of biological membranes, govern essential biological
functions including signal transduction and cell
signaling, and are the major form of energy storage
[1]. Fatty acids are provided either by diet or de novo
synthesis called lipogenesis. Following a high-
carbohydrate diet (HCD), the rate of lipogenesis in
liver is increased by a rate of five- to sixfold and
contributes to hypertriglyceridemia [2]. The accumu-
lation of triglycerides in the liver can be associated
with insulin resistance, obesity, and type 2 diabetes,
and it also leads to nonalcoholic fatty acid liver
disease (NAFLD), the most common form of chronic
liver disease of which nonalcoholic steatohepatitis

(NASH) is the most severe form. Moreover, NASH is
a potential starting point to cirrhosis and hepatocel-
lular carcinoma.
Lipogenesis plays a predominant role in the

development of fatty liver as it contributes to up to
one quarter of triglycerides storage in the liver of obese
patients with NAFLD [3].
Glucose, the main substrate of lipogenesis, is

metabolized into pyruvate, theendproduct of glycolysis
that enters the mitochondria to be activated into
acetyl-CoA. Acetyl-CoA is then released into the
cytosol via the Lardy cycle, and lipogenesis takes
place, driven by three enzymes, acetyl-CoA carboxyl-
ase (ACC), fatty acid synthase (FAS), and stearoyl-
CoAdesaturase 1 (SCD1). Acetyl-CoAand the product

0022-2836/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved. J Mol Biol (2016) 428, 3295–3304
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of its carboxylation, malonyl-CoA, are the substrates of
FAS that generates palmitoyl-CoA (C16:0) through the
oxidation of NADPH provided by the pentose phos-
phate pathway and the Lardy cycle. Longer fatty acids
(e.g., stearic acid, C18:0, arachidic acid, C20:0,
behenic acid, C22:0) are produced by elongases.
SCD1 allows the desaturation of palmitoic acid into
palmitoleoyl-CoA (C16:1) and stearic acid into
oleoyl-CoA (C18:1).Then, fatty acids are esterified
into triglycerides, the main form of lipid storage. Also,
it has been estimated that a small fraction of glucose
entering the cell is metabolized via the hexosamine
biosynthesis pathway (HBP) to produce UDP-GlcNAc
[4,5]. UDP-GlcNAc participates in the biosynthesis of
a lmost a l l g lycosy la t ion types inc lud ing
O-GlcNAcylation [5,6]. O-GlcNAcylation is a highly

dynamic post-translational modification (PTM) con-
trolled by two antagonistic enzymes: O-GlcNAc trans-
ferase (OGT) that transfers the GlcNAc group onto
serine or threonine residues of nucleocytoplasmic [7]
and mitochondrial proteins [8], and O-GlcNAcase
(OGA), which removes the sugar moiety [9]. Thus, O-
GlcNAcylation regulates diverse biological processes
in a nutrient-dependent manner [5], and a deregulation
of this PTM homeostasis leads to metabolic disorders
such as diabetes and obesity [10–12].
We therefore hypothesized that FAS, lipogenesis,

and O-GlcNAcylation were all upregulated in the
model of obese mice ob/ob. To test our hypothesis,
we started by comparing the expression of FAS and
the levels of O-GlcNAcylation in livers of ob/ob and
C57BL/6 mice (Fig. 1a). Ob/ob and C57BL/6 mice

Fig. 1. FAS and O-GlcNAcylation levels are elevated in ob/ob mice, in mice fed an HCD and in mice injected with
Thiamet-G. Male C57BL/6 J and ob/ob mice were purchased from elevage Charles River (Saint-Germain sur l'Arbresle).
Mice were maintained in a 12 h light/dark cycle and adapted to the environment for 1 week before the study. Procedures
were carried out according to the French guidelines for the care of experimental animals. (a–c) Livers from C57BL/6 J and
ob/ob mice were collected, washed in cold-PBS (phosphate-buffered saline), and homogenized in 1 ml of lysis buffer 1
[10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 (vol/vol), 0.5% sodium deoxycholate (wt/vol), 0.1% sodium dodecyl
sulfate (wt/vol), and proteases inhibitors (pH 7.4)]. (a) Under reducing conditions, 50 μg of proteins were resolved by 6 or
10% SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocellulose sheets (GE Healthcare). Equal loading and transfer efficiency were
checked by Ponceau red staining. Membranes were saturated for 45 min with 5% (wt/vol) nonfatty acid milk in
Tris-buffered saline (TBS)-Tween buffer [15 mM Tris/HCl, 140 mM NaCl, and 0.05% Tween20 (vol/vol) (pH 8.0)].
Membranes were incubated with the different antibodies overnight at 4 °C: mouse monoclonal anti-O-GlcNAc (RL2, VWR)
and rabbit polyclonal anti-FAS (from the UMR_S1138, INSERM) were used at a dilution of 1:3000, and rabbit polyclonal
anti-GAPDH (Abcam) was used at a dilution of 1:5000. Membranes were then washed three times with TBS-Tween for
10 min and incubated with either an anti-rabbit or an anti-mouse horseradish peroxidase-labeled secondary antibody at a
dilution of 1:10,000 for 1 h. Finally, three washes of 10 min each were performed with TBS-Tween, and the detection was
carried out by chemiluminescence imaging (Fusion Solo system, Vilber Lourmat). The average ratios ± S.D. of FAS/
GAPDH andO-GlcNAc/GAPDH are represented as histograms. (b) FAS catalytic activity was measured as follows: 30 mg
of mice liver were lysed in a buffer containing 10 mM Tris, 1 mM EDTA, and 250 mM sucrose (pH 7.4) and centrifuged at
150.000 g for 5 min. FAS activity was assessed at 340 nm at 37 °C. Then, 2.5 μl of samples were added at 125 μl of buffer
A [0.1 M K2PO4, 0.1 mM NADPH and 25 μM acetylCoA (pH 6.5)]. Reaction was stabilized for 15 min at 37 °C. NAPDH
oxidation was followed for 15 min after the addition of 25 μl of buffer B [K2PO4 0.1 M and 60 μM malonylCoA (pH 6.5)]. A
correlation between FAS expression and oxidation of NADPH is shown at the right as a trend line. (c) Quantification of the
mRNA encoding FAS was performed by quantitative PCR (qPCR). Total RNA was isolated from liver of mice using the
NucleoSpin_RNA II extraction kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany). For cDNA synthesis, RNA was subjected to
reverse transcription in the presence of a 1:1 ratio of oligo-dT and hexameric random primer (Maxima First Strand cDna
Synthesis Kit for RT-qPCR, Thermo Scientific) in a final volume of 20 μL according to the manufacturer's instructions. The
transcripts of FAS were analyzed by qPCR using the Mx3005p Quantitative System (Stratagene, La Jolla, CA, USA). PCR
reaction (25 μL) contained 12.5 μL of the 2X Brilliant SYBR Green qPCRMastermix (Thermo Fischer Scientific, Rockford,
USA), 300 nM of primers, and 4 μL of cDNA. DNA amplification was performed using the following primers: FAS forward
(5′-TTGCCATTCCTGGACCCAAA-3′) and FAS reverse (5′- TCGAAGGCTACACAAGCTCCAAAAGAATA-3′). Cyclophilin
gene was used to normalize the expression of FAS gene using the following primers: cyclophilin forward (5′-
ATGGCACTGGTGGCAAGTCC-3′) and cyclophilin reverse (5′- TTGCCATTCCTGGACCCAAA-3′). PCR conditions were
as follows: 95 °C for 30 s, 58 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s (40 cycles). The analysis of amplification was performed
using the Mx3005p software. Experiments were performed in triplicate using five different biological samples. (d–f) Mice
were placed with SD (65% carbohydrate, 11% fat, and 24% protein) or HCD [75% carbohydrate, 3% fat, and 22% protein,
(SAFE)] for 12 weeks. At the end of the experiment, mice were either fasted for 24 h or refed with the appropriate diet for
18 h (after the fasted period). (d) Livers were collected and analyzed by Western blot according to the expression of FAS
and the O-GlcNAcylation levels. Equal loading was checked by using an anti-GAPDH. (e) FAS catalytic activities were
measured, the correlation between FAS activity and ratios of FAS/GAPDH expression were represented, and (f) the
mRNA levels were quantified by RT-qPCR. (g–i) Mice were intraperitoneally injected daily with Thiamet-G (Sigma-Aldrich,
20 mg/kg/d in PBS) or with PBS during a 15-day period. At the end of the experiment, mice were either fasted for 24 h or
refed for 18 h (after the fasted period). (g) Livers were collected and analyzed by Western blot according to the expression
of FAS and to theO-GlcNAcylation levels. Equal loading was checked by using an anti-GAPDH. (h) FAS catalytic activities
were measured, the correlation between FAS activity and ratios of FAS/GAPDH expression were represented, and (i) the
mRNA levels were quantified by RT-qPCR. Student's t test (Excel) was used for statistical analysis; p values were
calculated and reported accordingly (*, P b 0.05; **, P b 0.01; ***, P b 0.001).
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were fasted for 24 h before the livers were collected
and analyzed by Western blot (Fig. 1a). We observed
that ob/ob mice expressed higher levels of O-
GlcNAcylation and FAS compared to C57BL/6, in
correlation with an increased catalytic activity of the
lipogenic enzyme (Fig. 1b). RT-qPCRshowed that the
transcript levels of FASwere significantly higher in ob/
ob mice (Fig. 1c), indicating that overexpression of
FAS in ob/ob is principally due to an elevation of its
transcription rate. This is in agreement with several
previous reports, which show that transcription factors
governing FAS transcription are under the control of
O-GlcNAcylation [13–22]. Carbohydrate-responsive
element-binding protein (ChREBP) mediates
glucose-induced gene expression including the
lipogenic genes ACC and FAS. Its activity and
expression are involved in metabolic diseases such
as hepatic steatosis [13]. ChREBP interacts withOGT
and is O-GlcNAcylated in liver cells. Upregulation of
O-GlcNAcylation increased the transcriptional activity
of ChREBP in response to high glucose [14].
Intriguingly, penis vein injection of Adenoviruses
encoding OGA in db/db mice decreased the expres-
sion of FAS; consequently, hepatic steatosis was
improved in correlation with a decrease of ChREBP
O-GlcNAcylation [14,15]. Liver X receptors (LXRs),
together with 9-cis retinoic acid receptor, promote the
expression of FAS either directly, by binding to its
promoter, or indirectly, by upregulating the transcrip-
tion of ChREBP and sterol regulatory element-binding
protein (SREBP) 1c , another transcription factor
controlling the expression of FAS [16–18].
O-GlcNAcylation of LXRs enhances their ability to
regulate FAS expression directly and indirectly
through the activation of ChREBP and SREBP1c

[19,20]. Lastly, the promoter region of FAS contains a
FXR-responsive element. Contrary to ChREBP,
SREBP, and LXR, FXR downregulates the expres-
sion of FAS [21], and O-GlcNAcylation of FXR
enhances its transcriptional activity and stability [22].
Like ChREBP and FXR, many proteins escape the

degradation in an O-GlcNAc-dependent manner [23].
This is the case for β-catenin [24], PGC-1α [25], Snail
[26], and MLL5 [27]. To test whether expression of
FAS is dependent upon O-GlcNAcylation but inde-
pendent of transcriptional processes, we placed
C57BL/6 (day/night inverted cycle) on an HCD
(animal food was purchased from SAFE, Scientific
Animal Food & Engineering) versus a standard diet
(SD) for 12 weeks. Then, mice were either fasted (to
minimize the transcriptional processes) at 10 o'clock
in the morning for 24 h or, for refed mice, mice were
first fasted at four o'clock in the afternoon and refed
24 h later for 18 h. Livers from fasted and refed mice
were all collected the next day at 10 o'clock in the
morning and analyzed according to the expression of
FAS and O-GlcNAcylation contents (Fig. 1d), and
FAS activity wasmeasured (Fig. 1e). Interestingly, we
noticed that in refed mice, enhanced FAS expression
partly followed by an increase of FASmRNAbut not in
the fasted mice (Fig. 1f). This observation is in
agreement with a previous report showing that under
fasted conditions ChREBP was cytosolic [14]. This
indicates that the level of FAS is not only dependent
upon the level of transcripts. We then tested whether
the half-life of FAS also depends on increased O-
GlcNAcylation. The potent OGA inhibitor, Thiamet-G,
was peritoneally injected daily for 2 weeks in com-
parison with vehicle-injected mice. Livers were
collected and analyzed by Western blot (Fig. 1g).

Fig. 2. FAS interacts with OGT and is O-GlcNAc modified. (a) OGT interacts directly with FAS. After a wash with cold
PBS, livers from ob/ob mice versus C57BL/6 J and from mice fed HCD versusmice fed SD were homogenized on ice with
lysis buffer 2 [50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 0.5% NP-40 (vol/vol), and proteases inhibitors (pH 8.0)]. Liver extracts were
centrifuged at 20.000 X g for 10 min at 4 °C. Supernatants were first pre-cleared with Sepharose-labeled protein A (GE
Healthcare) for 1 h. After discarding the beads, supernatants were incubated with 5 μg for 1 mg of proteins of rabbit
polyclonal anti-OGT antibody (TI14, Sigma) and placed at 4 °C overnight. Controls for immunoprecipitation specificities
were performed with non-immune rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology). Antibody bound proteins were recovered after
adding 50 μL of Sepharose-labeled protein A for 1 h at 4 °C. Bound proteins were washed four times with lysis buffer 2,
eluted by boiling in Laemmli buffer, and analyzed by Western blot with anti-OGT (TI14) and anti-FAS antibodies. (b) FAS
binds to WGA beads. Mice livers were washed in cold PBS and then homogenized in lysis buffer 3 [10 mM Tris/HCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% (vol/vol) Triton X-100, and proteases inhibitors (pH 7.5)]. After centrifugation at 20.000 X g,
supernatants were collected, assayed for their protein contents, and diluted into homogenization buffer until reaching a
final dilution of 1 mg of protein per mL. Then, samples were incubated with 60 μl of WGA-agarose beads (Sigma) with or
without 0.5 M GlcNAc to check specificity. WGA-bounds proteins were collected, washed four times with washing buffer
[10 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 0.4% (wt/vol) sodium deoxycholate, 0.3% (wt/vol) SDS, and 0.2% (vol/vol) NP-40
(pH 7.5)], resuspended in Laemmli buffer, boiled, resolved by SDS-PAGE, and analyzed by Western blot with anti-FAS
and anti-O-GlcNAc antibodies. (c) FAS is O-GlcNAcylated. O-GlcNAc-bearing proteins from livers of mice fed an HCD
versus an SD were labeled by GalNAz and biotin alkyne by using the Click-itO-GlcNAc enzymatic labeling system and the
Click-it Glycoprotein detection kit (Biotin alkyne) according to the manufacturer's instructions (Invitrogen). Then, 20 μg of
bovine α-crystallin were used as a positive control. After labeling, the proteins were precipitated using the methanol/
chloroform kit protocol and resuspended in 50 μL of Tris/HCl (pH 8.0) containing 0.1% (wt/vol) SDS. We added 700 μL of
enrichment buffer (1% (vol/vol) Triton X-100 and 0.1% (wt/vol) SDS in PBS) to the sample before incubating with 50 μL of
avidin-coupled beads (1 h, 4 °C). The avidin-bound proteins were collected, washed three times with the enrichment
buffer, resuspended in Laemmli buffer, boiled, and analyzed by Western blot with anti-FAS antibodies and avidin-HRP.
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Catalytic activity of FAS (Fig. 1h) [28] and FAS
transcript levels were measured (Fig. 1i). We ob-
served that increased expression of FAS correlated
with an acceleration of oxidation of NADPH. More
importantly, no significant increase in FASmRNAwas
observed in fasted mice injected with Thiamet-G,
while the transcript levels dramatically increased for
the refed mice (Fig. 1i). These data clearly demon-
strate that the expression of FAS can be promoted
by pharmacologically increasing O-GlcNAcylation
independent of its transcription.
The next step of the study was to determine

whether FAS was O-GlcNAc modified. Little is
known about the PTM of FAS. FAS is phosphorylated
by AMP-activated protein kinase (AMPK) in 3 T3-L1
cells [29], and the use of AMPK activators reduces
FAS activity independently of its expression level. FAS
is also tyrosine phosphorylated in breast cancer cells
where it is found in complex with human epidermal
growth factor receptor-2 [30] . Regarding
O-GlcNAcylation, nothing is known on FAS. To
remedy to this lack of data, we first wondered whether
FAS and OGT were directly interacting. In ob/ob mice
and in C57BL/6 mice profiled on SD or on HCD, we
used OGT as “bait” (Fig. 2a). In both models, FAS
was specifically and significantly detected in the
OGT's immunoprecipitates. Moreover, we conducted
experiments of WGA-beads enrichments: FAS was
specifically detected among WGA-enriched proteins,

since addition of free GlcNAc abolished the interaction
of FAS with WGA (Fig. 2b). To push these investiga-
tions further, we used a click-chemistry approach
(Fig. 2c). After enzymatic labeling of GlcNAc residues
with GalNAz and chemical labeling with biotin alkyne,
modified proteins were enriched using avidin beads.
Probing the immobilized proteins with an anti-FAS
antibody revealed that the lipogenic enzyme is
O-GlcNAcylated in mice livers.
Thus, the role of O-GlcNAcylation level on FAS

expressionwasdetermined in the immortalizedhuman
hepatocytes (IHH) cell line cultured in various condi-
tions. Cells were incubated in either physiological
(5 mM) or high (25 mM) glucose concentrations in
conjunction or not with insulin, and with drugs or
nutrients upregulating the O-GlcNAcylation levels:
fructose, glucosamine and glutamine, substrates of
the HBP, and Thiamet-G and NButGT, two potent and
selective inhibitors of OGA. First, we observed that
insulin induced the expression of FAS (Fig. 3a) mainly
through a transcriptional activation (Fig. 3b), while
O-GlcNAcylation was also increased following the
hormonal stimulation (Fig. 3a) as previously observed
[31]. In contrast, OGA inhibitors, fructose, glutamine,
glucosamine, and high glucose increased FAS
expression and interaction with sWGA without signif-
icantly affecting its transcription level (Fig. 3a and b).
UDP-GlcNAc, the substrate for the O-GlcNAcylation
processes, is provided by the HBP whose rate-limiting

Fig. 3. Increase in O-GlcNAcylation is accompanied by an increased expression of FAS in IHH cells independent of
transcriptional activation. (a–b) IHH cells were maintained in Williams' Medium (Sigma) supplemented with 10% fetal calf
serum (vol/vol) and 2 mM L-Glutamine at 37 °C in a humidified atmosphere enriched with 5% CO2 (vol/vol). IHH cell
culture dishes were preliminary coated with 0.1% (wt/vol) porcine gelatin (Sigma). Cells were cultured under physiological
glucose concentration (5 mM) or high glucose concentration (25 mM) in Dulbecco's modified Eagle's medium for 24 h.
Fru, Gln, and Glucosamine (GlcNH2) were used at a final concentration of 5 mM, NButGT at 100 μM, Thiamet-G at 1 μM,
and insulin at 100 nM for 18 h. (a) Cells were washed twice in cold PBS and lysed with lysis buffer 1. Cell extracts were
then centrifuged at 20.000 X g for 10 min at 4 °C. Lysates were either analyzed byWestern blot to evaluate the expression
of FAS and the O-GlcNAcylation levels. Equal loading was checked with an anti-GAPDH. The average ratios ± S.D. of
FAS/GAPDH and O-GlcNAc/GAPDH are represented as histograms (n = 3). FAS was enriched by using sWGA beads.
For this, 1 mg of protein per mL were prepared. Then, samples were incubated with 60 μl of sWGA-agarose beads (Vector
Laboratories) without or with 0.5 M GlcNAc (only for the condition where cells were treated under high glucose
concentration and with insulin) to check specificity. sWGA-bound proteins were collected, washed four times with washing
buffer [10 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 0.4% (wt/vol) sodium deoxycholate, 0.3% (wt/vol) SDS, and 0.2% (vol/vol) NP-40
(pH 7.5)], resuspended in Laemmli buffer, boiled, resolved by SDS-PAGE, and analyzed by Western blot with anti-FAS
and anti-O-GlcNAc proteins antibodies. (b) mRNA levels were measured by RT-qPCR as described in Fig. 1. Primers used
were FAS forward (5′- TTCTTCGGAGTCCACCCCA −3′) and FAS reverse (5′- TCCTCGGAGTGAATCTGGGT −3′), and
HPRT was used to normalize the expression of FAS gene using the following primers: HPRT forward (5′-
GCCAGACTTTGTTGGATTTG-3′) and HPRT reverse (5′-CTCTCATCTTAGGCTTTGTATTTTG −3′). PCR conditions
were: 95 °C for 30 s, 56 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s (40 cycles). Experiments were performed in triplicate using three
different biological samples. ANOVA test (Graphpad Prism) was used for statistical analysis; p values were calculated and
reported accordingly (*, P b 0.05; **, P b 0.01; ***, P b 0.001). (c–d) HepG2 cells were maintained in Dulbecco's modified
Eagle's medium supplemented with 10% fetal calf serum (vol/vol) and 2 mM L-Glutamine at 37 °C in a humidified
atmosphere enriched with 5% CO2 (vol/vol). HepG2 cell culture dishes were preliminary coated with 0.1% (wt/vol) porcine
gelatin (Sigma). (c) Glucosamine (GlcNH2) were used at a final concentration of 5 mM and DON at 75 μM for 18 h. Cell
extracts were analyzed by Western blot to evaluate the expression of FAS and the O-GlcNAcylation levels. Equal loading
was checked with an anti-GAPDH. The average ratios ± S.D. of FAS/GAPDH and O-GlcNAc/GAPDH are represented as
histograms (n = 3). Student's t test (Excel) was used for statistical analysis; p values were calculated and reported
accordingly (*, P b 0.05; ***, P b 0.001; NS, Not Significant). (d) For kinetic experiment, cells were cultured under low
glucose concentrations and cycloheximide at a final concentration of 20 μg/ml in conjunction or not with NButGT at a final
concentration of 100 μM for the indicated time periods. The average ratios ± S.D. of FAS/GAPDH and O-GlcNAc/GAPDH
are represented as histograms (n = 3).
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Fig. 4. Inhibition of OGA increases the interaction between FAS and the deubiquitinating enzyme USP2. For co-immunoprecipitation, livers from mice
intraperitoneally injected with Thiamet-G versus control mice (a) and HepG2 cells treated as indicated (b) were lysed on ice in lysis buffer 2. Cell extracts were
centrifuged at 20.000 X g for 10 min at 4 °C, supernatants were collected, and immunoprecipitation were performed on 1 mg of proteins. Then, 3 μL of anti-FAS
antibodies were added overnight, followed by an incubation with Sepharose-labeled protein A for 1 h at 4 °C. Controls for immunoprecipitation specificities were
performed with non-immune rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology). Bound proteins were washed four times with lysis buffer 2 and analyzed by Western blot with a
rabbit polyclonal anti-USP2A (Santa Cruz Biotechnologies) and a rabbit polyclonal anti-ubiquitin (Enzo Life Sciences) used both at a dilution of 1:2000 and an anti-FAS
as described previously. An enrichment with sWGA beads was done, and proteins interacting with the beads were resolved by SDS-PAGE and analyzed by Western
blot with anti-FAS and anti-O-GlcNAc proteins antibodies. (c) Scheme depicting our findings. FAS interacts with OGT; the elevation of the O-GlcNAcylation levels
potentiates the interaction of the former with the deubiquitinase USP2a rendering the lipogenic enzyme less sensitive to the degradation.
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enzyme is glutamine:fructose-6-phosphate amido-
transferase (GFAT). We tested the effect of 6-diazo-
5-oxonorleucine (DON), an inhibitor of GFAT, and
found that it reduced the expression of FAS (Fig. 3c).
When glucosamine (which bypasses GFAT in the
HBP) was incubated in conjunction with DON, the
expression of FAS was rescued, providing further
support for a role of this pathway in the expression of
FAS. In another set of experiments, cells were incu-
bated with cycloheximide with or without NButGT. The
FAS content was then assessed for increasing periods
of time (Fig. 3d).Weobserved that the inhibition ofOGA
compensates the effect of cycloheximide on the
expression of FAS. These results demonstrated that
O-GlcNAcylation prevents the degradation of FAS.
Lastly, in an attempt to provide amechanistic insight

