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Résumé 
La O-GlcNAcylation (O-N-acétylglucosaminylation) est une MPT (modification 

post-traductionnelle) dynamique et réversible catalysée par un unique couple d’enzymes antagonistes : 

l’OGT (O-GlcNAc transférase) et l’OGA (O-GlcNAcase). Elle est considérée comme un véritable senseur 

nutritionnel et régule un grand nombre de mécanismes cellulaires fondamentaux. En ciblant des 

oncoprotéines et des suppresseurs de tumeur, sa dérégulation est associée à la cancérogenèse et la 

progression tumorale. En revanche, son rôle dans la réponse aux thérapies anti-cancéreuses est très peu 

étudié. Il a été néanmoins montré récemment que l’hyper-O-GlcNAcylation impacte la réponse de 

certains cancers à des drogues telles que le tamoxifène, le cisplatine, le bortézomib et le 5-FU 

(5-fluorouracile). Le 5-FU est la chimiothérapie de référence du CCR (cancer colorectal) et la TS 

(Thymidylate Synthase) sa cible principale. La surexpression de la TS est un biomarqueur de résistance 

au 5-FU utilisé en clinique. La TS a été montrée comme étant O-GlcNAcylée mais le rôle de cette MPT n’a 

pas été élucidé. Il nous est donc paru intéressant d’analyser le « cross-talk » entre O-GlcNAcylation et 

réponse au 5-FU dans le CCR dans l’hypothèse que la O-GlcNAcylation pourrait impacter la sensibilité au 

5-FU en régulant sa cible TS. 

 

Un modèle murin in vivo de CCR humains et des cellules coliques non cancéreuses et cancéreuses ont 

été utilisés pour analyser l’effet du 5-FU sur la O-GlcNAcylation globale des protéines et 

réciproquement l’impact de la O-GlcNAcylation sur le niveau et l’activité de la TS, et la réponse au 

5-FU. Nos données in vitro corroborent nos résultats in vivo et soutiennent que le 5-FU diminue la 

O-GlcNAcylation globale et que, réciproquement, la O-GlcNAcylation augmente le niveau de TS et 

sensibilise le CCR au 5-FU. Nous avons déchiffré le mécanisme moléculaire sous-jacent mettant en 

lumière le rôle de la O-GlcNAcylation dans la stabilisation de la TS et sa protection contre la 

dégradation protéasomale. Deux sites de O-GlcNAcylation de la TS ont été identifiés : la Thr251 à 

l’interface de dimérisation de l’enzyme et la Thr306 dans la séquence dégron carboxy-terminale connue 

pour contrôler sa dégradation.  

 
Ensemble nos résultats proposent une nouvelle stratégie thérapeutique combinant le 5-FU à un 

inhibiteur de l’OGA afin d’améliorer la réponse du CCR à la chimiothérapie à base de 5-FU. 

 
Mots clés : O-GlcNAcylation, OGT, Thymidylate Synthase, 5-fluorouracile, cancer colorectal, 

chimio-sensibilité. 
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Abstract 
O-GlcNAcylation (O-N-acetylglucosaminylation) is a dynamic and reversible PTM 

(post-translational modification) controlled by a couple of unique antagonist enzymes: OGT (O-GlcNAc 

transferase) and OGA (O-GlcNAcase). O-GlcNAcylation is considered as a nutritional sensor and 

regulates a plethora of fundamental cellular mechanisms. By targeting oncoproteins and tumor 

suppressors, dysregulation of O-GlcNAcylation is associated with carcinogenesis and tumor 

progression. However, its role in the anti-cancer therapy response has been poorly investigated. 

Recently, hyper-O-GlcNAcylation has been shown to impact the response of some cancers to drugs 

such as tamoxifen, cisplatin, bortezomib and 5-FU (5-fluorouracil). 5-FU is the CRC (colorectal cancer) 

gold standard chemotherapy and TS (Thymidylate synthase) is its main target. Overexpression of TS is 

a biomarker of 5-FU resistance already used clinically. TS has been shown to be O-GlcNAcylated but 

the role of this PTM has not been elucidated. We therefore analyzed the « cross-talk » between 

O-GlcNAcylation and 5-FU response based on the hypothesis that O-GlcNAcylation impacts the 

sensitivity to 5-FU by regulating TS.  

 
In vivo mouse model of human CRC and colon non-cancerous and cancerous cells were used to analyze 

the effect of 5-FU on total O-GlcNAcylation and, reciprocally, the impact of O-GlcNAcylation on TS 

level/activity and 5-FU response. Our in vitro data corroborate our in vivo results and support that 5-FU 

decreases O-GlcNAcylation and, reciprocally, that O-GlcNAcylation increases TS level and sensitizes 

CRC to 5-FU. We deciphered the underlying molecular mechanism which highlights the role of 

O-GlcNAcylation towards TS stability and protection against proteasomal degradation. Two TS 

O-GlcNAcylated sites have been identified: at Thr251 within the dimerization interface and at Thr306 

within the carboxy-terminal degron sequence known to control TS degradation. 

 
Together, our results propose a new therapeutic approach combining 5-FU-based therapy with an 

OGA inhibitor to improve the CRC drug response. 

 
Keywords: O-GlcNAcylation, OGT, Thymidylate Synthase, 5-fluorouracil, colorectal cancer, 

chemosensitivity. 
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DNA : DeoxyriboNucleic Acid 
DNA-PK : DNA-dependent 
Protein Kinase 
DON : 6-Diazo-5-
OxoNorleucine 
DOX : DOXorubicine 

DPAK : Death-Associated 
Protein Kinase 
DPD : DihydroPyrimidine 
Déshydrogénase 
DPYD : DihydroPYrimidine 
Déshydrogénase 
dR : désoxyRibose 
DSB : Double-Strand Break 
Dsh : Disheveled 
DT : Diabète de Type 
dT : Thymidine  

dTDP : désoxyTDP 
dTMP : désoxyTMP 
DTT : DiThioThréitol 
dTTP : désoxyTTP 
DUB : DésUBiquitinase 
dUDP : désoxyUDP 
dUMP : désoxyUMP 
dUTP : désoxyUTP 
dUTPase : dUTP hydrolase 
DYT : DYsTonie 