into the control of FASexpression byO-GlcNAcylation,
we undertook to visualize the interaction between FAS
and the deubiquitinating enzyme ubiquitin-specific
protease-2a (USP2A) [32]. USP2A binds to FAS in
the context of prostate cancer and protects the
lipogenic enzyme from degradation [33]. Moreover,
overexpression of USP2A protects prostate cancer
cells from apoptosis [34]. Livers of fastedC57BL/6 that
were intraperitoneally injected with Thiamet-G dis-
played a higher interaction between FAS and USP2A
than those injected with vehicle (Fig. 4a). The same
observationwas donewith refedmice. Staining of FAS
immunoprecipitates with an anti-ubiquitin antibody
showed a signal only for fasted mice injected with
vehicle, whereas no ubiquitinated FAS was detected
for mice injected with the OGA inhibitor or for refed
mice. The human hepatocarcinoma cell line HepG2
was cultured under various conditions: 5 mM of
glucose, 5 mM of glucose plus Thiamet-G or insulin,
or 25 mM glucose (Fig. 4b). As observed in in vivo
experiments, USP2A and FAS physically interacted
when OGA was inhibited, in conditions where insulin
was present at high glucose concentration. This
correlated with an increased interaction of FAS with
sWGA-beads. These last results reveal that onewayby
which O-GlcNAcylation interferes with the expression
of FAS is by promoting the interaction of the lipogenic
enzyme with the deubiquitinating enzyme USP2A.
We conclude that O-GlcNAcylation level directly

impacts the expression of FAS in vivo and ex vivo. Our
data provide a novel regulatory mechanism for the
biosynthesis of fatty acids by a nutrient-dependent
PTM (Fig. 4c). This suggests that a deregulation of
O-GlcNAc homeostasis might interfere with the
development of metabolic disorders.
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b) Résultats supplémentaires 

 

1) Matériels et méthodes 

 

(a) Culture primaire d’hépatocytes 

 

Les souris à l’état postprandial ont été anesthésiées au mélange kétamine/xylazine/eau stérile 

(1/1/8, v/v/v). Les foies ont été perfusés au niveau de la veine cave par un tampon de 

perfusion complet (470 mL de tampon HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), 25 mL HEPES (1 

M), 5 mL EGTA (1 M), pH 7.4). Le foie a ensuite été désagrégé grâce à un tampon collagénase 

(80 mL de tampon HBSS, 10 mL CaCl2 (50 mM), 5 mL HEPES (1 M) et 14 mg de collagénase 

(Sigma Aldrich), pH 7.4). Les foies ont été récupérés, dilacérés, et les cellules ont été reprises 

dans du milieu M199 (Invitrogen) supplémenté de 5UI/mL de pénicilline, 5 µg/L de 

streptomycine et 2 mM de glutamine. Le pourcentage de viabilité a été ensuite déterminé par 

la méthode au bleu trypan. Les cellules ont été ensemencées sur boites de Pétri de 60 mm de 

diamètre à hauteur de 2.106 cellules par boite. Le lendemain, les cellules ont été stimulées 

soit avec du milieu contenant 5 mM de glucose, soit avec du milieu contenant 25 mM de 

glucose supplémenté par 400 nM d’insuline (insuline humaine, Sigma Aldrich). Seize heures 

plus tard, les cellules ont été traitées avec différents composés : 5 mM de fructose, 5 mM de 

glutamine, 5 mM de glucosamine ou des inhibiteurs d’OGA, NButGT (1,2-dideoxy-2′-propyl-α-

d-glucopyranoso-[2,1-d]-Δ2′-thiazoline) (100 µM) ou ThiametG (2-(ethylamino)-3aR,6S,7R,

7aR-tetrahydro-5R-(hydroxymethyl)-5H-pyrano[3,2-d]thiazole-6,7-diol) (100 µM). Les cellules 

ont également été traitées avec un inhibiteur protéasomale : le MG132 à 1 µM.  

(b) Lyse des hépatocytes primaires de souris et western blot 

 

Après 24 h de stimulation avec les composés ou drogues, les cellules ont été lysées avec 100 

µL de tampon RIPA (Radio ImmunoPrecipitation Assay) (0.01 M Tris-HCl, 0.15 M NaCl, 0.001 

M EDTA, 1% (v/v) Triton X100, 0.5% (m/v) NaDOC (désoxycholate de sodium), 0.1% (m/v) SDS, 

inhibiteur de protéases, pH 7.4). Les lysats ont ensuite été centrifugés à 10.000 g pendant 10 

min à 4°C. Le dosage des protéines a été réalisé sur le surnageant à l’aide du kit Micro BCA 

(BiCinchoninic Acid) Protein Assay Kit (Thermo scientific) selon les instructions du manuel.  
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Les échantillons ont été repris dans du tampon Laemmli 5X (Tris-HCl 0.5 M, 60% (v/v) glycérol, 

2-mercapto-éthanol, 0.001% (m/v) bleu de bromophénol, 20% (m/v) SDS pH 6.8) et placés à 

100°C pendant 10 min. 

(c) Mise en évidence des acides gras 

 

(i) Coloration à l’huile rouge 

 

La solution de stock est composée de 0.5% (m/v) de poudre Oil-Red O (Sigma Aldrich), de 60% 

(v/v) de triéthyl-phosphate, et de 40% (v/v) d’eau. Extemporanément, la solution de travail 

d’huile rouge a été préparée (60% (v/v) de solution stock et 40% (v/v) d’eau distillée) puis 

filtrée. Les cellules ont été rincées au PBS puis fixées avec 4% (v/v) de PFA (paraformaldéhyde) 

pendant 20 min à 4°C. Après trois lavages au PBS, l’excès de PFA a été neutralisé par une 

solution de NH4Cl (50 mM dans du PBS) pendant 10 min puis perméabilisées avec 0.1% (v/v) 

de Triton dans du PBS pendant 4 min. Les cellules ont ensuite été lavées avec de l’eau distillée 

puis colorées avec la solution d’Oil Red O pendant 30 min à 37°C et de nouveau rincées avec 

de l’eau distillée. Les lipides ont été visualisés sous microscope et les images acquises à partir 

d’une caméra Nikon (Digital sight DS-L1). 

(ii) Dosage des triglycérides 

 

30 mg de foie ou 10 µL de sérum ont été homogénéisés toute la nuit à 4°C avec 300 µL 

d’acétone. Les échantillons ont ensuite été centrifugés à 10.000 g à 4°C pendant 10 min. Le 

dosage des triglycérides a été effectué sur le surnageant à l’aide du kit Triglycérides FS (Diasys) 

selon les instructions du manuel. La présence de triglycérides a été détectée au 

spectrophotomètre à une longueur d’onde de 500 nm. 

(iii) Dosage des acides gras par GC-MS 

 

30 mg de foie ont été broyés dans 300 µL d’acétone. Les échantillons ont ensuite été placés 

sur la roue pendant une nuit à 4°C puis centrifugés à 10.000 g 10 minutes. Le surnageant a été 

évaporé à sec sous azote. Le résidu est repris dans 300 µL de MeOH/HCl à 0.5 N puis mis à 

l’étuve à 80°C pendant 45 min. La solution méthanolique est évaporée à sec sous azote. Le 

résidu est repris dans 100 µL d’heptane puis 100 µL d’étalon interne C17 :0 sont ajoutés.  
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Figure 42 : Dosage des triglycérides hépatiques chez les souris C57Bl6 contrôles (C57) ou chez 

les souris obèses (ob/ob).  

 

 

L’extraction des triglycérides a été réalisée à partir de 30 mg de foie ou 10 µl de sérum. Ces 

triglycérides ont été ensuite dosés. Les données sont représentatives de 5 échantillons de 

foies de souris par groupe. 

 

 

Abréviations : TG : triglycérides, AJ : à jeun, RN : renourri, C57 : C57Bl6. 
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Un µL de la solution est injecté en GC/MS simple quadripôle (GC Focus/DSQ II) sur une colonne 

Supelco SLB-5MS. 

(d) Traitement à la β-N-acétylglucosaminidase 

 

30 mg de foie ont été homogénéisés dans du tampon d’homogénéisation (Tris 10 mM, EDTA 

1 mM, sucrose 250 mM, pH 7.4). Les homogénats ont ensuite été centrifugés à 150.000 g 

pendant 5 min. Les échantillons ont été incubés avec 1 unité de β-N-acétylglucosaminidase 

(produite chez Canavalia ensiformis (Jack bean), Sigma Aldrich) pendant 4 h à 37°C. Les 

protéines ont été reprises par du tampon Laemmli 5X et chauffées à 100°C pendant 10 min. 

80 µg de protéines ont été déposés sur gel. 

2) Résultats supplémentaires 

 

(a) Validation des modèles in vivo 

 

(i) Accumulation de triglycérides hépatiques dans les 

souris ob/ob versus les souris contrôles 

 

Afin de déterminer s’il existe un lien entre l’activation anormale de la lipogenèse et la O-

GlcNAcylation, les niveaux de O-GlcNAcylation et d’expression de la FAS ont été mesurés dans 

un modèle in vivo physiopathologique : les souris ob/ob déficientes en leptine, hormone de la 

satiété. Ces souris présentent une lipogenèse exacerbée induisant la stéatose hépatique. 

Macroscopiquement, la stéatose hépatique est observée chez ces souris et l’accumulation 

anormale de triglycérides hépatiques a été mesurée (Figure 42). Ainsi, on observe une 

augmentation de la quantité de triglycérides au niveau du foie chez les souris ob/ob par 

rapport aux souris contrôles, qu’elles soient à jeun ou renourries. Afin de déterminer si les 

triglycérides produits sont stockés dans le foie ou exportés, les triglycérides du sérum ont été 

dosés.  

Chez les souris à jeun, on observe la même quantité de triglycérides dans le sérum chez les 

souris ob/ob par rapport aux souris contrôles. Par contre, chez les souris renourries, on 

observe une diminution de la quantité de triglycérides du sérum chez les souris ob/ob versus 

les souris contrôles (Figure 42). 
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Figure 43 : Dosage des triglycérides hépatiques chez les souris soumises à un régime normal 

(CD) ou à un régime riche en sucres (HCD).  

 

(A) Les souris ont été soumises à un régime normal ou riche en sucres pendant 12 semaines. 

A l’issue de ces 12 semaines, les souris ont été mises à jeun 24 h ou mise à jeun 24 h puis 

renourries 18 h après la période de jeûne. (B) L’extraction des triglycérides a été réalisée à 

partir de 30 mg de foie. Ces triglycérides ont été ensuite dosés. Les données sont 

représentatives de 5 échantillons de foies de souris par groupe. 

 

 

Abréviations : AJ : à jeun, RN : renourri, CD : chow diet, HCD : high carbohydrate diet.
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Par conséquent, l’augmentation de la quantité de triglycérides hépatiques observée chez les 

souris ob/ob n’est pas exportée hors du foie et s’accumulent ainsi de façon anormale dans le 

foie, contribuant au développement de la stéatose hépatique. 

(ii) Efficacité du régime riche en sucres 

 

Pour notre étude, des souris C57BL/6 ont été soumises soit à un régime classique (CD) soit à 

un régime riche en sucres (HCD), puis pour chaque groupe, les souris ont été soit mises à jeun 

pendant 24 h, soit mises à jeun pendant 24 h puis renourries pendant 18 h afin de stimuler la 

lipogenèse (Figure 43a). Un régime riche en sucres induit une accumulation de triglycérides 

dans le foie de souris normales (Surwit et al., 1995). Pour valider l’efficacité du régime, nous 

avons dosé les triglycérides intra-hépatiques dans ce modèle (Figure 43b). Chez les souris à 

jeun CD, la présence de triglycérides hépatiques est due au captage des acides gras par le foie 

provenant de la lipolyse du tissu adipeux, alors que chez les souris renourries CD, les 

triglycérides hépatiques résultent de la lipogenèse. Chez les souris renourries HCD, on 

remarque une augmentation significative des triglycérides hépatiques par rapport aux souris 

CD due, en partie, à une augmentation de la lipogenèse. Les souris semblent donc avoir bien 

répondu au régime en stockant l’excès de glucose sous la forme d’acides gras, ce qui reflète 

une augmentation de la lipogenèse par rapport aux souris CD (Figure 43b). 

 

(b) Dosage des acides gras par GC/MS 

 

Dans la publication, nous avons démontré qu’une augmentation des niveaux de O-

GlcNAcylation in vivo est en corrélation avec une augmentation de l’activité de la FAS. La FAS 

permet, principalement, la formation de palmitate (C16:0). Ensuite, le palmitate peut être 

allongé en stéarate (C18:0) et ces deux composés peuvent être désaturés respectivement en 

acide palmitoléique (C16:1) et acide oléique (C18:1). Par conséquent, ces différentes entités 

ont été dosées par GC-MS dans les foies de souris à jeun ou renourries soumises à un régime 

normal ou riche en sucres en collaboration avec le Dr. Anne Delmont (Figure 44). 

A jeun, on observe une diminution de la quantité d’acides palmitique et stéarique lorsque les 

souris sont soumises à un régime riche en sucres par rapport aux souris contrôles.  
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Figure 44: Incidence du régime riche en sucres sur la quantité d’acides gras hépatique et sur 

l’expression transcriptionnelle d’une désaturase.  

 

Les souris ont été soumises à un régime normal ou riche en sucres. (A) Dosage des entités 

lipidiques hépatiques C16:0, C18:0 et C18:1 par GC-MS chez les souris soumises à un régime 

normal (CD) ou à un régime riche en sucres (HCD). (B) le dosage des ARNm de la stéaroyl-CoA 

désaturase 1 a été réalisé par Q-PCR. 

Abréviations : AJ : à jeun, RN : renourri, CD : chow diet, HCD : high carbohydrate diet, SCD1 : stéaroyl-

CoA désaturase 1.
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Chez les souris à jeun contrôles, les acides gras hépatiques proviennent, en majorité, de la 

lipolyse du tissu adipeux. Chez les souris soumises à un régime riche en sucres on suppose une 

inhibition de la lipolyse du tissu adipeux et une augmentation de la lipogenèse en corrélation 

avec l’augmentation de l’activité de la FAS décrite dans la publication. 

De plus, chez les souris soumises à un régime riche en sucres, on observe une augmentation 

de la présence de C18:1 par rapport aux souris nourries normalement. Ces acides gras 

désaturés permettent la formation de triglycérides accumulés au niveau du foie (Figure 44a).  

L’enzyme permettant la désaturation des entités lipidiques C16:0 et C18:0 est la stéaroyl-CoA 

désaturase 1 (SCD1). Ainsi, nous avons mesuré les ARNm codant cette protéine par RT-Q-PCR. 

Par conséquent, nous observons une augmentation de l’expression transcriptionnelle de SCD1 

chez les souris soumises à un régime riche en sucres pouvant expliquer l’augmentation de la 

désaturation des acides gras. L’instauration du régime riche en sucres augmente SCD1 au 

niveau transcriptionnel et favoriserait son activité enzymatique (Figure 44b). 

Une autre manière de mesurer la présence d’acides gras dans les hépatocytes est la coloration 

à l’huile rouge. Cette technique a été réalisée sur des hépatocytes issues de cultures primaires 

d’hépatocytes de souris traités avec différentes drogues ou composés susceptibles 

d’augmenter les niveaux de O-GlcNAcylation. 

(c) Rôle de la O-GlcNAcylation sur l’expression de la FAS dans 

des hépatocytes de souris 

 

Contrairement aux expériences réalisées sur les souris, les cultures primaires d’hépatocytes 

de souris nous permettent de contrôler aisément les niveaux de O-GlcNAcylation. Afin de 

vérifier que les cellules répondent correctement aux concentrations en glucose, deux 

conditions contrôles ont été utilisées : les cellules sont soit cultivées en présence de glucose à 

5 mM (G5), soit en présence de 25 mM de glucose et stimulées par 400 nM d’insuline (G25i).  

 

Pour augmenter les niveaux de O-GlcNAcylation, différentes drogues ou composés ont été 

ajoutés dans le milieu de culture G5. Ces molécules agissent à différents niveaux de la voie de 

biosynthèse des hexosamines (Figure 25 et 32) : 

• Le fructose (Fru) après phosphorylation par la fructokinase est le substrat de la 

GFAT, enzyme clé et limitante de la voie des hexosamines.  
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Figure 45: Incidence de la O-GlcNAcylation sur l’expression de la FAS au niveau protéique et 

sur l’accumulation de lipides dans des hépatocytes primaires de souris.  

La culture primaire d’hépatocytes a été réalisée à partir d’une souris à l’état postprandial. Les 

cellules ont été cultivées dans du milieu contenant 5 mM de glucose (G5) ou 25 mM de glucose 

et 400 nM d’insuline (G25i). Les niveaux de O-GlcNAcylation ont été modulés par l’utilisation 

de fructose, de GlcNH2 et de glutamine à 5 mM, de ThiametG ou de NButGT à 100 µM. (A) Le 

profil d’expression de la FAS et des protéines O-GlcNAcylées totales a été réalisé par WB. (B) 

L’accumulation de lipides dans la cellule a été mise en évidence par la technique de la 

coloration à l’huile rouge. 

Abréviations : G5 : 5 mM de glucose, G25i : 25 mM de glucose plus insuline, Fru : fructose, GlcNH2 : 

glucosamine, Gln : glutamine, TG : ThiametG, FAS : fatty acid synthase, GAPDH : glycéraldéhyde 3-

phosphate déshydrogénase.
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• La glucosamine (GlcNH2) après phosphorylation en position 6, est le substrat de la 

glucosamine-6-phosphate acétyltransférase. Son utilisation augmente rapidement les niveaux 

d’UDP-GlcNAc, et donc de O-GlcNAcylation, puisqu'elle contourne la GFAT. 

• La glutamine (Gln) est le second substrat de la GFAT et permet dans une certaine 

mesure d'augmenter les niveaux de O-GlcNAcylation. 

• Le Thiamet G (TG) et le NButGT, analogues de la GlcNAc, sont des inhibiteurs de 

l’OGA ( Macauley et al., 2005; Yuzwa et al., 2008). 

 

Nous avons d’abord analysé les niveaux de O-GlcNAcylation totaux et les niveaux d’expression 

de la FAS dans les deux conditions contrôles G5 et G25i (Figure 45). Dans la condition de 

culture G5, on remarque une faible quantité de protéines O-GlcNAcylées et de la FAS. Au 

contraire, en présence d’une forte concentration en glucose et d’insuline, G25i, les niveaux de 

O-GlcNAcylation des protéines et l’expression de la FAS sont augmentés par rapport au G5. 

Ces observations indiquent que les cellules primaires répondent au glucose en présence 

d'insuline, et permettent de valider ce modèle expérimental. 

Lorsque les cellules primaires sont traitées avec l’un des composés (GlcNH2, Gln) ou inhibiteur 

de l’OGA (TG, NButGT), on observe une augmentation des niveaux totaux de O-GlcNAcylation 

des protéines de façon plus ou moins marquée (Figure 45a). Néanmoins, on remarque que 

l’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation est en corrélation avec une augmentation de 

l’expression de la FAS (Figure 45a). Ces résultats sont en corrélation avec les résultats obtenus 

à partir des foies de souris publiés dans l’article Baldini et al. J. Mol. Biol., 2016. 

Afin de vérifier, dans ces conditions, que l’augmentation de l’expression de la FAS 

s’accompagne ou non d’une accumulation de lipides dans l’hépatocyte, nous avons réalisé des 

colorations de lipides neutres à l’huile rouge (Figure 45b). Comme attendu, dans les conditions 

contrôles nous observons une accumulation de lipides en G25i par rapport à la condition G5. 

En effet, en condition d’hyperglycémie, les cellules mettent en place des mécanismes 

moléculaires pour stocker le glucose en partie sous forme de lipides. Lorsque les cellules sont 

traitées avec les différents composés ou drogues, nous observons une accumulation de lipides 

identique à celle observée en G25i, et ceci en corrélation avec une augmentation de 

l’expression de la FAS (Figure 45a).  
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Figure 46 : Effet de la O-GlcNAcylation sur l'expression de la FAS. 

 

 

 

Des homogénats de foie provenant de souris à jeun ou renourries ont été traitées avec 1 unité 

de β N-acétylglucosaminidase. Les niveaux d’expression de la FAS et des protéines O-

GlcNAcylées sont évalués par Western Blot. 

 

 

Abréviations : AJ : à jeun, RN : renourri, FAS : fatty acid synthase, GAPDH : glycéraldéhyde 3-

phosphate déshydrogénase.
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Dans les hépatocytes primaires, l’augmentation de l’expression de la FAS, induite par une 

augmentation du niveau de O-GlcNAcylation, se traduit donc par une accumulation de lipides. 

Afin de comprendre comment la O-GlcNAcylation interfère avec cette expression, nous avons 

émis l’hypothèse que la FAS pourrait être stabilisée, de manière post-traductionnelle, par O-

GlcNAcylation comme c’est le cas par exemple pour c-myc (Itkonen et al., 2013) et la β-

caténine (Olivier-Van Stichelen et al., 2012b). 

(d) Stabilisation de la FAS par O-GlcNAcylation 

 

Dans le travail publié dans J. Mol. Biol., nous avons montré in vitro sur une lignée cancéreuse 

hépatique, les HepG2, que la FAS est stabilisée lorsque les niveaux de O-GlcNAcylation sont 

augmentés. 

En effet, l’utilisation d’un inhibiteur de l’enzyme limitante de la voie de biosynthèse des 

hexosamines, le DON, diminue l’expression de la FAS. De plus, l’incubation des cellules avec 

de la glucosamine, qui contourne la GFAT, en conjonction avec le DON permet la restauration 

de l’expression de la FAS. Une autre expérience sur les mêmes cellules a été réalisée. Ces 

cellules ont été traitées avec un inhibiteur de la traduction, le cycloheximide, supplémenté ou 

non de NButGT. En présence de cycloheximide seul, nous observons la dégradation de la FAS 

au cours du temps. En présence de NButGT, la dégradation de la FAS semble être ralentie. 

Nous avons recherché à évaluer la stabilité de la FAS en fonction des niveaux de O-

GlcNAcylation, in vivo. Des homogénats de foies de souris à jeun ou renourries ont été traités 

avec la β N-acétylglucosaminidase afin de cliver les motifs GlcNAc. En présence de l’enzyme, 

le niveau global de O-GlcNAcylation des protéines est fortement diminué attestant de 

l’activité de la glucosaminidase sur les tissus hépatiques (Figure 46). En ce qui concerne 

l’expression de la FAS, elle est diminuée suite au traitement à la glucosaminidase. Il semble 

que la dégradation de la FAS soit accélérée lorsque les niveaux de O-GlcNAcylation sont 

diminués. Ce résultat renforce l’idée selon laquelle la O-GlcNAcylation de la FAS entraîne sa 

stabilisation. 

 

Par conséquent, nous avons montré qu’une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation 

induit une augmentation de l’expression de la FAS.  
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Figure 47 : Mise en évidence de la dégradation protéasomale de la FAS au niveau du foie. 

 

 

La culture primaire d’hépatocytes a été réalisée à partir d’une souris à l’état postprandial. Les 

cellules ont été cultivées dans du milieu contenant 5 mM de glucose (G5) ou 25 mM de glucose 

et 400 nM d’insuline (G25i). Les niveaux de O-GlcNAcylation ont été modulés par l’utilisation 

de GlcNH2 à 5 mM et la dégradation protéasomale a été inhibée par le MG132 à 1 µM 18 h. 

Le profil d’expression de la FAS, des protéines O-GlcNAcylées et ubiquitinylées totales et de la 

GAPDH a été réalisé par WB.  

 

Abréviations : G5 : 5 mM de glucose, G25i : 25 mM de glucose plus insuline, GlcNH2 : glucosamine, ub : 

protéines ubiquitinylées, FAS : fatty acid synthase, GAPDH : glycéraldéhyde 3-phosphate 

déshydrogénase.
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Nous avons alors émis l’hypothèse selon laquelle la dégradation de la FAS serait inhibée 

lorsque les niveaux de O-GlcNAcylation étaient augmentés. 

(e) Etude de la dégradation de la FAS 

 

Une seule étude a montré la dégradation protéasomale de la FAS dans des cellules 

prostatiques (Graner et al., 2004) mais aucune n’a été réalisée dans le foie. Au cours de ma 

thèse, nous avons mis en évidence, dans des hépatocytes issus de cultures primaires de souris, 

la dégradation protéasomale de la FAS. En effet, le MG132, inhibiteur du protéasome, réduit 

la dégradation de la FAS en condition G5 et G5 supplémenté de glucosamine similaire à la 

condition G25i, deux conditions particulièrement efficaces pour augmenter l’expression de la 

FAS (Figure 47). 

 

Concernant le mode de dégradation de la FAS, une étude a démontré dans des conditions de 

faible concentration en glucose que la FAS interagit l’ubiquitine ligase COP1 induisant sa 

dégradation (Yu et al., 2013). Concernant sa stabilisation, d’autres auteurs ont montré que, 

dans des lignées cancéreuses de prostate, l’interaction entre la FAS et la déubiquitinylase 

USP2a était très forte. Cette interaction entraîne la déubiquitinylation de la FAS, sa 

stabilisation et est favorable à la survie des cellules tumorales (Graner et al., 2004). 

L’hypothèse serait que des niveaux de O-GlcNAcylation élevés favoriseraient l’interaction 

entre la FAS et USP2a. Cette hypothèse a été validée dans la publication Baldini et al. J. Mol. 

Biol., 2016. 

 

3. Discussion 

 

Une accumulation aberrante de lipides dans le foie responsable de la stéatose hépatique est 

souvent observée chez les patients diabétiques de type 2 ou les personnes atteintes d’obésité, 

et est souvent liée au développement de l’insulinorésistance (Postic and Girard, 2008). Jusqu’à 

ce jour, ce phénomène était expliqué par une augmentation anormale de la transcription des 

gènes codant des enzymes du métabolisme glucido-lipidique. Néanmoins, il a été montré que 

les modifications post-traductionnelles sont activement impliquées dans le développement 

de la stéatose hépatique. Par exemple, la O-GlcNAcylation de ChREBP augmente son activité 

transcriptionnelle en stabilisant la protéine.  
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De plus, deux autres facteurs de transcription impliqués dans la néoglucogenèse, FOXO1 et 

TORC2 sont stabilisés par O-GlcNAcylation augmentant la production de glucose hépatique. 

Ils interviennent dans le phénomène de glucotoxicité (Dentin et al., 2008; Issad and Kuo, 2008; 

Kuo et al., 2008). 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à la FAS. Concernant sa régulation, elle est 

essentiellement connue comme étant régulée de manière transcriptionnelle par, en 

particulier, le statut nutritionnel et les hormones. En effet, le glucose induit ChREBP, l’insuline 

induit SREBP-1c et USF, et les oxystérols activent LXR se traduisant par une augmentation de 

l’expression de la FAS. Cependant, l’extinction de ces facteurs de transcription n’abolit pas 

totalement l’expression de la FAS, suggérant l’existence d’un autre mécanisme régulant 

l’expression de la FAS (Dentin et al., 2006; Rippmann et al., 2009; Haas et al., 2012). 

Cependant, peu de choses ont été reportées sur sa régulation post-traductionnelle. Pour 

pallier ce manque de connaissance, nos travaux ont porté sur un mode original de contrôle : 

la régulation par O-GlcNAcylation, une modification post-traductionnelle intimement liée aux 

conditions nutritionnelles. La O-GlcNAcylation de la FAS semble réguler certaines de ses 

propriétés, en particulier sa stabilité et son activité. 

a)  Les niveaux d’expression des protéines O-GlcNAcylées et de la 

FAS varient en fonction des conditions nutritionnelles 

 

Nous avons montré que quel que soit le régime nutritionnel des souris C57BL/6, normal (CD) 

ou riche en sucres (HCD), ou leur état pathologique (ob/ob), l’expression de la FAS est 

augmentée chez les souris renourries par rapport aux souris à jeun. Cette augmentation 

d’expression de la FAS est due à une augmentation de la quantité de ses ARNm. En effet, pour 

répondre à un apport en glucose et le stocker sous forme d’acides gras, l’insuline et le glucose 

conduisent, entres autres, à l’activation respectivement de SREBP-1c et ChREBP. Ces facteurs 

de transcription se fixent sur le promoteur de la FAS et induisent sa transcription (Foretz et 

al., 1999 ; Ishii et al., 2004). L’expression de la FAS est également augmentée dans le foie des 

souris à jeun ob/ob, sous régime HCD ou présentant une inhibition de l’OGA, comparé aux 

souris à jeun contrôles. Cependant les niveaux d’ARNm de la FAS, dans les deux expériences 

in vivo (souris soumises à un régime normal ou riche en sucre ou présentant ou non une 

inhibition de l’OGA) sont comparables. 
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Ainsi, il semblerait qu’un mécanisme, autre que transcriptionnel, soit à l’origine de la 

régulation de l’expression de la FAS. Ce mécanisme étant dépendant de l’apport en glucose 

nous avons émis l’hypothèse selon laquelle la FAS est régulée au niveau post-traductionnel 

par O-GlcNAcylation, modification elle-même dépendante de l’apport en glucose (Marshall et 

al., 1991). 

b) Mise en évidence de l’interaction FAS/OGT et de la O-

GlcNAcylation de la FAS 

 

Dans un premier temps, une interaction entre la FAS et l'OGT a été recherchée. Dans ce sens, 

nous avons montré que les deux protéines co-immunoprécipitent confirmant que la FAS et 

l’OGT sont des partenaires d'interaction.  

Afin de mettre en évidence la O-GlcNAcylation de la FAS, nous avons utilisé deux approches 

expérimentales, couramment utilisées pour étudier les protéines O-GlcNAcylées : la 

purification des protéines O-GlcNAcylées sur billes de lectine WGA (ou de succinyl-WGA) 

(Guinez et al., 2006) et l’utilisation de la Click-chemistry après transfert enzymatique de 

GalNAz (Dehennaut et al., 2008). Nous avons ainsi montré l’existence de formes O-

GlcNAcylées de la FAS. La glycosylation de l'enzyme dépend des conditions nutritionnelles 

puisque la FAS est davantage O-GlcNAcylée dans le foie de souris renourries comparé au foie 

de souris à jeun et dans le foie de souris sous régime riche en sucres ou ob/ob comparé aux 

souris sous régime normal. La O-GlcNAcylation de la FAS est en corrélation avec son niveau 

d’expression. 

Afin d’approfondir ces résultats, il serait intéressant de déterminer les sites de O-

GlcNAcylation de la FAS par spectrométrie de masse en mode ETD (Myers et al., 2013). Une 

méthode complémentaire pour déterminer le nombre de sites de O-GlcNAcylation sur une 

protéine consiste à réaliser un marquage par le polyéthyléne glycol (PEG) fonctionnalisé sous 

la forme d'alcyne (Rexach et al., 2010). Pour cela, chaque site O-GlcNAcylé est substitué par 

une molécule de GalNAz grâce à une galactosyltransférase mutée. Un résidu de PEG-alcyne 

est ensuite greffé sur le groupement azide apportant ainsi un incrément de masse visible par 

Western blot.  
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La PEGylation permet donc de déterminer approximativement le nombre de sites de O-

GlcNAcylation portés par la protéine et de calculer le rapport des formes O-GlcNAcylées d’une 

protéine sur la forme non glycosylée. Cette approche pourra être utilisée sur la FAS. 

 

c) Rôles de la O-GlcNAcylation sur les propriétés de la FAS 

 

1) Rôle sur l’expression de la FAS 

 

Afin de déterminer le rôle de la O-GlcNAcylation sur l’expression de la FAS, nous avons modulé 

les niveaux de O-GlcNAcylation sur des HepG2 et sur des hépatocytes de souris issus de 

cultures primaires.  

Nous avons montré qu’en présence de glucosamine, de glutamine, et des inhibiteurs d’OGA, 

NButGT et ThiametG, que les niveaux de O-GlcNAcylation sont augmentés et corrélés à une 

augmentation de l’expression de la FAS indépendamment d’une régulation de sa 

transcription. Contrairement à la glucosamine et à la glutamine, le fructose ne semble pas, de 

la même façon, interférer avec l'expression de la FAS. La consommation de fructose est 

associée à la stéatose hépatique par des mécanismes encore mal établis (Zhang et al., 2012). 

Nos résultats montrent que le fructose induit bien une accumulation de gouttelettes lipidiques 

mais que cet effet n’est pas totalement dépendant de la O-GlcNAcylation et de l’expression 

de la FAS. Dans le foie, le fructose est phosphorylé en fructose-1-phosphate puis clivé pour 

donner du DHAP (dihydroxyacétone-3-phosphate) rejoignant la glycolyse.  

De manière intéressante, nos résultats montrent l’existence d’une corrélation entre 

l’augmentation de l’expression de la FAS, les niveaux de O-GlcNAcylation et l’accumulation de 

lipides neutres dans les hépatocytes primaires. Cependant la technique de coloration à l’huile 

rouge ne permet pas de détecter toutes les gouttelettes lipidiques caractéristiques de la 

stéatose hépatique (Mehlem et al., 2013). En effet, les gouttelettes lipidiques se caractérisent 

par un ensemble de lipides neutres recouverts de protéines et de lipides polaires. Or l’huile 

rouge permet la fixation uniquement des lipides les plus hydrophobes et des lipides neutres 

(tri- et diglycérides, …) et non des lipides polaires (phospholipides, sphingolipides et 

céramides…).  
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Afin de déterminer très précisément l’impact de la O-GlcNAcylation sur la biosynthèse des 

différentes espèces lipidiques, des cellules cultivées en présence d’acétate (précurseur de 

l’acétyl-CoA) radiomarqué pourront être transfectées avec des siRNA visant à bloquer 

l'expression de l’OGT ou de la FAS (contrôle positif). Les lipides seront ensuite extraits puis les 

différentes espèces lipidiques seront séparées par chromatographie sur couche mince puis 

quantifiées par comptage radioactif. 

2) Rôle sur la stabilité de la FAS 

 

De nombreuses études ont démontré le rôle de la O-GlcNAcylation sur la stabilité de certaines 

protéines : c’est le cas de la ß-caténine (Olivier-Van Stichelen et al., 2012b), de la delta-

lactoferrine (Hardivillé et al., 2010) ou encore du récepteur aux œstrogènes murin (Cheng and 

Hart, 2000). 

Afin d’étudier l’effet de la O-GlcNAcylation sur la stabilité de la FAS, une cinétique en 

cycloheximide seul ou en présence de NButGT a été réalisée ex vivo sur des cellules HepG2. 

Une autre expérience a été réalisée avec un inhibiteur de la GFAT, le DON. Un traitement à la 

β-N-acétylglucosaminidase a été effectué sur des homogénats de foie de souris. Ces 

expériences nous ont permis de démontrer que la O-GlcNAcylation interfère avec l'expression 

de la FAS.  

Cependant ces expériences ne permettent pas de prouver, de façon directe, le rôle de la O-

GlcNAcylation sur la stabilité de la FAS. L’obtention des sites de O-GlcNAcylation par 

spectrométrie de masse nous permettrait d’effectuer une mutagenèse dirigée sur un plasmide 

d’expression codant la FAS humaine étiquetée par une séquence poly-histidines fourni par le 

Dr. Jung (Jung et al., 2012). L’état de O-GlcNAcylation de la FAS ainsi que son expression seront 

analysés chez les mutants, ce qui permettra de définir l’impact direct de la O-GlcNAcylation 

sur la stabilité de la FAS et ce en fonction de chaque site de O-GlcNAcylation (si la FAS en 

présente plusieurs).  

Plusieurs études ont montré qu’il existe une compétition entre la O-GlcNAcylation et la 

phosphorylation des protéines, les deux modifications jouant un rôle antagoniste sur leur 

stabilité (Figure 35). Par exemple, la protéine p53 est stabilisée sous sa forme O-GlcNAcylée. 

En effet, la O-GlcNAcylation sur la sérine 149 bloquerait la phosphorylation de la thréonine 

155, indispensable à sa dégradation protéasomale (Yang et al., 2006).  
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Concernant la FAS, nous avons montré que, dans le foie, sa dégradation est protéasomale 

(Figure 47). Un type de régulation similaire à celui de la protéine p53 pourrait exister : la O-

GlcNAcylation de la FAS empêcherait sa phosphorylation et donc sa dégradation subséquente 

(Figure 35). Nous avons ainsi mis en évidence que l’augmentation des niveaux de O-

GlcNAcylation induit une nteraction entre la FAS et la déubiquitinylase USP2a : cela se traduit 

par la déubiquitinylation de la FAS, ce qui la protège de la dégradation. 

De la même façon, il serait intéressant d’étudier l’interaction entre la FAS et l’ubiquitine ligase 

COP1 en fonction des niveaux de O-GlcNAcylation. 

 

3) Rôle sur l’activité de la FAS 

 

Afin de relier la O-GlcNAcylation de la FAS, sa stabilisation et l’accumulation de lipides dans le 

foie, nous avons mesuré l’activité de la FAS dans des conditions de niveaux de O-GlcNAcylation 

variables. Pour mesurer l’activité de la FAS, nous avons utilisé deux approches différentes. 

Dans un premier temps, en collaboration avec le Dr. Anne Delmont, nous avons dosé par GC-

MS (gas chromatography–mass spectrometry) les différentes espèces lipidiques présentes 

dans les homogénats de foies des souris. Cependant, le dosage des AG présents dans le foie 

n’est pas uniquement le reflet de la lipogenèse et de l’activité de la FAS. En effet, les AG 

peuvent également provenir, entre autres, de la lipolyse du tissu adipeux. 

Nous avons mis au point le dosage de l’activité enzymatique de la FAS par spectrophotométrie. 

L’ajout du NADPH,H+ dans les homogénats de foie permet de suivre l’activité de la FAS par 

décroissance de la densité optique due à son oxydation (formation de NADP+). Toutefois, 

d’autres enzymes comme la glutathion réductase ou encore la HMG-CoA réductase ont pour 

co-facteur le NADPH. C’est pourquoi, une étape de stabilisation de la DO après l’ajout du 

NADPH,H+ est nécessaire. Puis le deuxième substrat de la FAS, le malonyl CoA est ajouté afin 

de mesurer spécifiquement son activité. Par cette technique, nous avons démontré que 

l’activité de la FAS corrèle avec ses niveaux de O-GlcNAcylation. Cependant une question 

subsiste : l’augmentation de l’activité de la FAS est-elle directement due à une augmentation 

de sa O-GlcNAcylation ou/et est-elle due à une augmentation de sa stabilisation par O-

GlcNAcylation ?  
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Figure 48 : Représentation schématique de la séquence protéique de la FAS et modélisation 

moléculaire de la position d’un site potentiellement O-GlcNAcylé sur la structure 3D de 

l’activité b-cétoacylsynthase de la FAS. 

 

(A) Les différentes activités de la FAS sont schématisées. Les sites prédictifs de O-

GlcNAcylation obtenus par les sites YinOYang et dbOGAP sont marqués d’une flèche et les 

sites actifs en rouge. (B) La modélisation moléculaire a été réalisée à partir de la structure 3D 

de la β-cétoacyl synthase. 

 

  

A
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Afin de répondre à cette question, il serait intéressant de renouveler l’expérience de 

déglycosylation de la FAS par la β-N-acétylglucosaminidase puis de mesurer l’activité des 

formes déglycosylées. Or cette expérience a permis d’établir que l’expression de la FAS est 

diminuée lorsque celle-ci est déglycosylée. Elle sera donc réalisée en présence de MG132 afin 

d’inhiber la dégradation des formes déglycosylées de la FAS et de doser l’activité résiduelle 

des formes non O-GlcNAcylées. 

Nous avons entrepris des études in silico afin de déterminer le rôle potentiel de la O-

GlcNAcylation de certains résidus fondamentaux pour l’activité de la FAS. Nous avons, dans 

un premier temps, utilisé deux serveurs de prédiction des sites de O-GlcNAcylation (dbOGAP 

et YinOYang) pour déterminer les résidus potentiels O-GlcNAcylés sur la séquence de la FAS 

murine.  

Nous nous sommes focalisés sur les sites potentiels de O-GlcNAcylation localisés au niveau de 

deux activités de la FAS : la β-cétoacyl synthase et la thioestérase. En effet, la β-cétoacyl 

synthase, présente dans la partie N-terminale de la protéine, constitue la première activité de 

la FAS en condensant l’acétylCoA et le malonylCoA. La thioestérase, quant à elle positionnée 

en position C-terminale, est la dernière activité de la FAS responsable du relargage de 

l’acylCoA formé. Au niveau de la β-cétoacyl synthase, deux sites sont potentiellement O-

GlcNAcylés : la sérine 162 et la sérine 347. Au niveau de la thioestérase, la sérine 2500 est un 

candidat potentiel de O-GlcNAcylation. En collaboration avec le Pr. Gérard Vergoten, nous 

avons déterminé, par modélisation moléculaire l’emplacement des sites potentiellement O-

GlcNAcylés sur la structure tridimensionnelle des différentes activités de la FAS (Figure 48). La 

cristallisation de la protéine dans son ensemble n’étant pas faisable (la partie C-terminale 

étant trop labile), seule la cristallisation de chacune des activités a pu être réalisée. De manière 

intéressante, la sérine en position 162 se trouve dans un environnement très proche du site 

actif de la β-cétoacyl synthase contenant un groupement SH (Figure 48). Nous pouvons alors 

émettre l’hypothèse que la présence d’un résidu O-GlcNAc proche du site actif module 

l’activité de l’enzyme. 
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Figure 49 : Schéma hypothétique de la régulation de la GK et de la FAS en condition 

pathologique d’hyperglycémie à jeun. 