E 
E-cadhérine : cadhérine 
Epithéliale 
EB : End-Binding protein 
ECD : Electron Capture 
Dissociation 
EED : Embryonic Ectoderm 
Development 
eEF : eukaryotic Elongation 
Factor 
EGF : Epidermal Growth Factor 
EGFR : EGF Receptor 
eIF : eukaryotic Initiation Factor 
Elf : E74-like factor 
Elk : Ets like 
EndoG : Endonucléase G 
ENO : ENOlase 
eNOS : endothelial NO 
Synthase 
ENOSF : ENO SuperFamily 
ENT : Equilibrative Nucleoside 
Transporter 
EOGT : EGF-domain specific 
OGT 
EpCAM : Epithelial Cell 
Adhesion Molecule 
ER : Estrogen Receptor 
ERCC : Excision Repair Cross-
Complementation 
ERK : Extracellular signal-
Regulated Kinase 
ESR : EStrogen Receptor 
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ETD : Electron Transfer 
Dissociation 
Ets : E26 transformation-
specific 
EXO : EXOnucléase 
EZH : Enhancer of Zeste 
Homolog 

F 
FAC : FluoroACétate 
FADD : Fas-Associated protein 
with DD 
FAK : Focal Adhesion Kinase 
FAP : Fas-Associated 
Phosphatase 
FAS : Fatty Acid Synthase 
FasL : Fas Ligand 
FASLG : FAS LiGand 
FBAL : α-Fluoro-Beta-Alanine 
Fbw : F-box/wD repeat-
containing protein 
FdUDP : 5-FluorodUDP 
FdUMP : 5-FluorodUMP 
FdUTP : 5-FluorodUTP 
FDX : FerréDoXine 
FDXR : FDX Réductase 
FGF : Fibroblast Growth Factor 
FGFR : FGF Receptor 
FITC : Fluorescein 
IsoThioCyanate 
FNA : Facteur Natriurétique 
Auriculaire 
FOL : acide FOLinique 
Fox : Forkhead box 
Fru : Fructose 
Frz : Frizzled 
FUDP : 5-FluoroUDP 
FUdR : FluoroUracile 
désoxyRibose 
FUMP : 5-FluoroUMP 
FUPA : Fluoro-β-
UreidoPropionic Acid 
FUrd : 5-FluoroUridine 
FUTP : 5-FluoroUTP 

G 
G6Pase : Glucose-6-
Phosphatase 
GAB : GRB2-Associated-Binding 
protein 
GADD45β : Growth Arrest and 
DNA Damage-Inducible β 
Gal : Galactose 

GalNAc : N-
AcétylGalactosamine 
GalNAz : N-
azidoAcétylGalactosamine 
GalT : GalactosylTransférase 
GAPDH : GlycérAldéhyde-3-
Phosphate DésHydrogénase 
GAS : GAStrine 
GCN : General Control 
Nonderepressible 
GCNT : GluCosaminyl (N-Acétyl) 
Transférase 
GDP : Guanosine DiPhosphate 
GEF : Guanine Exchange Factor 
GFAT : Glutamine :Fructose-6-
phosphate AmidoTransférase 
GFPT : Glutamine :Fructose-6-
Phosphate amidoTransférase 
GH : Glycoside Hydrolase  
GIP : Gastric Inhibitory 
Polypeptide 
GK : GlucoKinase 
Glc : Glucose 
GlcNH2 : Glucosamine 
GlcNAc : N-Acétyl-D-
Glucosamine 
GlcNAz : N-
azidoAcétylGlucosamine 
GLI : GLIoma-associated 
oncogene family zinc finger 
GLUT : GLUcose Transporter 
GNAT : GCN5 related family of 
AcetylTransferase 
GNPNAT : Glucosamine-6-
Phosphate N-AcétylTransférase 
GnT : β1,6-N-
acétylGlucosaminylTransférase 
Goblin : OGT’ bisubstrate-
linked inhibitor 
GPC : pre-Glycoprotein 
Polyprotein Complex  
GPI : 
GlycosylPhosphatidylInositol 
GRB : Growth-factor-Receptor 
Bound protein 
GRK : G protein-coupled 
Receptor Kinase 
GRP : Glucose-Regulated 
Protein 
GS : Glycogène Synthase 
GSH : Glutathion réduit 
GSK : GS Kinase 
GSL : Griffonia Simplicifolia 
Lectin 
GST : Glutathion S-Transférase 

GT : GlycosylTransférase 
GTP : Guanosine TriPhosphate 
GTPase : GTP hydrolase 

H 
hA : hélice α Amphipathique 
HAT : Histone 
AcétylTransférase 
HBP : Hexosamine Biosynthetic 
Pathway 
HCD : Higher-energy Collisional 
Dissociation 
HCF : Host Cell Factor 
HDAC : Histone DésACétylase 
HDL : High-Density Lipoprotein 
HECT : Homologous to the E6-
AP Carboxyl Terminus domain 
Hex : Hexosaminidase 
HexNAc : N-AcétylHexosamine 
HG : High Glc 
hi : high expression 
HIF : Hypoxia-Inducible Factor 
HK : HexoKinase 
HMT : Histone 
MéthylTransférase 
HNF : Hepatocyte Nuclear 
Factor 
HNPCC : Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer 
hnRNP : heterogeneous nuclear 
RiboNucleoProtein 
HO : Heme Oxygénase 
Hox : Homeobox 
HRAS : Harvey RAt Sarcoma 
viral oncogene homolog 
Hsc : Heat shock cognate 
sp : Heat shock protein 
HTS : High-Throughput 
Screening 
HUWE : HECT, UBA, and WWE 
domain containing E3 ubiquitin 
protein ligase 