 

En condition pathologique, hyperglycémie à jeun, il est possible que l’augmentation anormale 

des niveaux de O-GlcNAcylation conduise à une O-GlcNAcylation anormale de la GK et de la 

FAS. La O-GlcNAcylation de ces protéines stabilise leur expression. De plus, l’augmentation 

des niveaux de O-GlcNAcylation est en corrélation avec l’augmentation de l’activité 

enzymatique de la FAS conduisant à une production anormale d’acides gras au niveau du foie 

pouvant induire la stéatose hépatique. 

 

Abréviations : AMPK : AMP-activated protein kinase, GK : glucokinase, GKRP : glucokinase 

regulatory protein, NLS: nuclear localization signal, G6P : glucose-6-phosphate, HBP : 

hexosamine biosynthesis pathway, FAS : fatty acid synthase.
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IV. Conclusion 
 

Pour résumer, à jeun, la GK interagit avec sa protéine régulatrice, la GKRP et est inactive. 

Concernant la FAS, elle est peu produite (niveaux d’ARNm et protéique faibles) et par 

conséquent peu active.  

A l’état nourri, la GK est O-GlcNAcylée. Nous pouvons imaginer que sa O-GlcNAcylation 

empêche l’interaction entre la GK et la GKRP ou induit le relargage de la GK dans le cytoplasme 

où l’enzyme produit le G6P. Dans le même temps, nous avons également montré que la FAS 

est O-GlcNAcylée et qu’une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation rend la FAS plus 

active. 

Une des caractéristiques de certaines pathologies telles que l’obésité ou le diabète de type 2 

est une hyperglycémie à jeun. La O-GlcNAcylation étant dépendante des taux de glucose, 

l’hyperglycémie induit une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation.  

Nous avons montré, au cours de ma thèse, qu’une augmentation des niveaux de O-

GlcNAcylation conduit à la stabilité de la GK et de la FAS et à l’augmentation de l’activité 

enzymatique de la FAS. Par conséquent, dans ces pathologies (obésité, diabète de type 2) il 

est probable que l’augmentation aberrante des niveaux de O-GlcNAcylation soit en partie 

responsable de l’augmentation du flux de glucose vers la lipogenèse et la production anormale 

d’acides gras, caractéristiques de la stéatose hépatique (Figure 49). 
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Perspectives de recherche : 

Régulation de la FAS par 

O-GlcNAcylation au cours 

du cycle cellulaire. 
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I. Contexte de l’étude 
 

Dans la première partie de ma thèse, nous avons évalué le rôle de la O-GlcNAcylation sur 

l’expression de la FAS dans un contexte de lipogenèse. Cependant, il serait également 

intéressant d’étudier le rôle de cette modification sur l’expression de la FAS au cours de la 

prolifération cellulaire.  

L’implication de la O-GlcNAcylation au cours du cycle cellulaire a été proposée très tôt. En 

effet, de nombreuses protéines sont O-GlcNAcylées en réponse aux facteurs mitogéniques. 

Dans notre équipe, le rôle essentiel de la O-GlcNAcylation au cours du cycle cellulaire a été 

montré en utilisant comme modèle les ovocytes de Xénope. Les auteurs ont montré une 

augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation au cours de la phase G2/M (Lefebvre 2004 

Dehennaut et al., 2007, 2008b) et une diminution globale des niveaux de O-GlcNAcylation 

pendant la phase G1/S probablement concécutive à une augmentation de l’activité de l’OGA 

(Drougat et al., 2012). Enfin, une étude a montré que l’expression et l’activité catalytique de 

l’OGT sont essentielles pour la transition G0/G1 (Olivier-Van Stichelen et al., 2012a). 

Concernant le rôle de la FAS au cours de la prolifération, il est essentiel. En effet, la FAS 

contrôle de manière indirecte la biosynthèse des phospholipides nécessaires à la formation 

des membranes biologiques. De plus, elle joue un rôle majeur dans la composition des 

« lipides rafts » nécessaires pour la localisation correcte et l’activité des récepteurs impliqués 

dans l’activation des voies de signalisation en réponse aux facteurs mitogènes. 

Au vu du rôle de la O-GlcNAcylation et de la FAS au cours du cycle cellulaire, le but à long 

terme du projet serait de trouver un lien entre les désordres nutritionnels, les niveaux de O-

GlcNAcylation aberrants, l’expression de la FAS et une prolifération anormale. 

Sur ce sujet, nous avons publié une perspective regroupant l’ensemble des données et des 

hypothèses sur la régulation de la FAS par O-GlcNAcylation dans les cellules cancéreuses. En 

effet, une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation et une surexpression de la FAS sont 

deux caractéristiques des cellules cancéreuses et plusieurs voies régulant la FAS par l’OGT et 

la O-GlcNAcylation sont envisageables.  
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En effet, la O-GlcNAcylation régule la FAS à un niveau transcriptionnel et en modifiant, sa 

localisation, son homodimérisation et sa dégradation engendrant la modulation de son 

activité enzymatique. 

Baldini, S.F., and Lefebvre, T. (2016). O-GlcNAcylation and the Metabolic Shift in High-

Proliferating Cells: All the Evidence Suggests that Sugars Dictate the Flux of Lipid Biogenesis in 

Tumor Processes. Front. Oncol. 6:6. 
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O-GlcNAcylation and the Metabolic 
shift in High-Proliferating cells: All 
the evidence suggests that sugars 
Dictate the Flux of Lipid Biogenesis 
in tumor Processes
Stefi F. Baldini and Tony Lefebvre*

University Lille, CNRS, UMR 8576, UGSF, Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle, Lille, France

Cancer cells are characterized by their high capability to proliferate. This imposes 

an accelerated biosynthesis of membrane compounds to respond to the need for 

increasing the membrane surface of dividing cells and remodeling the structure of lipid 

microdomains. Recently, attention has been paid to the upregulation of O-GlcNAcylation 

processes observed in cancer cells. Although O-GlcNAcylation of lipogenic transcrip-

tional regulators is described in the literature (e.g., FXR, LXR, ChREBP), little is known 

about the regulation of the enzymes that drive lipogenesis: acetyl co-enzyme A carboxy-

lase and fatty acid synthase (FAS). The expression and catalytic activity of both FAS and 

O-GlcNAc transferase (OGT) are high in cancer cells but the reciprocal regulation of the 

two enzymes remains unexplored. In this perspective, we collected data linking FAS and 

OGT and, in so doing, pave the way for the exploration of the intricate functions of these 

two actors that play a central role in tumor growth.

Keywords: FAs, O-GlcNAcylation, OGt, cancer, cell proliferation

Fatty acids are not only a form of energy storage but are also major components of biological 
membranes that delimit cells and organelles. hey also govern essential biological functions, which 
include signal transduction and cell signaling, by forming exchange platforms between extracellular 
and intracellular media, in which signaling proteins are anchored.

Fatty acids are provided either by diet or de novo synthesis from carbohydrates. his metabolic 
pathway, called lipogenesis, is governed by fatty acid synthase (FAS), an enzyme upregulated in 
cancer. he activity and expression of O-GlcNAc transferase (OGT) that catalyzes O-GlcNAcylation 
processes in a nutrient-dependent manner are also increased in tumor cells. Consequently, increases 
in fatty acids production and O-GlcNAcylation levels are observed in cancer. Both enzymes indi-
rectly use the same substrate, glucose, whose lux is potentiated in cancer cells. Moreover, FAS and 
a fraction of OGT are in close proximity at the plasma membrane. herefore, a cross-regulation 
between FAS and OGT is likely to exist.

FAs AND OGt Are UPreGULAteD iN cANcer

In physiological conditions, circulating lipids supply most human tissues with fatty acids. In strik-
ing contrast, high-proliferating cancer cells use increased fatty acid synthesis to support their rate 
of division (1, 2). De novo lipogenesis converts glucose to fatty acids. First, glucose is metabolized 
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FiGUre 1 | regulation of fatty acid synthase by O-GlcNAcylation, Terra incognita. FAS expression and O-GlcNAcylation levels are dependent on glucose 

concentrations. Following its entry into the cell, glucose can engage in different metabolic pathways depending on the cell type and the physiological context 

(glycolysis, glycogenogenesis, pentose phosphate pathway, etc.). HBP converts a fraction of glucose into UDP-GlcNAc, the donor for O-GlcNAcylation processes. 

Either for storing energy or for the biosynthesis of membranes of proliferating cells, a large pool of glucose can be used for making fatty acids of which FAS (fatty 

acid synthase) is a key enzyme. FAS forms a head-to-head X-shaped homodimer. Each 273 kDa-subunit of FAS is an assembly line of fatty acids endowed with 

seven different catalytic activities. First, the acetyl moiety provided by acetyl-CoA is transferred to the thiol group of the phosphopantetheine part of ACP (acyl carrier 

protein) that transports the growing fatty acid chain from one catalytic domain to another via the acetyltransferase (AT); it is presented to ketoacylsynthase (KS). 

Then, malonyl transferase (MT) transfers the malonyl moiety from malonyl-CoA to ACP, and KS condensates the malonyl and acetyl groups. The β-ketoacyl-ACP is 

modiied by a succession of three reactions. Ketoreductase (KR) reduces β-ketoacyl to a β-hydroxyl intermediate; a dehydratase (DH) produces a β-enoyl-ACP, 

which is reduced by the enoyl reductase (ER) to supply a saturated acyl chain elongated by a two-carbon unit. This product is the substrate for the condensation 

with another malonyl-ACP in the next sequence of elongation. This cycle is repeated until a C16:0 is reached; the end product is inally released by the thioesterase 

activity (TE). Since there is a close Relationship between intracellular glucose, O-GlcNAcylation levels, and activation of glucido-lipidic metabolism, a link between 

OGT, O-GlcNAcylation level, expression, and activity of FAS should exist. In cancer cells, the increased expression of OGT might lead to an increase in FAS 

expression. FAS participates in the production of phosphoinositides found in lipid rafts; these lipid microdomains can recruit OGT in the close proximity of FAS 

increasing its activity and, thus, to an expansion of membrane surface necessary for cell proliferation.
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into pyruvate, the end product of glycolysis that in turn enters 
the mitochondria to be activated into acetyl-CoA (Figure  1). 
he Lardy cycle enables the release of acetyl-CoA in the cytosol 
where lipogenesis takes place. Acetyl-CoA is carboxylated 
by Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) to form malonyl-CoA. 
Malonyl-CoA and acetyl-CoA are the substrates of FAS that 
forms the inal product, palmitoyl-CoA (C16:0). Longer fatty 
acids (e.g., stearic acid, C18:0) are produced by elongases, and 
mono-insaturated palmitoleoyl-CoA (C16:1) and oleyl-CoA 
(C18:1) are produced by SCD-1 (Stearoyl-CoA desaturase 
1). ACC, FAS, and SCD-1 are the main enzymes that control 
lipogenesis (3–6).

Overexpression of FAS and enhancement of its activity 
represent one of the most frequent phenotypic alterations in 
tumor cells. FAS is overexpressed in several human carcino-
mas, such as breast (7), colon (8), esophageal (9), lung (10), 
melanoma (11), ovarian (12), pancreatic (13), prostate (14), 
and stomach (15) cancers. Injection of transgenic mice with 
prostate cancer cells overexpressing FAS leads to the develop-
ment of adenocarcinomas (16). On the contrary, the FAS 
inhibitor C75 drives apoptosis in human breast cancer cells (17, 
18). ACC is overexpressed in breast (19) and prostate cancers, 

and blockade of its expression induces growth inhibition of 
cancer cells (20). Additionally, an elevated SCD-1 expression 
results in cancer cell proliferation (21), whereas its decrease 
results in cell death (22).

Long-chain saturated fatty acids (LCSFA) are crucial for 
the building of lipid microdomains, or detergent-resistant 
membranes (DRMs). DRMs ensure the correct localization and 
activation of receptors that potentiate signaling pathway activa-
tion and, consequently, cell proliferation (1, 23). Moreover, the 
switch from polyunsaturated to saturated and mono-unsaturated 
fatty acids in the composition of their membranes endows cancer 
cells with a better resistance to lipid peroxidation and, therefore, 
to oxidative stress-induced cell death (24). Furthermore, the 
increase in membrane density and compaction limits drug entry, 
rendering tumor cells more resistant to therapy. Finally, fatty 
acids contribute to the production of secondary messengers, such 
as phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) and lysophos-
phatic acid (LPA), that activate, respectively, the mitogenic 
PI3-kinase/Akt pathway (25) and G protein coupled-receptors 
that promote cancer aggressiveness (26). Consequently, fatty 
acids confer survival, resistance to damage, and aggressiveness 
on cancer cells.
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Glucose consumption is vital for most living cells. In normal 
cells, glucose is catabolized to pyruvate through glycolysis 
(Figure 1). hen, pyruvate is converted to acetyl-CoA and oxi-
dized to carbon dioxide via the mitochondrial tricarboxylic 
acid (TCA) cycle for maximal energy production. Cancer cells 
exhibit a deregulated glucido-lipidic metabolism. Indeed, cancer 
cells import glucose at a higher rate than non-cancer cells and 
prefer to use glycolytic metabolism instead of oxidative phos-
phorylation even in the presence of oxygen. his choice enables 
most cancer cells to produce the elementary building-bricks they 
need to divide (amino-acids, nucleotides, fatty acids,… etc.). 
Consequently, glycolytic enzymes and glucose transporters are 
upregulated. his adaptive metabolic shit is called the “Warburg 
efect” (27).

Interestingly, 2–3% of glucose coming into the cell enters the 
HBP (hexosamine biosynthesis pathway) whose end product 
is UDP-GlcNAc. his nucleotide sugar is at the crossroads of 
many metabolic pathways: carbohydrates, glutamine, glucogenic 
and ketogenic amino-acids, nucleotides, and fatty acids. UDP-
GlcNAc is a substrate for almost all glycosylations, including 
O-GlcNAcylation (28, 29). O-GlcNAcylation is a highly dynamic 
PTM (posttranslational modiication) controlled by two antago-
nistic enzymes: OGT transfers the GlcNAc group onto serine or 
threonine residues of nucleocytoplasmic (30) and mitochondrial 
(31) proteins, and O-GlcNAcase removes the sugar (32). hus, 
O-GlcNAcylation regulates diverse biological processes in 
a nutrient-dependent manner. O-GlcNAcylation occurs on 
several hundred proteins, which are mainly phosphoproteins. 
Accordingly, O-GlcNAcylation and phosphorylation can 
antagonize each other, at the same site or at an adjacent one, or 
act in concert (33). Moreover, a deregulation of O-GlcNAcylation 
homeostasis leads to disorders, such as diabetes, cancer, neuro-
logical, or cardiovascular diseases (34). Since, cancer cells accel-
erate the uptake of glucose and glutamine, an increase in HBP 
lux and aberrant O-GlcNAcylation contents result. Elevation of 
O-GlcNAcylation levels is observed in several kinds of cancers, 
such as breast (35), lung (36), colorectal (37), liver (38), bladder 
(39), prostate (40), chronic lymphocytic leukemia (CCL) (41), and 
pancreatic (42) cancers, suggesting that hyper-O-GlcNAcylation 
precedes or accompanies tumor emergence and contributes to 
cell transformation. he O-GlcNAcylation elevation observed in 
cancer cells seems also to be caused by an increased OGT expres-
sion. Indeed, OGT is overexpressed in breast (35), prostate (40), 
colorectal (36, 43), and pancreatic cancer cells (42). Interestingly, 
the inhibition of OGT in breast cancer cells induces a reduction 
in cell proliferation, invasion, and migration, and a decrease in 
tumor growth (35, 44).

An upregulation of FAS and OGT, and consequently an 
elevated production of fatty acids combined with an increase in 
the O-GlcNAcylation level are observed in cancer. Both enzymes 
indirectly use the same substrate, glucose, and glutamine for 
OGT, the luxes of which are accelerated in tumor cells (Figure 1). 
Moreover, FAS and a fraction of OGT are in close proximity at 
the plasma membrane. herefore, we postulate that FAS favors 
the interaction of OGT with phosphoinositides via its PPO (PIP-
binding activity of OGT) domain and in turn OGT controls the 
expression and catalytic activity of FAS (Figure 1).

FUtUre DirectiONs

Glucose and insulin control the expression of FAS at the 
transcriptional level through the activity of four transcription  
factors: carbohydrate-responsive element-binding protein 
(ChREBP), liver X receptors (LXR), farnesoid X receptor (FXR), 
and sterol regulatory element-binding proteins (SREBP) (Figure 2, 
pathway 1). ChREBP is a transcription factor that  mediates 
glucose-induced gene expression, including those encoding 
the glycolytic enzyme L-pyruvate kinase (L-PK) and lipogenic 
enzymes, ACC, and FAS. Glucose activates ChREBP by control-
ling its nuclear import (45) and ChREBP plays an essential role in 
the regulation of energy metabolism. A deregulation of ChREBP 
activity or its expression is involved in metabolic diseases, such 
as hepatic steatosis (46). Moreover, a deregulation of ChREBP is 
described in colorectal cancer and hepatoblastoma. A suppression 
of ChREBP decreases aerobic glycolysis, de novo lipogenesis, and 
nucleotide biosynthesis (47). Since cancer cells overconsume 
glucose and increase the biosynthesis of fatty acids, the role of 
ChREBP as a key-mediator of glucose-induced lipogenic gene 
expression was explored in the context of tumor metabolism (48). 
In response to high glucose inlux as observed in cancer cells, 
ChREBP is activated in two distinct ways. First, controversial 
studies reported that Xu5P and Glc6P, two glucose metabolites, 
promote the translocation of ChREBP into the nucleus and binding 
to response elements (49). Second, ChREBP physically interacts 
with OGT and is O-GlcNAcylated in liver cells (50). Inhibition 
of OGA, or overexpression of OGT, signiicantly increases the 
transcriptional activity of ChREBP in response to high glucose. 
OGA-treated db/db mice display a decrease in FAS expression 
and escape hepatic steatosis in correlation with a downregulation 
of the O-GlcNAcylation of ChREBP (50, 51). LXRs belong to the 
superfamily of nuclear hormone receptors activated by the natural 
ligands oxysterols (52). LXRs bind to LXR-responsive elements 
(LXRE) in cooperation with RXR (9-cis retinoic acid receptor) 
and activate FAS transcription. LXRs either directly bind to the 
promoter of FAS, or indirectly increases the expression of FAS by 
upregulating the transcription of ChREBPα, the short isoform 
ChREBPβ and SREBP1c (53, 54). LXRs are O-GlcNAc-modiied 
(55, 56) and O-GlcNAcylation enhances their ability to regulate FAS 
 expression. Furthermore, O-GlcNAcylated LXRs have increased 
capability to activate the transcription of SREBP1c and ChREBP, 
which reinforces the expression of FAS. Regarding SREBPs less is 
known about their potential regulation by O-GlcNAcylation. Of the 
three isoforms documented, SREBP1a, SREBP1c and SREBP2 (57), 
only SREBP1c is involved in the expression of FAS (58). No studies 
have focused on the regulation of SREBP by O-GlcNAcylation, 
while it is thought that GFAT-1, the rate-limiting enzyme of HBP, 
interferes with the activity of SREBP1 and FAS (59). Interestingly, 
an FXR response element is found in the promoter region of FAS. 
FXR is another member of the nuclear receptor superfamily and 
is activated by bile acids, chenodeoxycholic acid being the most 
potent. Unlike other transcription factors, FXR downregulates FAS 
expression (60). It was recently shown that FXR and OGT interact 
(61). FXR is O-GlcNAcylated and this modiication enhances FXR 
transcriptional activity and stability. Interestingly, FXR interacts 
with ChREBP through its ATF-1 domain, which also bears the 
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O-GlcNAcylation site (61, 62). However, the biological relevance 
of FXR O-GlcNAcylation in the context of its interaction with 
ChREBP remains to be elucidated. Transcriptional processes may 
account for a large part of the upregulation of FAS in cancer. What 
we do not know is whether, and if so, how, an elevation of the 
O-GlcNAcylation status of ChREBP, SREBP, and LXR, all driving 
FAS transcription, mediates the lipogenic enzyme overexpression 
in cancer cells, and, on the opposite, if O-GlcNAcylation of FXR 
reduces its expression. Further studies are necessary to highlight 
this intriguing problem.

O-GlcNAcylation and phosphorylation are two PTMs occur-
ring on serine and threonine residues of nucleocytoplasmic pro-
teins. hey not only can compete at the same or at adjacent sites 
of the same protein in a reciprocal manner, but can also act syn-
ergistically: treatment of neuroblastoma cells with the wide range 
phosphatase inhibitor okadaic acid reduces O-GlcNAcylation 
(64), while inhibition of GSK3β increases O-GlcNAcylation 
of heat shock and cytoskeletal proteins but decreases the 

O-GlcNAcylation of other proteins such as transcription factors 
(65). hese observations prove that the interplay between phos-
phorylation and O-GlcNAcylation is complex and should result 
from diverse complexes, including OGT, OGA, kinases, and 
phosphatases (66). Little is known about the regulation of FAS by 
PTMs. FAS is phosphorylated by AMP-activated protein kinase 
(AMPK) in 3T3-L1 cells and the use of AMPK activators reduces 
FAS activity without afecting its expression level (67). An upregu-
lation of FAS by occupation of the AMPK phosphorylation site by 
O-GlcNAc is hypothetical, but deserves to be explored (Figure 2, 
pathway 2). In addition, OGT is a substrate of AMPK (at T444) 
and reciprocally, AMPK is O-GlcNAcylated on at least two of 
its subunits (68). he potential occurrence of a ternary complex 
FAS–OGT–AMPK may explain how the lipogenic enzyme is reg-
ulated by phosphorylation and O-GlcNAcylation either directly, 
involving modiication by AMPK-directed phosphorylation 
and/or O-GlcNAcylation, or indirectly, with phosphorylation by 
AMPK through a preliminary O-GlcNAcylation of the kinase or 

http://www.frontiersin.org/oncology/archive
http://www.frontiersin.org/Oncology/
http://www.frontiersin.org


January 2016 | Volume 6 | Article 65

Baldini and Lefebvre Coordination of FAS and OGT in Cancer

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

O-GlcNAcylation by OGT following a preliminary modiication 
of the glycosyltransferase by AMPK (pT444).