I 
I/R : Ischémie/Reperfusion 
IC50 : half 
maximal Inhibitory Concentrati
on 
IDL : Insertion-Deletion Loop 
IDR : Intrinsically Disordered 
Region 
IF : ImmunoFluorescence 
IGF : Insulin like Growth Factor 
IHC : ImmunoHistoChimie 
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IKK : Inhibitory KappaB Kinase 
IL : InterLeukine 
IL1R : IL-1 Receptor 
IMC : Indice de Masse 
Corporelle 
INCa : Institut National du 
Cancer 
INS : INSuline 
Int-D : Inter-Domaine 
IP : ImmunoPrécipitation 
IR : Insulin Receptor 
IRI : IRInotécan 
IRS : IR Substrate 
IV : IntraVeineux 

J 
JNK : c-Jun N-ter Kinase 

K 
K : Kératine 
KAT : Lysine AcétylTransférase 
KCZ : KetoConaZole 
KD : Knock-Down 
KI : Knock-In 
Kip : Kinase-inhibitory protein 
KO : Knock-Out  
KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten RAS 
viral oncogene homolog 
KSHV : Kaposi’s Sarcoma-
associated HerpesVirus 

L 
L1CAM : L1 Cell Adhesion 
Molecule 
LATS : LArge Tumor Suppressor 
kinase 
lncRNA : long non-coding 
RiboNucleic AcidLDH : Lactate 
DésHydrogénase 
Le : Lewis 
LEF : Lymphoid Enhancer Factor 
LG : Low Glc 
LGR : Leu-rich repeat-
containing G-protein coupled 
Receptor  
LIG : ADN LIGase 
LLC : Leucémie Lymphoïde 
Chronique 
LMA : Leucémie Myéloïde 
Aigüe 
lo : low expression 
LOH : Loss Of Heterozygoty 
LPS : LipoPolySaccharide 

LRP : Lipoprotein Receptor-
related Protein 
LSD : Lysine-Specific histone 
Demethylase 
LSF : Late Simian virus 40 Factor 
LT : Lymphocyte T 
LTB4R : LeukoTriene B4 
Receptor 
LV : LeucoVorine 

M 
Maf : V-Maf 
Musculoaponeurotic 
fibrosarcoma oncogene  
MAN : α-MANnosidase 
MAP : Microtubule-Associated 
Protein 
MAPK : Mitogen-Activated 
Protein Kinase 
MAPKK : MAPK Kinase 
MAPKKK : MAPKK Kinase 
MBD : Methyl-CpG-Binding 
Domain protein 
MCL : Mantle Cell Lymphoma 
Mcl : Myeloid cell leukemia 
MCM : MiniChromosome 
Maintenance protein 
MCP : Methyl-accepting 
Chemotaxis Protein 
MCT : Modification Co-
Traductionnelle 
MDC : Mediator of DNA 
damage Checkpoint protein 
MDF : Mucin Depleted Foci 
MDM : Mouse Double Minute  
MEC : Matrice ExtraCellulaire 
MEF : Mouse Embryonic 
Fibroblast 
MEK : MAPK/ERK Kinase 
MGAT : α-1,3-Mannosyl-
Glycoprotein 2-β-N-
AcétylglucosaminylTransférase 
MGEA : MeninGioma Expressed 
Antigen 
MICI : Maladie Inflammatoire 
Chronique de l’Intestin 
MINT : Methylated IN Tumors 
miR : micro-ARN 
MIRO : MItochondrial RhO 
MKK : MAPKK  
MLC : Myosin Light-Chain 
MLCK : MLC Kinase  
MLH : MutL Homolog 
MLL : Mixed-Lineage Leukemia 

MMP : Matrix 
MetalloProteinase 
MMR : MisMatch Repair 
MnSOD : Manganese 
SuperOxide Dismutase 
mOGT : mitochondrial OGT  
MOMP : Mitochondrial Outer 
Membrane Permeabilization 
MP : Myosine Phosphatase 
MPT : Modification Post-
Traductionnelle 
MR : Mandelate Racemase 
MRP : Multidrug Resistance-
associated Protein 
MSH : MutS Homolog 
MSI : MicroSatellite Instable 
MSI-H : MSI-High frequency 
MSI-L : MSI-Low frequency 
mSIN : mammalian Stress-
activated protein kinase 
INteracting protein 
MSS : MicroSatellite Stable 
MTHF : 
MéthylèneTrétraHydroFolate 
MTHFR : MTHF Réductase 
mTOR : mammalian Target Of 
Rapamycin 
mTORC : mTOR Complex 
MTS : Mitochondrial Targeting 
Sequence 
MUC : MUCine 
Mut : Mutator 
mut : muté 
Myb : V-Myb Myeloblastosis 
viral oncogene homolog 
MYBL : MYB proto-oncogene 
Like 
MYPT : MYosin Phosphatase 
Target 
MYT : Membrane-associated Y- 
and T-specific CDC2-inhibitory 
kinase 

N 
Nα-acétylation : acétylation de 
l’α-amine en N-ter 
Na : Sodium 
NAC : Non-Amyloid-β 
Component 
NAD : Nicotinamide Adénine 
DiNucléotide 
NADP : NADPhosphate 
NADPH : NADP réduit 
NAG : N-Acétyl-Glucosamine 
NAGK : NAG Kinase 
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NanoLC-MS/MS : Nano-Liquid 
Chromatography tandem-Mass 
Spectrometry 
NAT : N-α-AcétylTransférases 
NBS : Nucleotide Binding Site 
NCI-60 : National Cancer 
Institute 60 
ncOGT : nucleocytoplasmic 
OGT 
NDAC : N-ter DeACétylase 
NDK : Nucléoside Diphosphate 
Kinase 
NDUF : NAD Dehydrogenase 
Ubiquinone Fe-S protein 
NER : Nucleotide Excision 
Repair 
NeuroD : Neurogenic 
Differentiation 
NEUROG : NEUROGénine 
NF : NeuroFilament 
NF : Nuclear Factor 
NIMA : Never In Mitosis gene A 
Nkx2 : Nk2 homeobox 
transcription factor related 
NLS : Nuclear Localization 
Signal 
NO : Nitric Oxide 
NPC : Nuclear Pore Complex 
NRF : Nuclear Respiratory 
Factor 
NRS : Negative Regulatory 
Sequence 
NSB : Nijmegen Breakage 
Syndrome 
NSCLC : Non-Small-Cell Lung 
Carcinoma 
NT : NitroTyrosine 
nt : nucléotide 
NTR : Nuclear Transport 
Receptor 
Nup : Nucléoporine 
Nα-acétylation : acétylation de 
l’α-amine en N-ter 