O-GlcNAc transferase and FAS might reciprocally regulate each 
other in lipid microdomains and O-GlcNAcylation might inter-
fere with FAS subcellular localization. It was demonstrated that 
FAS is tyrosine-phosphorylated when in a complex with HER-2 
(human epidermal growth factor receptor-2) in breast cancer 
cells (69). Phosphorylation of FAS by HER-2 leads to an increase 
in FAS catalytic activity. OGT is also tyrosine-phosphorylated 
and it was proposed that the insulin receptor is responsible for 
this modiication (70). Moreover, OGT interacts with the plasma 
membrane via the PPO domain (71) and more particularly with 
DRMs in response to insulin (72). DRMs, also known as lipid 
microdomains or lipid rats, are membrane domains enriched 
with cholesterol, sphingolipids, and gangliosides that concentrate 
modulators of signal transduction, traicking, and cell signaling. 
Lipid rats are fundamental for cell adhesion, migration, and 
proliferation in physiological conditions and in cancer (73). FAS 
controls the production of phospholipids found in DRMs of can-
cer cells (1) and a subset of FAS itself is resident in these rats (74). 
Consequently, in response to insulin or to any other mitogenic sig-
nal, FAS might be activated by tyrosine-phosphorylation. In turn, 
rat-speciic phospholipids and more precisely phosphoinositides 
might be produced, ofering an interaction surface for OGT 
(Figure 2, pathway 3). FAS and OGT might physically interact: 
OGT may modify FAS and signaling components to upregulate 
their activities. his interaction could induce an increase in FAS 
activity in lipid microdomains and allow the formation of a larger 
cluster of signaling receptors and a more signiicant activation of 
signaling pathways, leading to an increase in cell proliferation, 
contributing to the development of cancer. It would be of interest 
to determine whether a synergistic efect between FAS and OGT 
exists in lipid rats, accentuating their respective activities. his 
hypothesis is supported by reports showing that, in Drosophila 
(75), HepG2 cells (72), MCF7 cells (76), and recently in human 
gastric cancer cells (77), OGT activity is crucial for activating 
mitogen signaling pathways.

Another question remains open: does O-GlcNAcylation regu-
late FAS catalytic activity? FAS is only enzymatically active in the 
form of a dimer (78), the dissociation of the enzyme into mono-
mers rendering it inactive (79). he assembly of the two subunits 
is promoted by a high concentration of fructose-2,6-bisphosphate 
(F2,6BP), a metabolic cue. herefore, since in cancer cells glucose 
uptake is increased, the rate of production of F2,6BP is enhanced, 
promoting FAS assembly and activity. A parallel can be drawn 
with Phosphofructokinase-1 (PFK-1) whose allosteric activity 
is positively regulated by F2,6BP. O-GlcNAcylation of PFK-1 
blocks the interaction with F2,6BP preventing the oligomeriza-
tion of the enzyme and the lux of glucose is rerouted to the 
pentose phosphate pathway (63). Conversely, a regulation of 
FAS activity by promoting its dimerization by O-GlcNAcylation 
could be envisioned (Figure  2, pathway 4). O-GlcNAcylation 
can impact the function of FAS by directly modifying residues 
crucial for one or several of its seven catalytic activities. In our 
hands, in silico studies of the 3D structure of FAS have indicated 
a potential O-GlcNAcylation site in close proximity to the ketoa-
cylsynthase (KS) active site (Figure 2, pathway 5). As discussed 

above, these studies must be pushed forward by identifying the 
O-GlcNAcylation sites through mass spectrometry.

Lastly, O-GlcNAcylation might regulate the fate of FAS. FAS 
is targeted for degradation by interacting with the E3-ubiquitin 
ligase p38-phosphorylated COP1 and the adapter protein Src-
homology 2 (SH2) domain-containing tyrosine phosphatase 
Shp2 (80). To escape the ubiquitination pathway, FAS interacts 
with the ubiquitin-speciic protease-2a USP2a, a member of 
the DUB (deubiquitinating enzyme) family. By binding to FAS, 
USP2a increases the half-life of the enzyme in prostate cancer 
and, therefore, plays a prominent role in cancer progression (81). 
In addition, USP2a overexpression protects human prostate can-
cer from apoptosis (82). Altogether, these observations indicate 
that USP2a and FAS contribute to tumorigenesis. Like USP2a, 
OGT is also protective against protein degradation for a subset of 
proteins [for review, see Ref. (83)] among which β-catenin (43) 
and PGC-1α (84). O-GlcNAcylation of β-catenin at T41 prevents 
the phosphorylation of the D-box (43) and potentially the  sub-
sequent recruitment of the E3-ubiquitin ligase β-TrCp. he host 
cell factor C1 (HCF-1) recruits OGT to O-GlcNAcylate PGC-1α 
(84); the O-GlcNAcylation facilitates the recruitment of BAP1 to 
deubiquitinate PGC-1α, thereby stabilizing its expression level. 
Nevertheless, unlike β-catenin, the sequential events that decide 
the fate of FAS are poorly understood; it is not known, for exam-
ple, whether phosphorylation of FAS promotes its ubiquitination. 
Also, since FAS is not a short half-life protein, it is unlikely that 
a PEST sequence or a D-box regulates the proteasomal degrada-
tion of the protein. Accordingly, it might be proposed that OGT 
interacts with FAS either to promote the recruitment of USP2a 
or to prevent ubiquitination by COP1, both efects leading to 
increased-FAS half-life (Figure 2, pathway 6).

cONcLUsiON

Cancer cells are characterized by their high capacity for division. 
To supply their need for carbon elements, these cells increase the 
uptake of glucose and move from oxidative to glycolytic metabo-
lism. his metabolic shit leads to the overexpression of lipogenic 
enzymes, especially FAS. In addition, through the increased lux 
of HBP, cancer cells display higher levels of OGT and, therefore, 
of O-GlcNAcylation. Here, we have attempted to compile poten-
tial cross-regulations between FAS and OGT. We have identiied 
pathways to explore that may highlight how the lipogenic enzyme 
could be inely tuned by O-GlcNAcylation.

First, upregulating glycolysis impacts the production of the 
allosteric activator F2,6BP. Checking whether this metabolic 
cue controls the homodimerization of FAS in an O-GlcNAc-
dependent manner should be of great interest considering its 
impact on the oligomerization of another pivotal metabolic 
enzyme, PFK-1. However, at this time, no information about 
the O-GlcNAc modiication of FAS is available. his lack of 
data may result from the high molecular weight of the enzyme: 
analyzing the status of O-GlcNAcylation and, what is more, 
mapping sites of modification on a protein containing nearly 
3000 amino-acids is challenging. If such a modification of 
FAS occurs, the consequent regulation of one or more of its 
catalytic activities is conceivable.
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Regulation of FAS expression is tightly correlated to its mRNA 
level. Transcription of FAS is principally under the control of glu-
cose and insulin. Glucose activates ChREBP that in turn induces 
FAS transcription in cooperation with insulin-activated SREBP1c. 
LXR also increases FAS expression by binding to the promoters of 
FAS and SREBP1c. ChREBP, SREBP1c, and LXR are activated by 
O-GlcNAc modiication, either directly or indirectly. By contrast, 
FXR downregulates FAS transcription and it is suggested that 
O-GlcNAcylation of this nuclear receptor potentiates ChREBP 
activity and, accordingly, FAS expression. Overall, it appears that 
O-GlcNAcylation drives the transcription of FAS positively.

he reciprocal interplay between phosphorylation and 
O-GlcNAcylation modulates the properties of numerous proteins. 
FAS activity is regulated at the posttranslational level by AMPK-
mediated phosphorylation; thus, the complex OGT–AMPK–FAS 
might exist but remains to be explored.

Fatty acid synthase and a small subset of OGT are resident 
in lipid microdomains. his common localization suggests that 
the two enzymes can be modiied and, therefore, activated by 
tyrosine-phosphorylation. Also, a modiication of FAS by OGT is 
not at all unlikely. Moreover, the production of lipid rat-speciic 
fatty acids may contribute to the recruitment of OGT and speed 
up the sub-localization of the putative partners and the activation 
of mitogen signaling. Finally, as described for several proteins, 
O-GlcNAcylation of FAS could be protective against ubiquitin-
dependent degradation, by promoting interaction with USP2a or 
by preventing interaction with COP1.

To date, the regulation of FAS activity and fate by 
O-GlcNAcylation, and even more so its crosstalk with OGT, have 
been neglected. Nevertheless, we consider this ield of investiga-
tion of crucial importance since such a regulatory mechanism 
might confer a proliferative advantage on cells and induce tumor 
emergence.
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Figure 50: Régulation de l’expression de la FAS par la voie PI3K/Akt et crosstalk 

OGT/Akt/mTORC1. 

 

La transcription de la FAS est régulée par le facteur SREBP1c synthétisé par la voie PI3K/Akt 

durant la phase G1 et réprimé par l’inhibition de mTORC2 durant la transition G1/S. 

 

Abréviations : PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase, mTORC : mammalian target of rapamycin 
complex, SREBP1c : sterol regulatory element-binding protein, GSK3 : glycogène synthase 
kinase 3, OGT : O-GlcNAc transférase.
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II. Hypothèse de travail 
 

Au cours du cycle cellulaire, la biosynthèse des lipides est accrue en phase G1 puis diminue en 

phase S (Kaplon et al., 2015). Ces variations peuvent être dues à des variations d’expression 

de la FAS. 

La régulation de la FAS au cours du cycle cellulaire se fait essentiellement via l’activation ou 

l’inhibition des voies de signalisation, en particulier la voie PI3K/Akt. En réponse à l’insuline 

ou aux facteurs de croissance, l’activation de la voie PI3K/Akt induit, entre autres, mTORC1 

permettant, via p70S6K, la synthèse de SREBP1c, activant la FAS (cf partie III,C,1 page 102). La 

protéine mTORC2 activée elle aussi par un signal mitogène, par un mécanisme inconnu, est 

également capable d’induire directement ou indirectement, l’activation de SREBP1c (Figure 

50).  

En fin de phase G1, Akt phosphoryle la kinase GSK3 et inhibe son activité. Ce mécanisme 

diminue fortement la dégradation de la β-caténine induisant l’activation de la cycline D1. En 

retour, la cycline D1 inactive SREBP1c réduisant l’expression de la FAS (Figure 50).  

De plus, il existe un lien entre l’OGT, la O-GlcNAcylation et la voie de signalisation PI3K/Akt. 

Après stimulation par l’insuline ou par les facteurs de croissance, l’expression de l’OGT est 

augmentée et son activité catalytique est nécessaire à l’activation de la voie. 

En réponse à l’insuline, l’OGT est adressée aux lipides rafts. En retour, la PI3K induit la synthèse 

de l’OGT et son interaction avec la membrane plasmique (Olivier-Van Stichelen et al., 2012a; 

Perez-Cervera et al., 2013). Il existe un crosstalk entre la phosphorylation et la O-

GlcNAcylation d’Akt. En effet, la O-GlcNAcylation d’Akt sur les résidus T305 et T312 inhibe sa 

phosphorylation sur le résidu T308 (Wang et al., 2012). De plus, la O-GlcNAcylation de T430 et 

T479 sur la protéine Akt induit la phosphorylation d’Akt sur la S473 et son activation (Heath 

et al., 2014). Notre équipe a, dans ce sens, montré que dans des cellules cancéreuses du sein 

MCF-7, la transfection de siOGT bloque la phosphorylation et l’activation d’Akt (Figure 50). 

Récemment, des études ont mis en évidence un lien direct entre l’OGT et mTOR. L’inhibition 

de l’activité catalytique de mTOR diminue la O-GlcNAcylation totale des protéines et 

l’expression de l’OGT. De plus, l’activation de mTOR et Akt est suffisante pour induire 

l’expression d’OGT (Park et al., 2014; Sodi et al., 2015) (Figure 50). 
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Ainsi, le but de cette perspective est de déterminer le rôle de l’OGT et de la O-GlcNAcylation 

sur l’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire. 

III. Résultats préliminaires 
 

A. Matériels et méthodes 

 

1. Culture cellulaire 

 

Les lignées HCT116 (carcinome de côlon) et HT29 (adénocarcinome de côlon) sont cultivées 

dans du DMEM en présence de SVF décomplémenté. Les IHH (cellules humaines hépatiques 

immortalisées non cancéreuses) sont cultivées dans du milieu William’s (Gibco) contenant 2 

g/L de glucose et supplémenté avec 2 mM de L-Glutamine, 20 mU/mL d’insuline bovine 

(sigma) et de 50 nM de dexaméthasone (sigma). Les cellules épithéliales de côlon fœtal 

humain CCD841CoN, équivalents normaux des HCT116 et HT29 sont cultivées dans un milieu 

complet EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) (Lonza) contenant 1 g/L de glucose et 25 

mM d’HEPES, enrichi de 10% (v/v) de SVF. Les cellules sont incubées à 37°C, sous atmosphère 

humide enrichie avec 5% (v/v) de CO2. 

2. Synchronisation et cinétique de SVF 

 

Afin de synchroniser les cellules pour une meilleure réponse aux facteurs mitogènes du sérum, 

les cellules sont privées de sérum. Le lendemain de l’ensemencement, le tapis cellulaire est 

rincé deux fois avec du DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) puis placé dans le milieu 

de sevrage (exempt de SVF) pendant 24 h. Les cellules sont ensuite stimulées 30 min, 2, 4, 8, 

12, 15, 18 ou 24 heures par du milieu de culture à 10% de SVF (v/v) pour permettre la reprise 

du cycle cellulaire et l’activation des voies de signalisation mitogènes.  

3. Traitement à la rapamycine 

 

Afin d’inhiber l’activation de la voie de signalisation mTOR, les cellules sont traitées 48 h avec 

50 nM de rapamycine (Life Technologie). Pour bloquer l’activité catalytique de l’OGT, les 

cellules sont traitées avec de l’acétyl 5S GlcNAc (50 µM) pendant les temps indiqués. 
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Figure 51 : Effet de l’inhibition de mTOR sur l’expression de l’OGT et de la FAS. 

 

Les lignées coliques ont été traitées à la rapamycine (50 nM) pendant 48 h ou non avant d’être 

lysées et les protéines d’intérêt analysées par électrophorèse SDS-PAGE. 

 

Abréviations : FAS : fatty acid synthase, OGT : O-GlcNAc transférase, GAPDH : glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase.
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B. Résultats préliminaires 

 

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si l’OGT et la FAS pouvaient être des 

cibles de la voie PI3K/Akt/mTOR. Par conséquent, les cellules HCT116 (carcinome de côlon), 

HT29 (adénocarcinome de côlon) et CCD841 CoN (cellules fœtales coliques non cancéreuses) 

ont été traitées avec de la rapamycine, inhibiteur spécifique de l’activité catalytique de mTOR 

(Figure 51). 

L’expression de la FAS est en corrélation avec celle de l’OGT et ces deux enzymes sont plus 

exprimées dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales. De plus, on note 

une augmentation de l’expression de la FAS des cellules normales CCD841CoN vers les cellules 

cancéreuses de bas grade HT29 puis de haut grade HCT116 (Figure 51). 

Dans ces lignées, la rapamycine diminue la phosphorylation de p70s6K confirmant l’efficacité 

du traitement. Ainsi, l’expression de l’OGT mais surtout de la FAS diminue suite au traitement 

à la rapamycine. Ces résultats montrent bien que la voie de signalisation mTOR régule 

l’expression de ces deux protéines (Figure 51). 

Pour déterminer l’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire, des IHH sont cultivées en 

milieu normo-glucosés (1 g.L-1), sevrées pendant 48 h puis une cinétique de remise en sérum 

a été effectuée jusque 24 h de stimulation. Ainsi, on observe une augmentation de 

l’expression de la FAS au cours du temps jusque 12 h de stimulation correspondant à la phase 

G1, déterminée par l’expression de la cycline D1. En effet, la cycline D1 a une expression 

croissante en début de phase G1/S.  

Suite à 15 h de stimulation, on observe une diminution de l’expression de la FAS en corrélation 

avec la phase S (Figure 52). 

Après 18 h de stimulation, l’expression de la FAS est de nouveau augmentée en corrélation 

avec l’entrée en phase G2 déterminée grâce à l’expression de la cycline A. En effet, la cycline 

A s’exprime en fin de phase S et en début de phase G2. 

Par conséquent, cette expérience nous a permis de mettre en évidence l’expression cyclique 

de la FAS au cours des différentes phases du cycle cellulaire (Figure 52). 
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Figure 52 : Etude de l’expression de la FAS au cours d’une cinétique de remise en sérum. 

Les cellules IHH ont été sevrées 48 h puis stimulées par du sérum pendant les temps indiqués. 

Les cellules ont été lysées et l’expression de la FAS, de l’OGT, de phospho-Akt, des cyclines A 

et D, des protéines O-GlcNAcylées totales et de la GAPDH a été mesurée par WB. 

Abréviations : IHH : immortalized human hepatocytes, FAS : fatty acid synthase, OGT : O-GlcNAc 
transférase, cyc : cycline, GAPDH : glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase. 
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Afin de déterminer le rôle de l’OGT sur l’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire, la 

même expérience que précédemment a été réalisée sur des cellules HepG2 en présence ou 

non d’un inihibiteur de l’OGT : l’acétyl-5S-GlcNAc (Ac5S). L’efficacité de l’inhibiteur est vérifiée 

par WB. En présence d’Ac5S, le niveau global de protéines O-GlcNAcylées diminue au cours 

du temps (Figure 53). La détection des cyclines A et D permet d’observer que le cycle est 

retardé en présence de l’inhibiteur d’OGT (Figure 53). 

En condition contrôle, on observe une augmentation de l’expression de la FAS à partir de 2 h 

et jusque 13 h de stimulation puis une diminution à 18 h. En présence d’Ac5S, l’expression de 

la FAS augmente uniquement à partir de 13 h de stimulation au SVF. Cette expérience montre 

que l’expression de la FAS est retardée lorsque l’OGT est inhibée (Figure 53). Il nous faudra 

déterminer si la FAS est retardée parce qu’elle est moins O-GlcNAcylée ou/et parce que 

l’inhibition de l’OGT bloque le cycle suite au manque, entre autres, d’activation des voies 

mitogéniques. 

IV. Perspectives de recherche 
 

Il serait intéressant de réitérer l’expérience de cinétique en SVF supplémenté ou non d’un 

inhibiteur de l’OGT, l’Ac5SGlcNAc, dans des cellules IHH immortalisées mais non cancéreuses 

afin de déterminer si la régulation de l’expression de la FAS en fonction des niveaux de O-

GlcNAcylation est la même quel que soit le type cellulaire étudié. 

Dans ces mêmes conditions, nous vérifierons également l’expression des ARNm de ChREBP, 

SREBP1c et de la FAS au cours du temps en présence ou non d’inhibiteur d’OGT. 

Afin de discriminer le rôle des deux enzymes du cycle O-GlcNAcylation/dé-O-GlcNAcylation 

sur l’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire, la même expérience pourrait être 

réalisée en présence de siOGT et siOGA.  

Sachant que l’OGT est relocalisée au niveau de la membrane plasmique suite à une stimulation 

par l’insuline et que son expression varie au cours d’une cinétique de stimulation au SVF, 

l’hypothèse émise est que, suite à une stimulation par l’insuline, la FAS serait relocalisée au 

niveau membranaire proche de l’OGT. Ainsi, l’OGT peut moduler l’expression et l’activité de 

la FAS en fonction des différentes phases du cycle cellulaire. Un fractionnement subcellulaire 

pourrait être réalisé au cours de la cinétique de remise en sérum pour tenter de répondre à 

cette question. 
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Figure 53 : Rôle de l’inhibition de l’OGT sur l’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire. 

 

Les cellules HepG2 ont été sevrées 48 h puis stimulées grâce au sérum pendant les temps 

indiqués. Les cellules ont été lysées et l’expression de la FAS, de l’OGT, de phospho-Akt, des 

cyclines A et D, des protéines O-GlcNAcylées totales et de la GAPDH a été mesurée par WB. 

 

Abréviations : FAS : fatty acid synthase, OGT : O-GlcNAc transférase, cyc : cycline, Ac5S : acétyl5S-
GlcNAc. 
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Figure 54 : Vie et mort de la FAS au cours du cycle cellulaire. 

La FAS montre une expression variable au cours du cycle cellulaire. En début de phase G1, 

son expression est augmentée par l’activation de mTORC1 et mTORC2 responsable de la 

traduction de SREBP1c et de la FAS elle-même. La FAS exprimée est ensuite stabilisée par O-

GlcNAcylation grâce à la formation d’un complexe OGT/FAS/USP2a. En phase S, e complexe 

se dissocierait induisant une dégradation protéasomale de la FAS. 
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Au cours de ma thèse, qui peut être divisée en deux parties, nous avons évalué la O-

GlcNAcylation de la Glucokinase et de la Fatty Acid Synthase ainsi que le rôle de cette 

modification post-traductionnelle sur leur expression. Une augmentation des niveaux de O-

GlcNAcylation augmente leur stabilité et induit une augmentation de l’activité catalytique de 

la FAS permettant d’expliquer la biosynthèse accrue des AG responsable de la stéatose 

hépatique. Ces deux parties ont été réalisées dans un contexte physiopathologique où les 

niveaux de glycolyse et de lipogenèse sont augmentés. Par conséquent, nous nous sommes 

focalisés sur le rôle de la O-GlcNAcylation sur les propriétés de la GK et de la FAS dans le 

stockage du glucose en excès sous forme d’acides gras. 

En condition de normo glycémie, la FAS joue un rôle primordial dans la biosynthèse des AG, 

composants majeurs des membranes plasmiques. Par conséquent, la régulation de la FAS est 

de première importance dans un contexte de prolifération anormale, caractéristique des 

cellules cancéreuses. Pour cela, les cellules passent d’un métabolisme oxydatif à un 

métabolisme glycolytique, shift métabolique accompagné d’une augmentation de 

l’expression de la FAS. De plus, ces cellules présentent une augmentation globale des 

protéines O-GlcNAcylées et une augmentation de l’expression de l’OGT. 