O 
OAT : Organic Anion 
Transporter 
Oct : Octamer-binding 
transcription factor 
OCT : Organic Cation 
Transporter 
ODC : Orinithine DéCarboxylase 
OGA : β-O-GlcNAcAse 
OGT : β-O-GlcNAcTransférase 

O-GlcNAcylation : O-N-
AcétylGlucosaminylation 
OPRT : Orotate 
PhosphoRibosylTransférase 
OSMI : OGT with a Small 
Molecule Inhibitor 
OX : OXaliplatine 

P 
PA : Phosphatidic Acid 
PAF : Polypose Adénomateuse 
Familiale 
PAI : Plasminogen Activator 
Inhibitor 
PAN : PANitumumab  
PARP : Poly(ADP-Ribose) 
Polymérase 
Pax : Paired box 
PcG : Polycomb-Group proteins 
PCNA : Proliferating Cell 
Nuclear Antingen 
PD : Programmed cell Death 
PDCD6IP : ProgrammeD Cell 
Death 6-Interacting Protein 
PDGFR : Platelet-Derived 
Growth Factor Receptor 
PDH : Pyruvate 
DésHydrogénase 
PDHK : PDH Kinase  
PDK : Phosphoinositide-
Dependent Kinase 
PD-L : PD-Ligand 
Pdx : Pancreatic and duodenal 
homeobox 
PE : PhénylEphrine 
PEG : PolyEthylène Glycol 
Pem : Placentae and embryos 
oncofetal 
PEPCK : PhosphoEnolPyruvate 
CarboxyKinase 
PERK : Protein kinase R-like 
Endoplasmic Reticulum Kinase 
PFK : PhosphoFructoKinase 
PGC : Peroxisome proliferator-
activated receptor Gamma 
Coactivator 
PGI : PhosphoGlucose 
Isomérase 
PGK : PhosphoGlycérate Kinase 
PGlcS : Prediction of O-
GlcNAcylated Sites 
PGM : PhosphoGlucoMutase 
Ph : Polyhomeotic 
PHB : ProHiBitine 

PHDK : Pyruvate 
DésHydrogénase Kinase 
PhoRC : Pleiohomeotic-
Repressive Complexe 
PI : PhosphatidylInositol 
PI3K : PhosphoInositide 3-
Kinase 
PI3KCA : PI3K Catalytic subunit 
Alpha 
PIDD : P53-Induced protein 
with a DD 
PIN : Peptidylpropyl cis-trans 
NIMA Isomerase interacting 
PIP : PIPhosphate 
PIP2 : PI-4,5, BisPhosphate 
PIP3 : PI-3,4,5 TriPhosphate 
PIPK : PIP Kinase 
PK : Protéine Kinase 
PK : Pyruvate Kinase 
PL : PhosphoLipase 
PLB : PhosphoLamBane 
PLK : Polo-Like Kinase 
PMAIP : Phorbol-12-Myristate-
13-Acetate-Induced Protein 
PML : ProMyelocytic Leukemia 
PMS : PostMeiotic Segregation 
increased  
PNGase : Peptide-N-
Glycosidase 
POL : POLymérase 
poly-LacNAc : poly-N-
AcétylLactosamine 
PP : Protein Phosphatase 
PPi : PyroPhosphate 
inorganique 
ppGalNAcT : polypeptide N-
AcétylGalactosaminylTransféra
se 
PPO : PIP-binding domain 
activity of OGT 
PPP : Pentose Phosphate 
Pathway 
pRB : protéine du 
RétinoBlastome 
PRC : Polycomb Repressive 
Complex 
PR-DUB : Polycomb Repressive 
DeUBiquitinase 
PRE : PcG Responsive Element 
pre-B-ALL : pre-B Acute 
Lymphocytic Leukemia 
PRO : PROtéolyse 
PRPP : PhosphoRibosyl 
PyroPhosphate 
Prx : Peroxyrédoxine 
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PS : ParaSporine 
PSM : ProtéaSoMe 
PTEN : Phosphatase and TENsin 
homolog 
PTP : Pore de Transition de 
Perméabilité 
Puma : P53 upregulated 
modulator of apoptosis 
PVL : Psathyrella Velutina 
Lectin 

Q 
Q6S : Quinolinone-6-
Sulfonamide 
qRT-PCR : quantitative Reverse 
Transcription Polymerase Chain 
Reaction 

R 
RbAp : RetinoblastomA-binding 
protein 
RAC : RAS-related C3 botulinum 
toxin substrate 
RACK : Receptor of Activated 
protein C Kinase 
RAF : Rapidly Accelerated 
Fribrosarcoma 
RAIDD : RIP-Associated 
ICH1/CED-3-homologous 
protein with a DD 
RAL : RAS-reLated protein 
RALBP : RAL-Binding Protein 
RalGDS : Ras-like Guanine 
nucleotide-Dissociation 
Stimulator 
RAM : RAMucirumab  
Ran : Ras-related nuclear 
protein 
RanBP : Ran-Binding Protein 
RAR : Retinoic Acid Receptor 
RAS : RAt Sarcoma 
RBL : RetinoBlastoma-Like 
RBL : Ribosomal Protein of the 
Large subunit 
RE : Réticulum Endoplasmique 
REG : REGorafénib  
RELN : REeLiNe 
RET : REarranged during 
Transfection 
RF : Replication Factor 
RFS : Relapse-Free Survival 
RHO : RAS HOmolog gene 
family  

RICTOR : Rapamycin-
Insensitive Companion of 
mTOR 
RING : Really Interesting New 
Gene 
RIP : Receptor-Interacting 
Protein 
RMB : RNA-Binding protein 
Member 
RNF : RING Finger Protein 
RNP : RiboNucléoProtéine 
RNU2 : RiboNucleic acid U2 
small nuclear  
Romo : Reactive oxygen species 
modulator 
ROS : Reactive Oxygen Species 
RP : Replication Protein 
RPL : Ribosomal Protein of the 
Large subunit 
RPS : Ribosomal Protein of the 
Small subunit 
Rpt : Regulatory particle triple-
A ATPase 
rPVL : recombinant PVL 
RR : Ribonucléotide Réductase 
RRM : Ribonucléoside-
diphosphate Réductase 
RTK : Récepteur Tyrosine 
Kinase 
rTS : protéine régulatrice de la 
TS  
RUNX : RUNt related 
transcription factor 