En perspectives de recherche, les premiéres observations confirment que, dans les cellules 

hépatiques, la FAS a une expression variable au cours du cycle cellulaire. De manière très 

intéressante, les résultats préliminaires montrent que l’OGT et la O-GlcNAcylation jouent 

probablement un rôle sur cette expression puisque l’utilisation d’un inhibiteur de l’OGT 

dérégule les variations de l’expression de la FAS au cours des différentes phases du cycle. 

Ce phénomène pourrait s’expliquer de la manière suivante : en phase G1, l’expression de la 

FAS augmente grâce à l’activation d’Akt qui agit à deux niveaux, en inhibant GSK3β, elle-même 

inhibitrice de mTORC2 (facteur induisant l’expression de SREBP1c) et en induisant mTORC1 

activateur de l’expression transcriptionnelle de la FAS (Figure 54). En parallèle, l’OGT est 

activée par mTORC1 ce qui promeut la formation d’un complexe FAS/OGT/USP2a et la O-

GlcNAcylation de la FAS, la stabilisant (Baldini et al., 2016). (Figure 54). L’activation de l’OGT 

et l’augmentation de O-GlcNAcylation sont potentialisées par l’apport en acides aminés, 

glucose, acides gras et nucléotides (Figure 54), cruciaux en phase G1. En fin de phase G1, le 

complexe se dissocie, la FAS est ubiquitinylée et dégradée (Figure 54). 
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En conclusion, au cours de cette thèse, nous avons montré que la O-GlcNAcylation joue un 

rôle primordial sur l’expression de la Glucokinase et de la Fatty Acid Synthase pour le stockage 

du glucose sous forme d’acides gras. Ces acides gras néosynthétisés contribuent, en partie, à 

l’émergence ou au développement de la stéatose hépatique, affection hépatique pouvant 

évoluer en NASH ou encore en hépatocarcinome. 

En perspectives de recherche, nos résultats préliminaires montrent que la O-GlcNAcylation et 

l’OGT jouent un rôle sur l’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire. Les cellules 

cancéreuses présentent un niveau global de O-GlcNAcylation, d’OGT et de FAS augmenté. 

Ainsi, la O-GlcNAcylation et l’OGT pourraient contribuer, en partie, à l’expression de la FAS, 

caractéristique des cellules cancéreuses. 
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Abstract  

O-GlcNAcylation (O-linked beta-N-

acetylglucosaminylation) is a widespread post-

translational modification (PTM) confined within 

the nuclear, the cytosolic and the mitochondrial 

compartments of eukaryotes. Recently, O-

GlcNAcylation has been also detected in the 

close vicinity of plasma membranes particularly 

in lipid microdomains. The detection of this PTM 

can be easily done if appropriate controls and 

precautions are taken using a wide variety of 

tools including lectins, antibodies or click-

chemistry-based methods. In contrast, the 

identification of the proteins bearing O-GlcNAc 

moieties and the localization of the precise sites 

of O-GlcNAcylation remain challenging. This is 

due to the lability of the glycosidic bond 

between hydroxyl group of serine or threonine 

and N-acetylglucosamine using conventional 

fragmentation techniques such as collision-

induced dissociation (CID). To tentatively 

overcome this technical limitation, electron-

capture dissociation (ECD) or electron-transfer 

dissociation (ETD) tandem mass spectrometry 

(MS/MS) are now used. Thanks to these 

breakthroughs, a large number of O-GlcNAc sites 

have been identified to date but these 

methodologies remain far to be used in routine.  

 

1. O-GlcNAc in the world of PTMs 

 1.1. PTMs exponentially increase 

protein diversity and functionality 

In parallel with Celera Genomics [1], the Human 

Genome Project launched in 1990 surprisingly 

revealed that the human DNA sequence (three 

billions base-pairs) only encoded third of the 

100,000 protein-genes that were expected [2]. 

Since then, this number is constantly revised 

downwards: today it is estimated to be around 

21,000 genes, as many as in mouse but less than 

in maize! Actually, the human proteome is larger 

than those of the majority of organisms because 

protein-encoding genes are able to give more 

than one single product, in part thanks to 

alternative splicing of primary transcripts. Also, 

it is considered that the post-translational 

modifications (PTM) exponentially increase 

protein isoforms and thus finely regulate signal 

transduction and cellular physiology: this 

endows a same protein with several functions as 



Vercoutter-Edouart et al. 2015 

2 

 

a consequence of modulating partner-partner 

interactions, stability or catalytic activity (Fig. 1). 

Amongst the hundreds of PTMs that exist in 

living beings, a large variety of glycosylations are 

found.  

 

 1.2. O-GlcNAcylation is the sweetened 

counterpart of phosphorylation 

In contrast with N- and O-glycosylations, O-

GlcNAcylation is simple at the structural point of 

view since it consists in the transfer of a single N-

acetylglucosamine moiety through a beta-

linkage onto serine and threonine residues (Fig. 

2A). O-GlcNAcylation is confined within the 

nuclear, the cytosolic and the mitochondrial 

compartments of cells [3, 4] (Fig. 2B). A small 

fraction of the O-GlcNAcylated proteins is 

located at the cytoplasmic side of the plasma 

membrane and more especially in lipid 

microdomains or rafts [5]. Like phosphorylation 

with which it can compete, O-GlcNAcylation is 

reversible (Fig. 2A) [6]. The cycling of O-

GlcNAcylation is controlled by OGT (O-GlcNAc 

transferase: GT41 in CAZy classification) that 

catalyzes the transfer of the GlcNAc group 

provided by UDP-GlcNAc, the end-product of 

HBP (hexosamine biosynthetic pathway), and 

OGA (O-GlcNAcase: GH84 family in CAZy 

classification) that hydrolyzes the residue [7]. O-

GlcNAcylation not only interferes with 

phosphorylation but increasing evidences show 

that a crosstalk also exists with other PTMs 

including acetylation [8], methylation [8, 9], 

ubiquitination [10-12] and proteolysis process 

[13] (Fig. 2A). These interplays offer theoretically 

infinite combinations of PTMs on protein 

isoforms in the human proteome. The diversity 

of O-GlcNAcylated proteins, the dynamism of O-

GlcNAcylation and its interaction with other 

PTMs make this glycosylation a regulator of most 

of the basic and fundamental cellular processes 

such as cell signaling [5, 6, 12, 14-17], cell cycle 

[18-21] and apoptosis [22, 23]. Deregulation of 

O-GlcNAc cycling has been linked with the 

etiology of diabetes [17, 24, 25], cancers [26, 27], 

cardiovascular diseases [28, 29] and neuronal 

disorders [30]. 

Thus, elucidating the molecular and cellular 

processes regulated by O-GlcNAcylation is 

strongly supported by the characterization of 

the O-GlcNAcome based on the identification of 

O-GlcNAcylated proteins, the steady state level 

of O-GlcNAc proteins (i.e. quantification and 

cycling of O-GlcNAc/de-O-GlcNAc proteins' 

isoforms), and the mapping of the O-GlcNAc 

sites. In this review, we look over the various 

biochemical tools and approaches used to access 

to the O-GlcNAcome and we summarize 

advances in MS technology to localize O-GlcNAc 

sites. For more details, we refer to the original 

publications and recent reviews.  

 

2. How to routinely visualize and analyze the O-

GlcNAcome? 

 2.1. Detection and enrichment of O-

GlcNAc proteins with antibodies and lectins.  

  2.1.1 Antibodies 

Since its first evidence in 1984 [31], different 

approaches have been developed to detect O-

GlcNAcylation and to identify O-GlcNAcylated 

proteins. The elongation of O-GlcNAc residues 

by bovine GalT using UDP-[3H]-galactose was 

routinely used a few decades ago to detect O-

GlcNAc. This strategy allowed the identification 

of one of the first described O-GlcNAcylated 

proteins, the Band 4.1 in erythrocyte [32]. At the 

same time, another group described a 

monoclonal antibody, originally raised against a 

subset of eight proteins localized to the nuclear 

pore complex [33] that in fact specifically 

recognizes O-GlcNAc residues [34]. Since then, 

the "RL2 antibody" is commonly used to detect 

O-GlcNAcylation by Western blotting or indirect 

immunofluorescence and to enrich O-

GlcNAcylated-proteins by immunoprecipitation. 

In this way it allows the identification of O-

GlcNAc proteins involved in the translational 

machinery [35], cell cycle progression [20] and 

chromatin structure [11] (Table 1). Since RL2 

monoclonal antibody shows restricted reactivity 
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with O-GlcNAc–modified proteins, antibodies 

recognizing other O-GlcNAc epitopes were 

developed (CTD110.6 [36], 

18B10.C7(#3)/9D1.E4(#10)/1F5.D6(#14) [37], 

and HGACs 39, 49, and 85 [38] (review in [39, 

40]. Among them, CTD110.6 raised against the C-

terminal domain of RNA polymerase II is also 

widely used to detect O-GlcNAc proteins in 

mammalian cells [41-43], and tissues [44-46]. To 

enrich O-GlcNAcylated proteins using CTD110.6 

IgM antibody, it is necessary to covalently couple 

CTD110.6 antibody to cyanogen bromide-

activated sepharose or agarose to perform the 

immunoaffinity chromatography [48, 49], as it 

has been done to enrich O-GlcNAc-modified 

proteins from rat brain [44] and COS-7 cells [47]. 

A mixture of anti-O-GlcNAc antibodies was also 

used to immunoprecipitate and identify more 

than two hundred O-GlcNAc proteins in HEK293 

T cells [37]. This approach is useful to selectively 

enrich O-GlcNAcylated proteins in order to 

further map O-GlcNAc sites by MS/MS (Table 1) 

[50]. Recently, it was demonstrated that some of 

the antibodies raised against O-GlcNAc proteins, 

including CTD110.6 and 9D1.E4(#10), also detect 

N-linked GlcNAc2 generated only under severe 

stress and nutrient deprivation conditions 

[51,52], terminal beta-GlcNAc and O-GlcNAc 

residues on membrane and secreted proteins 

containing EGF repeats [53]. Thus, precautions 

have to be taken by using appropriate 

experimental conditions and controls to 

specifically detect O-GlcNAc-modified proteins 

[39, 52]. Finally, O-GlcNAc antibodies were 

recently used in an innovative manner. By 

combining the use of human protein microarrays 

with in vitro OGT activity and CTD110.6 

detection, Ortiz-Meoz and co-workers 

discovered novel OGT substrates including low 

abundant signaling and regulatory proteins [54]. 

  2.2.2 Lectins 

Alternatively, the lectin prepared from Triticum 

vulgaris, WGA (Wheat Germ Agglutinin), is used 

to detect O-GlcNAc although it lacks specificity. 

This plant lectin also binds sialic acids and 

terminal beta-GlcNAc on complex glycans. This 

tool was first used in various forms, rhodamin-, 

ferritin- and peroxidase-labeled, to detect O-

GlcNAcylation of nuclear pore components [55]. 

The use of succinylated-WGA is preferable; this 

chemically modified-form of the lectin avoids 

the recognition of sialic acids [39, 56]. A lectin 

isolated from the mushroom Agrocybe aegerita, 

AAL2, was recently described [57]. It binds 

terminal non-reducing GlcNAc moieties and may 

also be useful to detect O-GlcNAcylation. Since 

both WGA and AAL2 do not discriminate 

terminal GlcNAc and single O-GlcNAc residues, 

their use needs to be proceeded with 

precautions: it is advised to treat samples with 

PNGase F to remove complex N-glycans and to 

perform a chemical or enzymatic desialylation 

before analysis [58-60]. The specificity of lectins 

can also be controlled by incubation with free 

GlcNAc that abrogates their interaction with 

glycosylated proteins [61]. To enrich O-

GlcNAcylated proteins from complex samples, 

WGA affinity chromatography is currently used; 

the presence of membrane proteins modified by 

complex O- and N-glycans can be limited by 

subcellular fractionation [39, 58]. Moreover, this 

strategy can also be applied on O-GlcNAc 

peptides carrying few modifications, as 

discussed in section 3.2 [62]. 

Accordingly, antibodies and lectins are useful 

tools for studying the O-GlcNAcome but they 

exhibit variable specificity. To facilitate the study 

of the biological functions of O-GlcNAc, 

extensive development of site-specific 

antibodies is now needed [11, 63]. 

 

 2.2. From the use of radioactive sugars 

to the way of click-chemistry 

Historically, the first approach to detect O-

GlcNAcylation consisted in the radiolabeling of 

GlcNAc moieties using UDP-[3H]-Galactose and 

milk galactosyltransferase (GalT, the enzyme 

that in partner with alpha-lactalbumin 

composed the lactose synthase in the Golgi 

lumen of the cells of the mammary gland) 
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followed by a beta-elimination and the analysis 

of the products by gel-filtration [31], high 

voltage paper electrophoresis [64] or HPLC [39, 

61]. However this approach is time-consuming 

and requires large amount of radiolabeled UDP-

Gal due to the low detection limit of the 

radioactive galactose. Since now ten years, this 

technique has evolved thanks to click-chemistry. 

A derivative of galactose is grafted onto GlcNAc 

moieties by an engineered modified GalT, the 

GalT1 Y289L that is able to use UDP-Gal analogs 

such as UDP-GalNAz and UDP-ketogalactose 

[65]. Transfer of GalNAz or ketogalactose is 

followed by the selective and specific chemical 

addition of biotin alkyne or aminoxy-biotin 

respectively. These probes allow the purification 

and detection of the tagged proteins or peptides 

by avidin/streptavidin affinity chromatography 

and identification of O-GlcNAc proteins and O-

GlcNAcylation sites (Table 2) [66-68 and 

references in Table 2]. Alternative approaches 

consisting in the metabolic labeling of cultured 

cells with per-O-acetylated N-

azidoacetylglucosamine (Ac4GlcNAz) (bio-

orthogonal conjugation of azide-tagged GlcNAc) 

[67-72] or per-O-acetylated N-alkyne-

acetylglucosamine (Ac4GlcNAlk) were also 

developed [73]. Taken together, these 

approaches, also known as tagging-via-substrate 

(TAS) strategies [69], are used to identify O-

GlcNAc-tagged proteins and peptides by MS/MS 

(Table 2) [8, 47, 66, 70, 71, 73-76]. To improve 

the exact localization of GlcNAc sites on tagged-

peptides, photocleavable biotin probes were 

developed [77, 78] and successfully allowed the 

mapping of 140 O-GlcNAc sites of proteins from 

the mitotic spindle in HeLa cells [19] and more 

than 350 sites on mouse neuronal proteins [78] 

(Table 2). More recently, a modified click 

chemistry based-strategy has been proposed to 

improve enrichment of O-GlcNAc proteins by 

using an alkyne-resin [72]. After metabolic 

labeling of cells by Ac4-GlcNAz, click chemistry on 

an alkyn-resin and MS/MS peptide sequencing 

on-resin trypsin proteolysis, allowed the 

identification of around 1500 O-GlcNAc proteins. 

Subsequent elution of covalently resin bound O-

GlcNAc peptides using selective β-elimination 

enabled the identification of 185 O-GlcNAc sites 

on 80 proteins from HEK 293 cells [72]. 

The stoichiometry of O-GlcNAcylated forms of a 

given protein remained difficult to estimate until 

2010, when Rexach and coworkers synthesized a 

resolvable mass tag using amino-oxy-

functionalized polyethylene glycol molecules 

(PEG 2K or 5K) [79]. After chemoenzymatic 

labeling of proteins and reaction with the 

functionalized PEG tag, the labeled proteins are 

resolved by SDS-PAGE. The Western blot against 

the target protein and the molecular mass shift 

correlated to the number of PEG molecules 

grafted onto the protein of interest  allows the 

relative quantification of detected bands [68, 79-

81]. More recently an alternative strategy of 

PEGylation of the O-GlcNAc-modified proteins 

was developed. The metabolic incorporation of 

peracetylated azidogalactosamine (Ac4GalNAz) 

that can be metabolized in UDP-GlcNAz via the 

salvage pathway [76], was combined with a 

copper-free click chemistry-based strategy using 

azadibenzylcyclooctyne (DBCO)-conjugated 

PEG5k. This approach allowed the determination 

of the O-GlcNAcylated/unmodified protein ratio, 

as shown for the transcription factor Sp1 [82]. 

 

2.3 BEMAD and beyond 

While click-chemistry is a powerful tool to 

detect, enrich and identify O-GlcNAcylated 

proteins and peptides, this strategy is not so 

effective to map O-GlcNAcylation sites if a 

noncleavable probe is used. To overcome this 

lack, BEMAD (beta-elimination followed by 

Michael addition with dithiothreitol) was 

developed directly [39, 44, 83] or after 

chemoenzymatic labeling with sugar analogs [8, 

47, 75]. BEMAD consists in a mild beta-

elimination of O-linked residues from the 

protein/peptide backbone and the addition of 

dithiothreitol (DTT) to the protein via a Michael 

addition (BEMAD). These modified 
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proteins/peptides are then enriched by thiol-

sepharose affinity chromatography [39, 44, 84]. 

The advantage of this technique is the high 

stability of the resulting chemical bond, allowing 

a more easily site mapping by mass 

spectrometry [44, 83]. However, since peptides 

initially modified by phosphorylation or other 

glycosylations can also react to BEMAD, controls 

with alkaline phosphatase and beta-

hexosaminidase treatments are absolutely 

required to ensure that enriched peptides were 

originally O-GlcNAcylated [39]. Nevertheless, 

the total digestion by the one or the other 

enzyme cannot be guaranteed, requiring 

additional control experiments. To overcome 

this technical limitation, alternative strategies 

based on BEMAD were developed, relying on the 

selective and specific click chemistry-based 

strategy. After chemoenzymatic labeling of O-

GlcNAc proteins with UDP-GalNAz, binding to 

biotin alkyne probe and affinity chromatography 

enrichment of tagged peptides, bound O-GlcNAc 

tagged peptides can be released directly from 

the streptavidin resin using BEMAD (Table 2) [8, 

47, 75]. Another elegant adapted BEMAD 

strategy using a biotin-cystamine (biCy) tag was 

described [43]. The specificity of the reaction 

was controlled by differential isotopic labeling 

with either the light or deuterated tag (biCy-

d0/biCy-d4) allowing both the discrimination 

between unspecific and specific peptides and 

the relative quantification of the tagged 

peptides. 

3. Use of MS techniques for identification of O-

GlcNAcylated proteins and O-GlcNAc sites 

 3.1 Contribution of alternative 

fragmentation methods 

The mapping of O-GlcNAc sites remains 

challenging for two main reasons. First, the 

relative low abundance of the O-GlcNAc 

modified form of the protein, thus selective 

enrichment of modified proteins or peptides is 

required to simplify samples and successfully 

identify the O-GlcNAc peptides in a mixture of 

peptides by MS (Table 1). Second, mapping O-

GlcNAc site remains difficult because of the 

labile property of the glycosidic linkage between 

Ser/Thr residues and GlcNAc when using the 

collision-induced dissociation (CID) conventional 

peptide fragmentation technique in a mass 

spectrometry analysis [24, 41, 45, 85]. In the last 

decade, technological advances in the field of 

mass spectrometry including novel 

fragmentation methods significantly contribute 

to overcome O-GlcNAc site mapping. Electron-

capture dissociation (ECD) and electron-transfer 

dissociation (ETD) fragmentation modes retain 

O-GlcNAc, but also other labile PTMs such as 

phosphorylation and acetylation on the 

modified amino acids [24, 86, 87]. ECD uses the 

partial neutralization of multiply-protonated 

ions with low energy electrons in the magnetic 

field of a FT-ICR mass spectrometer, allowing the 

labile modifications to remain intact during 

inter-residue backbone fragmentation. Thus, 

analysis of peptides from purified PKC proteins 

allowed the identification of 23 O-GlcNAc sites 

and 10 phosphorylation sites on seven PKC 

isoforms by combining CID and ECD 

fragmentations on a FT-ICR mass spectrometer 

[88]. ETD is similar but works in low-cost and 

low-maintenance ion trap mass spectrometers. 

ETD induces fragmentation of the peptide 

backbone by transferring an electron from a 

radical anion to a protonated peptide, causing 

cleavage of the Cα–N bond, just as ECD does 

(Tables 1 and 2) [8, 42, 45, 50, 66, 77, 86, 89-91].  

 3.2 Enrichment of O-GlcNAc proteins 

and peptides without chemical derivatization 

Several tools are now available to enrich O-

GlcNAc proteins before MS/MS analysis. Thanks 

to the use of lectins and the development of 

specific O-GlcNAc antibodies (see section 2.1.1), 

O-GlcNAc proteins can be enriched by lectin 

affinity chromatography or immunoprecipitated 

by one or several antibodies before 

identification by tandem mass spectrometry 

(Table 1) [35, 37, 44, 47, 49, 50]. Moreover, the 

combination of two-dimensional 

electrophoresis separation and anti-O-GlcNAc or 
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WGA Western-blot helps in identifying O-GlcNAc 

modified protein spots [20, 46, 58]. 

Immunoprecipitation and lectin enrichment can 

allow the mapping of O-GlcNAc sites when 

properly combined with HCD (High Energy C-

Trap Dissociation) fragmentation for the 

detection of HexNAc oxonium ion as a signature 

to target O-GlcNAc modified peptides and ETD 

fragmentation for peptide sequencing and site 

localization respectively [11, 50, 91]. As an 

example, the combination of HCD/ETD 

fragmentation allowed the identification of 83 

O-GlcNAc sites (including 70 novel sites) from 13 

proteins in HEK293T cells after 

immunoprecipitation of O-GlcNAcylated 

proteins by a mixture of antibodies [50]. 

However, antibodies are not suitable to 

immunoprecipitate O-GlcNAc peptides and 

WGA-conjugated agarose beads are not 

effective for the binding and elution of O-GlcNAc 

peptides using a standard protocol, due to the 

weak interaction between a single N-

acetylglucosamine moiety of O-GlcNAc and the 

lectin. Nevertheless, the separation of O-

GlcNAc-modified peptides from unmodified 

peptides can be achieved through their 

retardation on a WGA long column during 

isocratic HPLC (Table 1) [24, 42, 83, 86, 91]. Such 

a weak affinity chromatography (LWAC) 

approach was successfully used for the 

enrichment of O-GlcNAc peptides prior to site 

mapping by MS/MS, as illustrated by the 

identification of 1750 O-GlcNAc sites from 

mouse synaptic proteins [90]. 

3.3 Enrichment of O-GlcNAc proteins 

and peptides with chemical derivatization 

Thanks to the arsenal of chemical tools 

developed for studying the O-GlcNAcome, most 

of the O-GlcNAc sites are nowadays mapped 

after chemical derivatization [67, 68, 81]. 

Metabolic or chemoenzymatic labeling prior to 

avidin/streptavidin or other beads purification 

enable the elution of O-GlcNAc proteins or 

peptides before MS analysis (Table 2) [45, 47, 69, 

70, 76, 92]. Moreover, the use of a 

photocleavable probe that leaves a basic tag at 

the O-GlcNAc site improves the ETD 

fragmentation efficiency along the peptide 

backbone [18, 73]. These approaches can also be 

combined with beta-elimination or BEMAD 

treatment of bound tagged O-GlcNAc peptides 

to facilitate the exact identification of the 

modified amino acid in the peptide sequence 

[47, 72, 75]. 

 3.4 Towards a quantitative approach of 

the O-GlcNAcome 

The dynamic of O-GlcNAcylation in cells and 

organisms is tightly related to extracellular 

signals. Thus, accessing O-GlcNAc cycling is 

possible through quantitative proteomics albeit 

it is far to be routinely performed. The 

differential labeling of proteins can be achieved 

before cell lysis using SILAC (Stable Isotope 

Labeling with Amino Acids in Cell Culture) [93]. 

This approach was used to evaluate the O-

GlcNAc changes upon GSK3 inhibition [47] and 

stress response [49] and to investigate the 

connection between OGT and the Polycomb 

repressive complex 2 in mouse embryonic stem 

cells [42]. In vitro labeling of peptides after the 

proteolysis step is another way to evaluate O-

GlcNAc dynamics. The isotopic labeling of 

peptides using the iTRAQ (isobaric tags for 

relative and absolute quantification) strategy 

[94] coupled with the chemoenzymatic labeling 

enrichment was performed to identify proteins 

differentially O-GlcNAcylated between human 

normal and diabetic erythrocytes [75]. 

Alternatively to quantitative proteomic 

approaches, several differential isotopic labeling 

of chemical compounds used in O-GlcNAc 

targeted strategies have been developed. The 

comparison of the BEMAD-treated O-GlcNAc 

peptides using light DTT versus heavy 

deuterated DTT leads to the quantification of O-

GlcNAcylation and phosphorylation in mouse 

neuronal proteins [84]. Khidekel and coworkers 

developed the QUIC-Tag strategy for 

quantitative O-GlcNAc proteomics [45]. This is 

based on the labeling of O-GlcNAc proteins by 
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enzymatic transfer of a ketogalactose biotin 

probe followed by proteolysis and reductive 

amination into the peptides in presence of either 

formaldehyde/NaCNBH3 or deuterated 

formaldehyde/NaCNBD3 before selective 

enrichment on an avidin column. The relative 

quantification of the O-GlcNAc peptides 

between the two cellular states is then 

determined by the MS analysis. Despite the 

development of elegant strategies, further effort 

is still needed to access more easily to the 

relative quantification of the O-GlcNAcome. An 

emerging field is undoubtedly the use of the 

targeted MS method, the Multiple Reaction 

Monitoring Mass Spectrometry (MRM-MS) to 

detect and quantify native O-GlcNAc modified 

peptides without labeling and enrichment [95]. 

4. Concluding remarks 

During this last decade much attention has been 

focused on O-GlcNAcylation. This modification is 

universally widespread in the living beings 

including viruses, and alterations in O-GlcNAc 

cycling contribute to the etiology of several 

human diseases. Therefore, defining the O-

GlcNAcome of the studied cells or organisms is a 

prerequisite for the understanding of the 

biological functions played by this atypical 

glycosylation. Nowadays the main challenge is to 

identify the precise sites of protein O-

GlcNAcylation in order to anticipate its 

functional roles. Enrichment of O-GlcNAc 

proteins using different biochemical tools and 

approaches as antibodies, metabolic or 

chemoenzymatic labeling combined with 

glycopeptide isolation and cutting-edge mass 

spectrometry approaches facilitate this 

research. Indeed the use of alternative 

fragmentation modes in MS such as ECD or ETD 

offers invaluable opportunities to precisely 

localize the sites of O-GlcNAcylation. There is no 

doubt that in the near future new technological 

breakthroughs will authorize the localization of 

O-GlcNAcylation sites in record time on very low 

quantities of either a purified protein or a 

protein mixture. Mapping O-GlcNAc sites may 

give information about a potential competition 

with known phosphorylated amino acid 

residues, and allows the construction of 

glycosylation mutants for studying diverse 

molecular and cellular functions such subcellular 

localization, stability, catalytic activity and 

cellular properties. The site mapping of O-

GlcNAc proteins is also a prerequisite for the 

development of site-specific O-GlcNAc 

antibodies that will facilitate this current 

research field. Additionally, as evidenced by a 

few recent studies [8, 9, 11, 12], the crosstalk 

between O-GlcNAcylation and other PTMs needs 

to be further elucidated to get an overview of 

the complex regulation of protein functionality 

in response to extracellular stimuli/signals. 
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Figure 1- PTMs modulate partner-to-partner interactions and consequently are responsible 

for protein functions. A protein can be modified by a large variety of PTMs (represented as 

symbols Ш, Γ, Τ, Ґ, Ү, ך). A single PTM or a combination of PTMs modifies the local 

conformation of either regions or domains of a protein and therefore offers different 

interaction surfaces. As a consequence, a protein is able to interact with a plethora of partners 

that can change its localization, stability, interaction with other partners, and finally its 

activities. 
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Figure 2- The main characteristics of O-GlcNAcylation. 

A- Amongst the PTMs, O-GlcNAcylation is a dynamic glycosylation which is in close relationship with 

phosphorylation and also interplays with other PTMs. Compared to the 21,000 genes encoded by the genome, 

the human proteome is largely more complex, estimated to over 1 million proteins. In addition to transcriptional 

regulation, this complexity can be explained by the myriad of PTMs, some of them being reported on this figure. 

O-GlcNAcylation is a dynamic PTM like phosphorylation with which it can compete for the same or adjacent 

serine/threonine residues or act in synergy. The reversibility of this modification is regulated by a single couple 

of enzymes: OGT that transfers the GlcNAc group onto serines or threonines of substrates and OGA that removes 

it. O-GlcNAc cycling interplays also with acetylation, methylation, ubiquitination and proteolysis as indicated by 

an arrow.  

PPase, phosphatase; Ac, acetylation; Me, methylation; SUMO, sumoylation; Ub, ubiquitination; ADP-Rib, ADP-

ribosylation; NEDD8 (ubiquitin-like molecule), NEDDylation; SNOs, S-Nitrosylation; GPI, glycosyl 

phosphatidylinositol anchor; palmitoyl, S-palmitoylation; geranylgeranyl and farnesyl, S-prenylation. 

 

B- O-GlcNAcylation is confined within the cytoplasmic, nuclear and mitochondrial compartments. In contrast 

with complex glycosylations that occur in endoplasmic reticulum, Golgi apparatus and more largely along the 

secretory pathway, O-GlcNAcylated proteins are mainly located in the cytosol and nucleus. It has also been 

evidenced that O-GlcNAcylation occurs in mitochondria (an isoform of OGT, mOGT, has been described in 

mitochondria) and at the cytoplasmic face of the plasma membrane, in the close vicinity to lipid rafts.  
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Table 1- Identification of O-GlcNAc proteins and O-GlcNAc sites using antibodies and lectins.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2- Identification of O-GlcNAc proteins and O-GlcNAc sites using click-chemistry based 

methods: upper part, enzymatic transfer using GalT1Y289L and lower part, metabolic 

incorporation. 

References cell type or tissue Enrichment method MS method

number of   

identified  O -

GlcNAc proteins

number of   identified  

O -GlcNAc sites or 

peptides

rat brain CTD110.6 Immunochromatography MS/MS 30

rat brain and liver BEMAD and thiol-sepharose CID MS/MS 3 8 sites 

Chalkley et al., 2003 [85] human recombinant SRF purified CID MS/MS 1 2 sites 

Cieniewski-Bernard et al.,  2004 [58]rat skeletal muscle WGA beads and 2D-electrophoresis MALDI-TOF MS 14

Vosseller et al.,  2006 [83] mouse brain (post- synaptic preparation)LWAC and BEMAD CID/ECD MS/MS 18
65 peptides, 42 

sites 

Wang et al., 2007 [47] COS7 cells CTD110.6 Immunochromatography MS/MS 45

Robles-Flores et al., 2008  [88] rat hepatocytes PKC purification CID/ECD MS/MS 7
34 peptides, 23 

sites

Ohn et al.,  2008 [35] UO2S cells (ribonucleoproteins granules)IP RL2 MS/MS 51

Chalkley et al. , 2009 [86] mouse brain (post- synaptic preparation)LWAC CID/ETD MS/MS 15 58 sites 

Teo et al., 2010 [37] HEK293T cells 
IP O-GlcNAc (18B10.C7, 9D1.E4, 1F5.D6, 

CTD110.6)
MS/MS 215

Hela cells and rat liver  ribosome preparation MS/MS 21

rat liver  ribosome preparation CID MS/MS 4 4 sites 

Fujiki et al , 2011  [11] HeLa cells (chromatin preparation) WGA beads and  IP RL2
Q-TOF MS/MS and 

ETD MS/MS
257 3 sites (H2B)

Myers et al., 2011 [42] mouse embryonic stem cells LWAC ETD-MS/MS 62 142 sites 

Zachara et al., 2011  [49] Cos-7 cells CTD110.6 Immunochromatography Q-TOF MS/MS 30 7 peptides 

Zhao et al.,  2011 [50] HEK293T cells IP O-GlcNAc (18B10.C7+9D1.E4+ 1F5.D6) HCD/ETD MS/MS 186 83 (13 proteins)

Drougat et al., 2012 20] MCF7 cells 2D-electrophoresis and  Western-blot (RL2) MS/MS 58

Trinidad et al., 2012 [90] mouse brain (synaptic membrane) LWAC CID/ETD MS/MS 1750

Champattanachai  et al.,  2013 

[46]
breast tissue 

2D-electrophoresis and  Western-blot 

(CTD110.6) 
MS/MS 29

Nagel et al., 2 013 [91] MC3T3E1 differentiated osteoblasts LWAC 
CID/ETD MS/MS and 

HCD/ETD MS/MS
23 sites 

Olivier-Van Stichelen et al. , 2014 [89HT29 cells IP beta-catenin ETD MS/MS 1 4 sites 

Zeidan et al., 2010 [41]

Wells et al. , MCP 2002 [44]
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References cell type or tissue
enzymatic transfert 

using GalT1Y289L
functionalized probe  affinity enrichment and post-treatment MS method

number of   

identified O-GlcNAc 

proteins

number of   identified  

O-GlcNAc sites or 

peptides

Khidekel et al. ,  2004  [66] rat brain UDP-ketoGal Aminoxy biotin avidin beads CID MS/MS 25 34 peptides

Khidekel et al., 2007 [45] cortical neurons from embryonic rats UDP-ketoGal Aminoxy biotin avidin beads CID/ETD MS/MS 26 29  peptides 

Wang et al., 2007 [47] COS7 cells UDP-GalNAz biotin alkyne avidin beads  and BEMAD MS/MS 1 site 

Dehennaut et al., 2008 [74] oocytes from Xenopus UDP-GalNAz biotin alkyne avidin beads MS/MS 24 1  site 

Wang  et al., 2009 [75] human erythrocytes UDP-ketoGal Aminoxy biotin streptavidin beads MS/MS 25

Wang et al., 2009 [75] human erythrocytes UDP-GalNAz PEG-biotin alkyne streptavidin beads and BEMAD CID MS/MS 17 35 sites 

Parker  et al., 2011 [92]
HeLa cells  (nuclear preparation)  and  mouse 

brain
UDP-GalNAz phospho-alkyne Titanium dioxyde beads HCD/ETD MS/MS

31 sites  and 11 

peptides      

Sakabe  et al., 2010 [8] HeLa cells  (histone purification) UDP-GalNAz biotin alkyne avidin beads  and BEMAD MS/MS 3 3 sites 

Wang et al., 2010 [19] HeLa cells  (mitotic spindle preparation) UDP-GalNAz photocleavable  biotin alkyne avidin beads  and UV cleavage CID/ETD MS/MS 73 140 sites 

Wang et al., 2010 [77] rat brain UDP-GalNAz photocleavable PEG-biotin alkyne avidin beads  and UV cleavage CID/ETD MS/MS 7 8 sites 

Alfaro et al., 2012 [78] mouse cerebrocortical brain UDP-GalNAz photocleavable PEG-biotin alkyne avidin beads  and UV cleavage HCD-CID/ETD MS/MS 249 358 sites

Overath et al.,  2012  [43]
mouse brain, liver and spleen (20S proteasome 

and Hsp90 purification)
adapted BEMAD and  biotin-cystamine tag-d

0
/d

4 streptavidin beads MALDI-TOF/TOF MS 8 11 sites 

References cell type or tissue
metabolic 

incorporation
functionalized probe  affinity enrichment and post-treatment MS method

number of   

identified O-GlcNAc 

proteins

number of   identified  

O-GlcNAc sites or 

peptides

Sprung et al. , 2005 [69] Drosophila S2 cells Ac4-GlcNAz biotin phosphine streptavidin beads MS/MS 51

Nandi et al. , 2006 [70] HeLa cells Ac4-GlcNAz biotin phosphine streptavidin beads MS/MS 199

Gurcel et al., 2008 [71] MCF7 cells Ac4-GlcNAz biotin alkyne streptavidin beads MS/MS 32

Boyce et al., 2011 [76] HEK293T, Jurkat  cells Ac4-GalNAz phosphine-FLAG-His6 or phosphine-biotin IP FLAG and  Ni-NTA column MS/MS 18

Zaro et al., 2011 [73] NIH3T3 cells Ac4-GlcNAlk azido-azo-biotin streptavidin beads  and  chemical cleavage MS/MS
374 (142 with 

high confidence)

Hahne et al.,  2013 [72] HEK293 cells Ac4-GlcNAz - alkyne-agarose and  beta-elimination CID/HCD MS/MS 1535  85 sites 
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The post-translational modiication of proteins by O-linked β-N-acetylglucosamine 

(O-GlcNAc) is regulated by a unique couple of enzymes. O-GlcNAc transferase (OGT) 

transfers the GlcNAc residue from UDP-GlcNAc, the inal product of the hexosamine 

biosynthetic pathway (HBP), whereas O-GlcNAcase (OGA) removes it. This study and 

others show that OGT and O-GlcNAcylation levels are increased in cancer cell lines. In 

that context, we studied the effect of OGT silencing in the colon cancer cell lines HT29 

and HCT116 and the primary colon cell line CCD841CoN. Herein, we report that OGT 

silencing diminished proliferation, in vitro cell survival and adhesion of primary and cancer 

cell lines. SiOGT dramatically decreased HT29 and CCD841CoN migration, CCD841CoN 

harboring high capabilities of migration in Boyden chamber system when compared 

to HT29 and HCT116. The expression levels of actin and tubulin were unaffected by 

OGT knockdown but siOGT seemed to disorganize microilament, microtubule, and 

vinculin networks in CCD841CoN. While cancer cell lines harbor higher levels of OGT 

and O-GlcNAcylation to fulill their proliferative and migratory properties, in agreement 

with their higher consumption of HBP main substrates glucose and glutamine, our data 

demonstrate that OGT expression is not only necessary for the biological properties of 

cancer cell lines but also for normal cells.

Keywords: O-GlcNAcylation, O-linked N-acetylglucosamine transferase, colon cell lines, colorectal cancer, siRNA

INTRODUCTION

O-linked β-N-acetylglucosaminylation (O-GlcNAcylation) is the modiication by a single residue 
of N-acetylglucosamine (GlcNAc) of nucleocytoplasmic and mitochondrial proteins. his modii-
cation is highly dynamic and is regulated by two enzymes: the O-GlcNAc transferase (OGT), which 
adds the residue and the O-GlcNAcase (OGA), which removes it (Figure 1A). O-GlcNAcylation 

Abbreviations: GFAT, Glutamine:Fructose-6-phosphate amidotransferase; NAGK, N-acetylglucosamine kinase; OGA, 

O-GlcNAcase (O-linked N-acetylglucosaminidase); OGT, O-GlcNAc transferase (O-linked N-acetylglucosaminyl transferase).
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FIGURE 1 | Colon cancer cell lines have increased-OGT, OGA, and O-GlcNAcylated proteins levels. (A) O-GlcNAcylation is dependent upon cell 

nutrient status and is regulated by OGT and OGA. The unique glycosyltransferase OGT transfers the GlcNAc moiety from UDP-GlcNAc to target proteins 

and the glycosidase OGA hydrolyzes the glycosidic bond; therefore, O-GlcNAcylation is versatile. Glucose and glutamine are the main substrates of the 

hexosamine biosynthetic pathway, which gives rise to UDP-GlcNAc. Moreover, the consumption of these two metabolites is increased in cancer cell lines. 

The flux of the hexosamine pathway is controlled by the rate-limiting enzyme GFAT. The level of UDP-GlcNAc, and consequently of O-GlcNAcylation, is 

tightly dependent upon the nutrient status of the cell. After its release by OGA, GlcNAc is reactivated by NAGK in the GlcNAc salvage pathway. HK, 

hexokinase; GPI, phosphoglucose isomerase; GFAT, glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase; GNPNAT1, glucosamine-6-phosphate acetyl 

transferase; AGM1, phospho-N-acetylglucosamine mutase; UAP, uridine di-phospho-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase; NAGK, N-acetylglucosamine 

kinase; OGA, O-GlcNAcase (O-linked N-acetylglucosaminidase); OGT, O-GlcNAc transferase (O-linked N-acetylglucosaminyl transferase).  

(B) O-GlcNAcylation, OGT, OGA, and GFAT levels in the three colon cell lines used in the study were assessed by Western blot. (C) CCD841CoN, HT29, 

and HCT116 cells were cultured in various concentrations of glucose (0, 5.5, and 25 mM) and with (2 mM) or without glutamine. O-GlcNAcylated proteins 

were analyzed by Western blot.

2

Steenackers et al. OGT Knockdown Reduces Colon Cells Properties

Frontiers in Endocrinology | www.frontiersin.org May 2016 | Volume 7 | Article 46

cycling is involved in many fundamental functions, including 
translation (1), transcription (2), cell signaling (3), and protein 
traicking (4). Deregulation of O-GlcNAcylation dynamics 
actively participates in tumorigenesis and in the etiology of 
cancer (5). A synergy between unhealthy diet and cancer 
development is proposed because of the status of OGT’s natural 
substrate, UDP-GlcNAc, which is positioned at the crossroad 
of metabolic pathways (6–8). Moreover, glucose transport and 
consumption is upregulated in cancer cells. his alteration of 

metabolism is called the “Warburg efect,” Otto Warburg having 
devoted a large part of his research activities to “the origin of 
cancer cells” (9).

he initial observation made by Cori and Cori (10) con-
cluded that a hen’s wing having Rous sarcoma produced more 
lactic acid than the normal wing. herefore, it was suggested 
that a deiciency in glucose metabolism was responsible for 
carcinogenesis even if it is now accepted that it is rather a con-
sequence. Interestingly, cancer cells not only increase glucose 
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TABLE 1 | Characteristics of the cell lines used in the study.

Cell line Gender, age, disease, 

MSI status

Characterized deletions, 

mutations, and comments

CCD841CoN Female, 21-week 

gestation (fetus), normal 

colon

According to ATCC, the deinitive 

evidence of epithelial origin is lacking

HT29 Female, 44 years, 

colorectal 

adenocarcinoma, MSS

Deletion in APC (del1555_2843)

Mutation in p53 (codon 273: R273H)

Mutation in BRAF (codon 600: V600E)

Mutation in PI3KCA (P449T)

HCT116 Male, 48 years, 

colorectal carcinoma 

(proximal), HNPCC, MSI

Mutation in Ras (codon 13: G13D)

Mutation in PI3KCA (codon 1047: 

H1047R)

Deletion in β-catenin (del45)
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consumption but also use more glutamine (11). Glutamine is 
necessary for both non-essential amino-acids and for purine/
pyrimidine base synthesis in highly proliferative cells (11). In 
cancer cells, glucose is also used for production of amino-acids 
and lipids. A large part of the increased-glucose lux is diverted 
toward the pentose phosphate pathway (PPP) to generate 
deoxyribose needed for the synthesis of DNA. Interestingly, both 
glutamine and glucose are limiting substrates of the hexosamine 
biosynthetic pathway (HBP) (12). HBP results in UDP-GlcNAc 
synthesis subsequently used by OGT to modify proteins (6). 
Consequently, through O-GlcNAcylation, HBP activation is 
involved in cellular structure construction as well as regulation 
of metabolic lux, signaling pathways, cell homeostasis processes, 
and tumorigenesis. Increased O-GlcNAcylation levels have been 
reported in diverse kind of cancers: breast (5, 13, 14), lung (15), 
liver (16), prostate (17), chronic lymphocytic leukemia (18), 
colon (15,  19–21), and colitis-associated cancer patients (22). 
Regarding these recent observations, we wondered whether 
silencing OGT expression afects biological properties of colon 
cancer-derived cell lines (HT29 and HCT116) in comparison to 
a normal colon cell line (CCD841CoN, derived from a fetus). 
Although O-GlcNAcylation and its cycling enzymes are more 
elevated in cancer cell lines, we found that both normal and can-
cer cell lines are impacted by siOGT. While the fetal colon cells 
are highly mobile, we demonstrate that OGT knockdown slows 
down their migration property in addition to a disturbance of 
the cytoskeleton. Together, these data show that OGT is crucial 
for the biological properties of cancer and non-cancer cell lines. 
However, we suggest that cancer cell lines are highly sensitive 
to metabolic deprivation and OGT knockdown, accordingly 
to their high-demand in nutrients, in particular glucose and 
glutamine.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture and Transfection of siRNA
HT29 and HCT116 cells were maintained in a Dulbecco’s 
modiied Eagle’s medium (DMEM) and CCD841CoN cells were 
maintained in an Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) 
(Lonza) (Table  1). he three cell lines were maintained in a 
medium supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum, 2 mM 

l-glutamine, 5 IU/mL penicillin, and 50 μg mL−1 streptomycin 
at 37°C in a 5% (v/v) CO2-enriched humidiied atmosphere. 
Cells were reverse-transfected with Lipofectamine RNAiMax 
(Life Technologies) according to manufacturer’s instructions 
using 5  nM small interfering RNA targeting OGT (21) or a 
control siRNA (MISSION siRNA universal negative control #1, 
SIGMA).