S 
S6K : S6 Kinase 
SAM : S-Adénosyl-L-
Méthionine 
SCF : Skp, Cullin, F-box 
SENP : SENtrin specific 
Proteases 
Ser : Sérine 
SERCA : Sarco/Endoplasmic 
Reticulm Ca2+-ATPase 
SET : Su(var)3-9 ; Enhancer-of-
zeste and Trithorax 
SETD : SET Domain 
sFAS : soluble Fas 
SFMBT : Structural 
maintenance of chromosomes 
like with Four Malignant Brain 
Tumor domains 
SHMT : Sérine 
HydroxyMéthylTransférase 
siRNA : small interfering RNA 

SIRT : SIRTuine 
Skp : S-phase kinase-associated 
protein 
SLC : SoLute Carrier 
SMAC : Second Mitochondria-
derived Activator of Caspase 
SMAD : Small Mothers Against 
Decapentaplegic 
SMC : Syndromes 
Myasthéniques Congénitaux 
SMUG : Single-strand selective 
Monofunctional Uracil DNA 
Glycosylase 
SN-38G : SN-38 Glucuronide 
SNAI : SNAIl 
SNAP : SyNAPtosomal-
associated protein 
SNARE : Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-
factor Attachment protein 
REceptor 
SNFGE : Société Nationale 
Française de Gastro-
Entérologie 
SNP : Single-Nucleotide 
Polymorphism 
SOCS : Suppressor Of Cytokinine 
Signaling 
sOGA : short OGA 
sOGT : short OGT 
SOS : Son Of Sevenless 
Sp : Specificity protein  
SPT : SuPpressor of Ty 
Src : v-src avian sarcoma 
(Schmidt-ruppin A-2) viral 
oncogene homolog 
SREBP : Sterol Regulatory 
Element-Binding Protein 
SSB : Single-Strand Break 
ST3GalT : α 2,3-
SialylTransférase  
ST6GalNAcT : α-GalNAc α2,6-
SialylTransférase 
ST6GalT : β-galactoside α2,6-
SialylTransférase 
ST8SIA : α2,8-SIAlylTransférase 
STAT : Signal Transducer and 
Activator of Transcription  
STIM : STromal Interaction 
Molecule 
STZ : STreptoZotocine 
SUMO : Small Ubiquitin-related 
MOdifier 
Suz : Suppressor-of-zeste 
sWGA : succinyl-WGA 
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Sxc : Super sex combs 
SYCE : SYnaptonemal Complex 
central Element protein 

T 
T : Thomsen-Friedenreich 
TAB : TGF-Beta Activated 
kinase 
TAF : TATA-box-Associated 
Factor 
TAS : TAgging-via-Substrate 
TAS2R : TASte 2 Receptor 
Tau : Tubulin associated unit 
TAZ : TAfaZzin 
tBid : truncated Bid 
TBP : TATA-box Binding Protein 
TCF : T Cell Factor 
TDG : Thymidine DNA 
Glycosylase 
TDP : Thymidine DiPhosphate 
TEAD : Transcriptional 
EnhAncer Domain 
TEM : Transition Epithélio-
Mésenchymateuse 
TET : Ten-Eleven Translocation 
TF : TriFluoro 
TF : B-Transcription Factor 
TFT : TFThymidine 
TGF : Transforming Growth 
Factor 
TGFβR : TGF-β Receptor 
THAP : THanatos Associated 
Protein 
THF : TétraHydroFolate 
TIE : Tyrosine kinase with Ig and 
EGF homology domains 
TIF : Transcriptional 
Intermediary Factor 
TK : Thymidine Kinase 
TLD : ThymineLess Death 
TLE : Transducin-Like Enhancer 
TLR : Toll-Like Receptor 
TMP : Thymidine 
MonoPhosphate 
Tn : Thomsen-nouvelle 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
TNFAIP : TNF Alpha-Induced 
Protein 
TNFR : TNF Receptor 
TNFRS : TNFR Superfamiliy 
TNM : TétraNitroMéthane 
TNM : Tumor-Node-Metastasis 
Top : Topoisomérase 
TP : Tumor Protein 
TP : Thymidine Phosphorylase 

TPR : TetratricoPeptide Repeat 
TRADD : TNFR Associated DD 
TRAIL : TNF Related Apoptosis 
Inducing Ligand 
TRAIL-R : TRAIL-Receptor 
TRAK : TRAfficking Kinesin 
protein 
Trp : Tryptophane 
TrpC : Transient Receptor 
Potential Channel 
TruMBD4 : Truncated MBD4 
TS : Thymidylate Synthase 
TSC : Tuberous SClerosis 
TSER : TS Enhancer Region 
TTP : Thymidine TriPhosphate 
TTR : Time-to-Tumor 
Reccurence 
TUB : TUBuline 
TYMP : ThYMidine 
Phosphorylase 
TYMS : ThYMidylate Synthase 
TYROBP : TYROsine kinase-
Binding Protein 

U 
UAP : UDP-N-
Acétylglucosamine 
Pyrophosphorylase 
Ub : Ubiquitine 
Uba : Ubiquitin activating 
enzyme 
UBA : UBiquitin-Associated 
domain 
Ubc : Ubiquitin-conjugating 
enzyme 
UCH : Ubiquitin C-terminal 
Hydrolase 
UDG : Uracil-DNA-Glycosylase 
UDP : Uridine DiPhosphate 
UFT : Uracile/FTorafur 
UGT : UDP 
GlucuronosylTransférase  
UK : Uridine Kinase 
UMP : Uridine MonoPhosphate 
UMP-CMPK : UMP-Cytidine 
MonoPhosphate Kinase 
UMPS : UMP Synthase 
UNG : Uracil-DNA Glycosylase 
UP : Uridine Phosphorylase 
UPR : Unfolded Protein 
Response 
UPS : Ubiquitin Proteasome 
System 
USF : Upstream Stimulatory 
Factor 

USP : Ubiquitin-Specific Protase 
UTP : Uridine TriPhosphate 
UTR : Untranslated Transcribed 
Region 

V 
VDAC : Voltage-Dependent 
Anion Channel 
VEGF : Vascular Endothelial 
Growth Factor 
VIM : VIMentine 

W 
WB : Western Blot 
WG : Whithout Glc 
WGA : Wheat Germ Agglutinin 
Wnt : Wingless integration 

X 
XBP : X-box-Binding Protein 
XEL : XELoda® 
XIC : X-Inactivation Center 
XIST : X Inactive Specific 
Transcript 
XLID : X-Linked Intellectual 
Disability 
XP : Xeroderma Pigmentosum, 
complementation  
XPD : X-linked Dystonia-
Parkinsonism 
XRCC : X-ray Repair Cross 
Complementing 

Y 
YAP : Yes-Associated Protein 
YY : Yin Yang 

Z 
ZEB : Zinc finger E-box-Binding 
homeobox 
ZNF : ZiNc Finger protei
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Chapitre 1 : Le Cancer ColoRectal (CCR) 

1. Epidémiologie et statistiques 

1.1. Incidence et mortalité 

Le CCR (Cancer ColoRectal) est un problème de santé publique majeur puisqu’il est, de par sa 

fréquence (1,8 millions de nouveaux cas en 2018), la 3ème pathologie cancéreuse tous sexes confondus 

à travers le monde après les cancers du poumon et du sein (GLOBOCAN). Avec près de 881 000 décès 

en 2018, il se situe au 2ème rang des cancers en terme de mortalité dans le monde derrière le cancer 

du poumon (Bray et al., 2018). Selon les projections de l’INCa (Institut National du Cancer) pour la 

France métropolitaine en 2018, le CCR demeurerait le 4ème cancer en termes d’incidence (44 000 

nouveaux cas estimés dont 54% chez l’homme) après les cancers du sein, du poumon et de la prostate, 

et le 2ème en terme de mortalité (18 000 décès estimés dont 54% chez l’homme) après le cancer du 

poumon (Figure 1). 

  

1.1. Etiologie 

1.1.1. Facteurs génétiques 

La majorité des CCR, soit environ 75-80 % des cas, sont sporadiques alors que 20-25 % des cas 

restants présentent des prédispositions familiales. Parmi ces derniers, seuls 5 % ont un syndrome 

héréditaire, le syndrome de Lynch également appelé cancer colorectal non-polypeux héréditaire 

(HNPCC, Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) et la PAF (Polypose Adénomateuse Familiale) 

étant les plus répandus. 

 
1.1.2. Facteurs environnementaux 

Les CCR sporadiques peuvent être modulés par un grand nombre de facteurs 

environnementaux incluant l’âge du sujet, le mode de vie, les maladies inflammatoires ou encore les 

désordres métaboliques. 

 
Le vieillissement de la population contribue à l’augmentation de l’incidence du CCR puisque 95% des 

nouveaux cas surviennent après l’âge de 50 ans. Les MICI (Maladies Inflammatoires Chroniques de 

l’Intestin) telles que la maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse accroissent également le risque de CCR 

(Triantafillidis et al., 2009). Les données épidémiologiques révèlent une prévalence nette des CCR dans 

les pays industrialisés (Bray et al., 2018) et une augmentation croissante du taux d’incidence dans les 

pays en voie de développement en raison d’une « occidentalisation » progressive du mode de vie 

(Center et al., 2009).Les taux d’incidence les plus élevés pour le CCR se localisent en Europe, en 

Australie/Nouvelle Zélande, en Amérique du Nord et en Asie de l’Est et les plus bas en Afrique et en 

Asie du Sud (Bray et al., 2018). En revanche, la mortalité reste moins importante dans les régions 

développées par la présence de meilleures conditions sanitaires et de meilleurs accès aux traitements 

(Ferlay et al., 2015) (Figure 1).  
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Figure 1 : Incidence et mortalité du Cancer ColoRectal (CCR) aux niveaux national et international en 

2018. L’incidence du CCR est plus élevée en Amérique du Nord, en Europe, en Asie de l’Est et en 

Australie/Nouvelle Zélande. Le CCR est le 3ème et le 4ème cancer le plus fréquent respectivement dans 

le monde et en France, et le 2ème cancer le plus mortel dans le monde et en France (INCa, 2018 ; 

GLOBOCAN, 2018 (Bray et al., 2018)). 

CCR : Cancer ColoRectal ; INCa : Institut National du Cancer. 
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Il est connu depuis les années 1980, que la prise alimentaire influe sur le risque d’incidence du CCR 

(Jain et al., 1980). Notamment, l’apport riche en calories totales, en graisses totales, en protéines, en 

sucres raffinés ou en cholestérol augmente ce risque. Au contraire, il est réduit par la consommation 

d’acide folique, de vitamine C et de fibres végétales (Jain et al., 1980; Freudenheim et al., 1990; Benito 

et al., 1991). L’obésité et le DT2 (Diabète de Type 2), qui ont souvent pour origine une alimentation 

déséquilibrée, ont également été associés à un risque accru de développer un CCR. En effet, Bostick et 

collaborateurs (1994) ont montré que l’apport riche en saccharose (plus de 25 g/j) et l’obésité (IMC 

(Indice de Masse Corporelle) supérieur à 30 kg/m²) augmentent de plus de 1,4 fois ce risque (Bostick 

et al., 1994). Les sujets atteints de DT2, caractérisé par une hyperglycémie et une résistance à l’insuline, 

ont également 1,4 fois plus de risque de développer un CCR (Yang et al., 2005). 