SDS-PAGE, Western Blotting, and 
Antibody Staining
Equal amounts of protein (determined by the BCA method) 
were resolved on 10% SDS-PAGE under reducing conditions and 
proteins were electroblotted on nitrocellulose (GE Healthcare). 
Eiciency of the transfer and equal loading were veriied using 
Ponceau red staining. Membranes were irst saturated for 45 min 
with 5% (m/v) non-fatty acid milk in Tris-bufered saline (TBS)-
Tween bufer [15  mM Tris/HCl, 140  mM NaCl, and 0.05% 
Tween20 (v/v), pH 8.0]. Mouse monoclonal anti-O-GlcNAc (RL2, 
Ozyme) was used at a dilution of 1:4,000. Chicken anti-OGA 
(345, generously provided by Hart, the Johns Hopkins School of 
Medicine, Baltimore, MD, USA) was used at a dilution of 1:2,000. 
Mouse monoclonal anti-tubulin (Santa Cruz Biotechnology) and 
mouse polyclonal anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology) were 
used at a dilution of 1:3,000; rabbit polyclonal anti-OGT (TI14, 
Sigma-Aldrich) was used at a dilution of 1:4,000; anti-GFAT 
(Abcam). Membranes were incubated with the diferent antibod-
ies overnight at 4°C, then washed three times with TBS-Tween 
for 10 min, and incubated with either an anti-rabbit or an anti-
mouse horseradish peroxidase-labeled secondary antibody at a 
dilution of 1:10,000 for 1 h. Finally, three washes of 10 min each 
were performed with TBS-Tween and the detection was carried 
out by chemiluminescence imaging (Fusion Solo system, Vilber 
Lourmat).

Cell Adhesion Assay
Cells (1 × 104) were seeded 48 h ater transfection with siRNA 
targeting OGT or a control siRNA in 96-well plates (hermo 
Fisher Scientiic) in DMEM for HCT116 and HT29, and EMEM 
for CCD841 CoN, containing 10% (v/v) fetal calf serum. At the 
indicated time periods, medium containing not attached cells was 
removed and replaced with fresh medium. Viability of adherent 
cells was analyzed using the MTS method (Promega) according 
to the manufacturer’s instructions. Cell adhesion was measured 
in three independent experiments (n = 8).

Proliferation Assays
HCT116 and HT29 cells (2 × 103) and CCD841 CoN (1 × 103) 
cells were seeded in 96-well plates (hermo Fisher Scientiic) 
and grown in DMEM (for HCT116 and HT29) or EMEM (for 
CCD841CoN) medium containing 10% (v/v) fetal calf serum. 
Cells were transfected two times with siRNA targeting OGT 
or a control siRNA. Cell growth was analyzed for the indicated 
time periods using the MTS reagent (Promega) according to the 
manufacturer’s instructions. Cell proliferation was evaluated in 
three independent experiments (n = 8).
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In Vitro Cell Survival Assays
Cells (2 × 103) were seeded in 100-mm Petri dishes. Ater attach-
ment, cells were transfected four times with siRNA targeting 
OGT or a control siRNA. Two weeks later, cells were ixed in 4% 
(m/v) paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) for 20  min at room 
temperature and stained with crystal violet (0.1% w/v, 30 min, 
at room temperature) for 30 min at room temperature. Colonies 
were then washed several times with water and let to dry at room 
temperature. In vitro cell survival assays were performed in two 
independent experiments (n = 4).

Cell Migration Analysis
Wound Healing Assays
Wound healing assays were performed using culture-insert-
μDish (Ibidi) composed of two chambers (growth area per 
well 0.22 cm2) separated by a wall (width of 500 μm). Culture-
inserts were put in 12-well plates. 1 × 104 CCD841CoN and 
4 × 104 HCT116 and HT29 cells were seeded into the chambers 
48 h after transfection. After cell attachment overnight at 37°C 
in 10% (v/v) fetal calf serum-containing medium (DMEM for 
HCT116 and HT29 and EMEM for CCD841CoN) culture-
inserts were gently removed to form the cell-free gap. For each 
cell line, pictures were taken 24 h later to monitor the heal-
ing of the cell-free gap on a Nikon Eclipse Ti-U microscope. 
Wound healing assays were performed in three independent 
experiments (n = 6).

Transwell System
Forty-eight hours after transfection cells (5 × 104) were seeded 
in the upper surface of a Transwell 12-well (size of the pores, 
8 μm) (BD Biosciences) and cultured for 24 h in a 0.2% (v/v) 
fetal calf serum-containing medium (DMEM for HCT116 
and HT29 and EMEM for CCD841 CoN). After incubation, 
cells were fixed in 4% (m/v) paraformaldehyde for 20  min 
at room temperature and stained with Hoechst 33258 for 
15  min in the dark at room temperature. Then, cells in the 
upper chamber of the well’s porous membrane were removed 
by scraping with a cotton swab and washed several times with 
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2). The membrane was 
mounted on slide with Glycergel mounting medium (Dako). 
The migrated cells were counted under ×20 magnification and 
the mean number of cells was evaluated in three independent 
experiments (n = 6).

Confocal Microscopy
Cells were cultured on glass coverslips in DMEM (for HCT116 
and HT29) and EMEM (for CCD841CoN) medium contain-
ing 10% (v/v) fetal calf serum. Cells were washed twice in PBS 
and ixed in 4% (m/v) paraformaldehyde for 20  min at room 
temperature. Ater washing with PBS, cells were blocked and 
permeabilized in PBS containing 0.2% (m/v) BSA and 0.1% 
(m/v) saponin for 1  h. Cells were incubated for 4  h at room 
temperature with polyclonal anti-tubulin (1:200) (Santa Cruz 
Biotechnology) or monoclonal anti-vinculin (1:200) (Abcam), 

diluted in PBS-BSA-saponin. Cells were washed three times in 
PBS–BSA–saponin and incubated with Alexa Fluor® 488 and 
Alexa Fluor® 568 (Life Technologies) or CytoPainter Phalloidin-
iFluor 488 Reagent (1:1000) (Abcam) in PBS–BSA–saponin for 
1 h at room temperature. Following washings, cells were stained 
with Hoechst during 15 min in the dark at room temperature. 
Ater washings with PBS and deionized water, cells were 
mounted with Glycergel mounting medium. Data were inally 
collected using the ZEN2012 sotware.

Statistical Analysis
Student’s t-test (Excel) was used for statistical analysis (unpaired/
two-tailed); p-values were calculated and reported accordingly 
(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).

RESULTS

HT29 and HCT116 Cells Exhibit Higher 
Levels of O-GlcNAcylation Cycling 
Enzymes Compared to CCD841CoN
Two colon cancer cell lines, HT29 and HCT116, respectively, 
derived from an adenocarcinoma and from a carcinoma 
(Table 1) and the fetal colon cell line CCD841CoN were analyzed 
by Western blot to determine to the levels of O-GlcNAcylation, 
OGT, OGA, and Glutamine:Fructose-6-P amidotransferase 
(GFAT), the rate-limiting enzyme of the HBP (Figures  1A,B). 
As shown by western blotting results, O-GlcNAcylated proteins 
levels, as well as OGA, OGT, and GFAT protein expression were 
much more elevated in cancer cell lines compared to the fetal cell 
line (Figure 1B), in accordance with our previous study (23). We 
next checked whether the three cell lines’ O-GlcNAcylation levels 
were dependent upon glucose and glutamine, the two pivotal 
substrates of the HBP (Figure 1A). hus, overnight depletion of 
either glucose or glutamine reduced O-GlcNAcylation processes, 
more particularly in HT29 and HCT116 cells (Figure 1C), which 
are high consumers of these two nutrients like most cancer 
cell lines (7–11). Moreover, we noticed that CCD841CoN were 
particularly sensitive to glucose starvation, leading to a high 
mortality rate.

herefore, we next assessed the impact of OGT knockdown on 
the biological properties of these cell lines.

OGT Knockdown Decreases Cell 
Proliferation, Reduces In Vitro Cell 
Survival, and Impairs Cell Adhesion
he eiciency of siOGT was checked for the three cell lines. As 
expected, transfection of HCT116, HT29, and CCD841CoN with 
siOGT decreased the expression of the glycosyltransferase and 
drastically reduced O-GlcNAcylation levels (Figure 2).

We previously observed that the inhibitor of OGA, NButGT 
(24), accelerated the proliferation rate of MCF7 cells (23), 
whereas the potent OGT inhibitor, Ac-5SGlcNAc (25), slightly 
delayed cell proliferation (26). In the present study, we tested 
the impact of siOGT on the proliferation rate of CCD841CoN, 
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FIGURE 2 | OGT knockdown decreases O-GlcNAcylation contents in 

colon cells. Forty-eight hours after transfection, the eficiency of siOGT vs. 

siCtrl was tested in the three cell lines used in the study. OGT and 

O-GlcNAcylation levels were measured by Western blot. The arrowhead 

indicates an unspeciic band.

FIGURE 3 | OGT silencing slows down cell proliferation. Colon cell proliferation was monitored for 4 days in conditions of OGT silencing vs. siCtrl. Each day, 

cell growth was determined using the MTS reagent method. (A) CCD841CoN; (B) HT29; (C) HCT116. (D) The decrease of cell proliferation for each cell line was 

calculated and reported (±SD). (Student’s t-test: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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HT29, and HCT116 cells (Figures  3A–C, respectively). As 
expected and in agreement with our previous observations (26), 
OGT silencing decelerated the proliferation rate of the three cell 
lines, with an average 20% decrease for CCD841CoN and HT29, 
and 45% decrease for HCT116 (Figure 3D). To go further, we 
tested the ability of colon cells to grow into a colony (in vitro 
cell survival assay) in response to siOGT (Figure  4A). Both 
for HT29 and HCT116 cells, the reduction of OGT expression 
dramatically decreased in vitro survival compared with siCtrl-
transfected cells (Figure 4B). he ability of a single cell to grow 
into a colony is characteristic of cancer cells. Accordingly, we 
were unable to assess the formation of colonies for the primary 
cell line CCD841CoN. hese experiments showed that OGT 
and, consequently, O-GlcNAcylation are needed for colon cells 
growth.

We next performed cell adhesion assays for the indicated time 
periods (Figure 5). While siOGT decreased the adhesion of the 
three cell lines, we observed a higher impact of OGT silencing on 
the adhesion of HT29 and CCD841CoN cells. OGT is, therefore, 
necessary for adhesion of colon cells.
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FIGURE 4 | OGT knockdown reduces colony forming potential of 

colon cells. CCD841CoN, HT29, and HCT116 cells were seeded and 

transfected with siCtrl or siOGT in 100-mm Petri dishes. Colonies were 

stained with crystal violet after 2 weeks. (A) Representative results of colony 

staining in siCtrl and siOGT-transfected CCD841CoN, HT29, and HCT116 

cells. For CCD841CoN cell line pictures were taken under ×20 magniication. 

(B) Colony counting in siCtrl and siOGT for HT29 and HCT116 cells were 

quantiied (mean values ± SD). (Student’s t-test: *P < 0.05).
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FIGURE 5 | OGT silencing reduces cell adhesion. Cell adhesion was 

monitored for the different cell lines 48 h after siOGT or siCtrl treatment from 

15 min to 4 h after seeding as detailed in the experimental procedures 

section. Mean values (±SD) were reported. (A) CCD841CoN; (B) HT29; (C) 

HCT116. (Student’s t-test: *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.001).

OGT Knockdown Reduces  
Migration of Colon Cells
We wondered whether OGT is involved in the migration of 
colon cells. For this matter, we used two distinct approaches: 
the wound healing assay using culture-inserts μDish and the 
Transwell system assay, a more quantitative method. Wound 
healing was assessed 24 h ater the culture-inserts were removed 
(Figure 6). While CCD841CoN were able to ill in the cell-free 
gap in 24 h, the gap separating the two edges of the migratory 
HT29 cells was tight at t = 24 h. However, HCT116 only slowly 
recovered the wound ater 24  h. OGT knockdown impaired 
the closure of the wound for CCD841CoN and HT29 cells as 
no signiicant migration was measured ater siOGT treatment 
in comparison to siControl. Nevertheless, even if the migration 
of the HCT116 cells was slow, siOGT also delayed signiicantly 
this process (Figure 6B). Furthermore, these irst observations 
were corroborated by the more quantitative Transwell assay 
(Figure  7A). HCT116 cells did not display any signiicant 
migration across the ilter pores even in the siControl conditions. 

Regarding HT29, while these cells harbored a weak migration 
in Boyden chambers, a signiicant decrease was measured when 
OGT was silenced. Surprisingly, despite their size, CCD841CoN 
cells exhibited a high capacity of migration compared to HT29 
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FIGURE 6 | OGT silencing slows down colon cells migration. (A) Representative wound healing assays of siCtrl and siOGT-transfected CCD841CoN, HT29, 

and HCT116 cells are represented. The dotted lines correspond to the wound at t = 0. At the bottom left is indicated the width of the wound at t = 0 or at t = 24 h 

established by image analysis. Bar, 100 μm (B) Mean values (±SD) of the width of the wounds at t = 24 h in siCtrl and siOGT for the three colon cell lines. (Student’s 

t-test: *P < 0.05, ***P < 0.001).

and HCT116 in Boyden chambers. OGT silencing dramatically 
reduced their migratory capabilities, in accordance with wound 
healing assays.

We hypothesized that a larger cytoskeleton network could con-
fer the high-migratory properties of CCD841CoN cells of which 
the epithelial origin has not been clearly established (Table 1). 
First, we showed that actin, the major component of the microila-
ment network, was more heavily expressed in CCD841CoN cells 
compared to HT29 and HCT116 cells (Figure 7B). Interestingly, 

siOGT did not impact the expression of both actin and tubulin, 
another major component of the cytoskeleton network. Analysis 
of the cytoskeleton by confocal microscopy (Figures  7C–E) 
indicated that the cytoskeletal networks are more elaborated in 
CCD841CoN, which reinforces the doubt about the epithelial 
origin of this cell line according to ATCC. Surprisingly, OGT 
silencing did not impact the expression of actin, tubulin, and 
vinculin, a cytoskeletal protein associated with cell–cell and 
cell–matrix junctions. On the other hand, siOGT greatly afected 
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the cytoskeletal networks and cell morphology in CCD841CoN 
cells. he cell shape appeared stocky and stunted, whereas the 
microilament network, responsible for cell migration, was less 
extended.

DISCUSSION

O-GlcNAcylation is fundamental for cell viability as demon-
strated by the non-viability of OGT-depleted ES cells (27). 

FIGURE 7 | OGT silencing reduces migration of CCD841CoN and HT29 cells in Boyden chamber system. (A) Colon cells were transfected with siCtrl or 

siOGT. Twenty-four hours after seeding in Transwell 12-well plates, cells were visualized by Hoechst staining. Mean values (±SD) of the migrated cells are reported. 

(B) Expression of β-tubulin and actin were analyzed by Western blot for siCtrl vs. siOGT-transfected colon cell lines. GAPDH was used as a loading control. (C–E) 

Morphology of CCD841CoN (C), HT29 (D), and HCT116 (E) cells was assessed by confocal microscopy. Tubulin and vinculin were visualized using speciic-

directed antibody and actin using the CytoPainter Phalloidin-iFluor 488 Reagent. Bar, 20 μm.
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Whereas three isoforms were described for OGT (nucleocy-
toplasmic, short, and mitochondrial isoforms), this enzyme is 
encoded by a single gene and downregulating its expression 
or inhibiting its catalytic activity afects major fundamental 
biological functions (3, 26, 27). Moreover, a deregulation in the 
O-GlcNAcylation cycling is involved in the etiology of diverse 
pathologies, such as type-2 diabetes, Alzheimer’s, and cancers 
(6). Intriguingly, due to the correlation between UDP-GlcNAc, 
O-GlcNAcylation, and nutrients availability, diseases associated 
with unhealthy diet and metabolic disorders may be tightly 
linked to O-GlcNAcylation imbalance (28). It is, therefore, cru-
cial to better understand through which metabolic mechanisms 
lifestyles negatively impact human health. Particularly, some 
cancers, among which colorectal cancers, are synergistically 
favored by metabolic problems and unhealthy lifestyles (29, 
30). Elevated-O-GlcNAcylation level was described in many 
cancers, even if the reasons and impacts of this increased level 
remain obscure. For example, breast cancer cells have increased-
O-GlcNAcylation and OGT levels, and a reduction of OGT 
expression correlated to tumor growth decrease (5). High levels 
of OGT and its product, O-GlcNAcylation, were also reported 
in colon cancers and cancer cell lines (15, 19–21) and colitis-
associated cancer patients (22) but very few initiatives to measure 
the efect of OGT knockdown were conducted. Among those few 
studies, OGA inhibition or shOGT exhibited no signiicant efect 
on HT29 cell invasion but enhanced and reduced, respectively, 
their anchorage-independent growth (15). Furthermore, OGT 
knockdown inhibited anchorage-independent growth (14), but 
contradictory results were also reported (19). his last study indi-
cated that OGA silencing changed the anchorage-independent 
growth and the morphology of the primary colorectal cancer 
cell SW480 and of its metastatic clone SW620 (19). Whereas 
one previous study showed altered gene expression related to 
actin reorganization and cell migration in siOGA-transfected 
cells (19), we found that OGT silencing also modiies cell shape 
features of the fetal human colon cell line CCD841CoN. In our 
hands, siOGT did not modify the expression of actin but we 
suspected that actin-binding proteins are up- or downregulated 
when OGT is silenced. In that sense, OGT promotes breast cancer 
cells invasion in a coilin-dependent manner. O-GlcNAcylation 
of coilin at Ser108 localizes this actin-interacting protein to 
invadopodia (31). Also, under conditions of low OGT expres-
sion, actin may be itself afected by defective O-GlcNAcylation. 
In a previous work, we mapped a major O-GlcNAcylation site 
within the 318–324 region of β-actin expressed in Xenopus laevis 
oocytes (32) and later, one O-GlcNAcylation site was localized 
in the domain four of rat actin (33). Nevertheless, the function 
of actin O-GlcNAcylation remains to be established. In parallel, 
O-GlcNAcylation was also widely studied on tubulin, another 
major component of the cytoskeleton network. O-GlcNAcylation 
of α-tubulin reduces heterodimerization of α/β-tubulins and 
O-GlcNAcylated forms of tubulins are unable to polymerize into 
microtubule (34). Moreover, α-tubulin is heavily O-GlcNAcylated 
in primary colorectal cancer (20). hese two independent studies 
tend to support our observations of a disorganization of micro-
tubules in the primary colon cell line, while no signiicant efect 
of siOGT was found in the two colon cancer lines.

Beyond the efect of O-GlcNAcylation on structural proteins 
in a pathologic context, downregulation of OGT must interfere 
with the expression and/or the activity of regulatory proteins. 
A comparison between primary breast malignant tumors and 
benign tumors revealed the O-GlcNAcylation of crucial com-
ponents of the “Warburg efect” only in cancer (14). One of the 
characteristics of cancer cells is the shit from an oxidative to a 
non-oxidative consumption of glucose. Oncogenic signaling 
pathways controlling the transcription factor hypoxia-inducible 
factor-1 (HIF1) alpha are responsible for this metabolic shit.

HIF1α stability is dependent upon O-GlcNAcylation level 
(35). GLUT1 expression, one of the HIF1α’s target genes, is more 
heavily expressed when OGT is activated. Consequently, glucose 
transport into the cell is increased. Most of the glycolytic enzymes 
are modiied by O-GlcNAcylation (32, 36, 37). Among those, the 
enzyme phosphofructokinase-1 (PFK1) (38) controls the entry 
of glucose into glycolysis. O-GlcNAcylation of PFK1 at Ser509 
prevents the binding of the activator Fru-2,6-bis-phosphate. 
Consequently, this modiication diverts the use of glucose to the 
PPP to produce pentoses and NADPH2, respectively, used for 
nucleic acids and lipids biosynthesis. his confers an advantage 
for cancer cell to increase their proliferation rate.

O-GlcNAc transferase is critical for normal cells and cancer cell 
homeostasis and adaptation to environment. Due to the plethora 
of OGT’s targets, it is diicult to assign precisely the impact of 
OGT silencing. In light of the diferent elements exposed above, 
we suggest that a default of O-GlcNAcylation impacts on cell 
architecture as attested by the alteration of morphology observed 
in CCD841CoN cells and of metabolic routes. Moreover, knock-
ing-down OGT also results in inactivation of mitogen signaling 
pathways as previously established (3, 26, 39, 40).

Our observations indicate that OGT is crucial for the biologi-
cal properties of normal colon-derived cells and colon cancer cell 
lines. However, colon cancer cells express higher amounts of OGT 
and O-GlcNAcylation than normal cells. Due to the addiction of 
cancer cells for glutamine and glucose (7–10), the main substrates 
of HBP, it could be suspected that cancer cells were much more 
sensitive to changes in O-GlcNAcylation levels than normal cells 
while we found that both colon cancer and primary cell lines were 
afected by OGT silencing. OGT also interferes with cell migra-
tion, especially for the fetal cell line CCD841CoN, by reducing 
the size of the actin network, which participates in the alteration 
of the cell morphology. Along this study, we demonstrated that 
OGT impacts proliferation and migration of normal as well as 
cancer colon cells. his work highlights how O-GlcNAcylation, 
through the modulation of basic biological features, controls 
the properties of primary cells and also might initiate nutrient-
responsive cancers, such as colorectal cancer.
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