 

2. Processus de cancérisation du Côlon-Rectum (CR) 

2.1. Evolution histopathologique 

2.1.1. Architecture macroscopique et fonctions physiologiques 

Le côlon est la portion distale du tractus digestif qui mesure environ 1,5 mètres de long et qui 

s’étend de la valvule iléo-caecale de Bauhin jusqu’au rectum. Il forme un cadre colique comprenant 

quatre sections : le côlon ascendant (ou droit), le côlon transverse, le côlon descendant (ou gauche) et 

le côlon sigmoïde relié au rectum (Figure 2).  

 
Physiologiquement, ses fonctions principales sont la sécrétion de mucus et l’absorption d’eau, 

d’électrolytes et de nutriments non digérés par l’intestin grêle pour, respectivement, faciliter la 

progression et la concentration des matières fécales. Son microbiote synthétise des vitamines dont 

l’acide folique qui aident à la digestion des aliments et à la coagulation du sang. Le rectum, quant à lui, 

stocke les matières fécales avant leur évacuation par l’anus.  

 
Comme l’ensemble du tube digestif, le côlon-rectum est composé de quatre tuniques qui se 

superposent. De l’intérieur vers l’extérieur, on retrouve : la muqueuse au contact de la lumière, la 

sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (mésocôlon ou mésorectum). La sous-muqueuse est 

constituée d’un tissu conjonctif richement irrigué contenant le plexus nerveux de Meissner. La 

musculeuse est constituée de fibres musculaires lisses circulaires internes et longitudinales externes 

séparées par le plexus nerveux d’Auerbach. La séreuse est constituée de tissu adipeux et forme le 

feuillet viscéral du péritoine (Figure 2). Enfin, la muqueuse comporte elle-même un épithélium de 

revêtement, une musculaire muqueuse constituée de fibres musculaires, une lame basale et un tissu 

conjonctif de soutien (ou chorion) riche en tissu lymphoïde diffus. Contrairement à l’épithélium 

intestinal, l’épithélium muqueux colique ou rectal ne présente pas de villosités à sa surface mais des 

invaginations en forme de doigts appelées cryptes (ou glandes) de Lieberkühn (Figure 3).  
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Figure 2 : Organisation anatomique et architecture macroscopique du Côlon-Rectum (CR). Schémas 

du gros intestin (A) et des tuniques de l’épithélium muqueux du CR (B). Le CR est constitué de 4 

tuniques : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. Coupes histologiques issues 

de The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/colon). 

CR : Côlon Rectum. 

 

  

https://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/colon
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2.1.2. Architecture microscopique de l’épithélium muqueux 

Les cryptes de Lieberkühn sont constituées de plusieurs types cellulaires différenciées : les 

entérocytes (ou colonocytes, 80%), les cellules caliciformes (ou cellules sécrétrices de mucus ou 

cellules en gobelet, 20%) et les cellules entéroendocrines (<1%). Elles comportent également des CS 

(Cellules Souches) indifférenciées (4 à 6 cellules par crypte). Contrairement à celui de l’intestin grêle, 

l’épithélium muqueux du côlon-rectum est dépourvu de cellules de Paneth (Figure 3). 

  
Cellules différenciées : Au sommet de la crypte, les entérocytes absorbent l’eau, les électrolytes et les 

nutriments non digérés au niveau de l’intestin grêle. Au milieu de la crypte, les cellules caliciformes 

sécrètent une grande quantité de mucus servant à la lubrification des parois de l’épithélium et à sa 

protection contre les pathogènes et les toxines du tube digestif. Sous l’effet de certains stimuli, les 

cellules entéroendocrines à la base de la crypte sécrètent différentes hormones ayant un rôle dans le 

contrôle de la satiété (CKK, CholéCystoKinine), la motilité du tractus digestif (gastrine, sérotonine, 

peptide inhibiteur gastrique (GIP, Gastric Inhibitory Polypeptide) et sécrétine) ou encore l’immunité 

et l’inflammation (substance P et somatostatine) (Figure 3).  

 
Cellules indifférenciées : L’épithélium du côlon-rectum est en contact perpétuel avec un milieu 

septique, acide et agressif contenu dans la lumière intestinale. Son homéostasie est donc basée sur le 

renouvellement rapide et constant de la monocouche cellulaire (Figure 3).  

 
Ce renouvellement cellulaire a lieu tous les 2 à 7 jours (Crosnier et al., 2006) et repose sur les activités 

de prolifération et de différenciation des CS. Il existe un gradient de différenciation des CS de sorte 

que celles qui se divisent de manière asymétrique sont au fond des cryptes alors que les cellules filles 

progénitrices se différentient en migrant vers le sommet. Selon leur localisation le long de l’axe 

antéro-postérieur de l’intestin, de leur position dans l’axe crypte-sommet et sous l’influence de 

gradients de ligands, les cellules acquièrent des caractéristiques fonctionnelles et perdent leur capacité 

à proliférer (De Santa Barbara et al., 2003; Noah et al., 2011). Arrivées à la surface en plateau des 

cryptes de Lieberkühn, les cellules meurent par apoptose et desquament dans la lumière (Figure 3).  

 
2.1.3. Tumeurs épithéliales de la muqueuse du CCR et modèles d’initiation et de la 

progression du CCR 

La dérégulation des mécanismes de différenciation, de prolifération ou d’apoptose aboutit à 

l’accumulation d’anomalies à l’origine du développement de tumeurs épithéliales. Les premières 

anomalies décelables sont des lésions précancéreuses qui sont majoritairement de deux types : les 

foyers de cryptes aberrantes (ACF, Aberrant Crypt Foci) (Pretlow et al., 1992) et les foyers déplétés en 

mucine (MDF, Mucin Depleted Foci) (Femia et al., 2004).  
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Figure 3 : Architecture microscopique de l’épithélium muqueux du CR. Coupes histologiques (A) et 

schéma (B) de l’épithélium muqueux du CR. L’épithélium de la crypte du CR s’organise du fond au 

sommet avec les cellules indifférenciées (souches et progénitrices exprimant le marqueur de 

prolifération Ki-67) puis les cellules différenciées (entéroendocrines exprimant la chromogranine A, 

caliciformes et entérocytes). Les cellules indifférenciées prolifèrent et se différencient afin d’assurer le 

renouvellement des cellules différenciées qui migrent au fur et à mesure vers le sommet puis meurent 

par apoptose. Coupes histologiques issues de The Human Protein Atlas 

(https://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/colon). 

CR : Côlon Rectum. 

  

https://www.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/colon
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Les adénomes plans et polypoïdes sont des lésions cancéreuses bénignes qui, dans 5% des cas, 

aboutissent à un carcinome en suivant la séquence adénome-carcinome décrite en 1990 par Fearon 

et Vogelstein (Fearon and Vogelstein, 1990). Dans plus de 95% des cas de CCR, les tumeurs sont des 

adénocarcinomes qui surviennent au niveau des glandes de la muqueuse. 

 
La tumeur colorectale est composée de populations cellulaires très hétérogènes en termes de 

morphologie, de potentiels prolifératif et tumorigène, d’expression de marqueurs de surface ou 

encore de réponse à la thérapie anti-cancéreuse (Dexter et al., 1981). Deux modèles conceptuels de 

l’origine et de la progression tumorales étaient initialement proposés pour expliquer l’hétérogénéité 

tumorale observée : les modèles « stochastique » et « hiérarchique ». Le modèle actuel est basé sur 

une coexistence de ces deux premiers (Figure 4).  

 
Modèle « stochastique » : Historiquement, le premier modèle tentant d’expliquer l’origine du cancer 

a été le modèle « stochastique » (Nowell, 1976). Celui-ci suppose qu’une série de mutations aléatoires 

peut permettre à chaque cellule du tissu d’acquérir un potentiel prolifératif indéfini et de former un 

clone tumorigène indépendant. L’hétérogénéité tumorale résulterait d’une sélection clonale 

ultérieure influencée par le microenvironnement (Figure 4). 

 
Modèle « hiérarchique » : Depuis la fin des années 1990, le modèle stochastique est contredit par une 

vision « hiérarchique » de la tumeur (Bonnet and Dick, 1997). Ce modèle, également appelé 

« hypothèse des CSC (Cellules Souches Cancéreuses) », suggère que seule une faible proportion de 

cellules tumorales, les CSC, possède la capacité d’initier et de maintenir la tumeur. En effet, ces cellules 

ont les propriétés d’auto-renouvèlement et de différenciation des CS adultes. L’hétérogénéité 

tumorale résulterait donc d’un arrêt de différenciation cellulaire à différents stades. Ce modèle tire 

donc son nom du fait que les CSC sont placées au sommet de la pyramide de différenciation tumorale 

et qu’elles sont à l’origine de l’ensemble des cellules de la tumeur (Figure 4).  

 
Modèle actuel : L’hypothèse actuelle serait que les CSC du CCR dériveraient des CS saines présentes à 

la base des cryptes qui auraient accumulé des mutations au cours du temps. Les marqueurs communs 

pour la caractérisation et l’isolement des CSC du CCR sont la combinaison de certaines protéines de 

surface telles que CD24 (Cluster de Différenciation 24), CD29, CD44, CD133, CD147, CD166, EpCAM 

(Epithelial Cell Adhesion Molecule), LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled Receptor 

5) ainsi que ALDH1 (ALdéhyde DésHydrogénase 1) intracellulaire (O’Brien et al., 2007; Dalerba et al., 

2007; Barker et al., 2007; Vermeulen et al., 2008; Huang et al., 2009; Chen et al., 2015) (Figure 4).  
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Figure 4 : Modèles conceptuels de l’origine et de la progression du CCR sporadique. Les modèles 

« stochastiques » et « hiérarchiques » sont respectivement basés sur l’apparition de mutations 

aléatoires au niveau de cellules différenciées et indifférenciées (CSC caractérisées par des 

biomarqueurs intracellulaires et de surface). Le modèle actuel repose sur une coexistence de ces deux 

modèles. 

ALDH1 : ALdéhyde DésHydrogénase 1 ; CD : Cluster de Différenciation ; CCR : Cancer ColoRectal ; CSC : Cellule 
Souche Cancéreuse ; EpCAM : Epithelial Cell Adhesion Molecule ; LGR5 : Leucine-rich repeat-containing 
G-protein coupled Receptor 5. 
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2.2. Séquence de transformation adénome-carcinome de Fearon et Vogelstein 

Selon la séquence adénome-carcinome de Fearon et Vogelstein (Fearon and Vogelstein, 1990), 

à chaque étape de la tumorigenèse apparaissent séquentiellement des mutations ou autres anomalies 

géniques qui activent la voie Wnt (Wingless integration site) puis la signalisation associée à l’EGFR (EGF 

(Epidermal Growth Factor) Receptor), qui inactivent la réponse au TGF-β (Transforming Growth Factor 

β) et enfin qui induisent la perte de fonction de p53 (protéine de 53 kilodaltons) (Figures 5 et 6). 

 
2.2.1. Voie de signalisation Wnt 

En l’absence du ligand Wnt, la β-caténine cytosolique est complexée aux protéines APC 

(Adenomatous Polyposis Coli) et axine (axis inhibition protein). Ce complexe sert de plateforme 

d’interaction pour les kinases GSK3-β (Glycogen Synthase Kinase 3-β) et CK1α (Casein Kinase 1 α) qui 

phosphorylent alors la β-caténine au niveau de la boîte de destruction D-box (Destruction box) et 

induisent sa dégradation protéasomale. La fixation du ligand Wnt sur Frz (Frizzled) entraine l’association 

du récepteur avec ses corécepteurs LRP5/LRP6 (Lipoprotein Receptor-related Protein 5/6) et le 

recrutement de Dsh (Disheveled). A son tour, Dsh recrute l’axine et dissocie ainsi le complexe de 

destruction de la β-caténine. La β-caténine cytoplasmique est alors transloquée au noyau pour former 

un complexe d’activation transcriptionnel avec les régulateurs transcriptionnels TCF (T Cell Factor)/LEF 

(Lymphoid Enhancer Factor) et des coactivateurs transcriptionnels tels que Bcl-9 (B-cell 

lymphoma-9)/Pygopus. Les gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine sont impliqués dans la régulation de 

la voie Wnt, la prolifération, la croissance, l’invasion, l’angiogenèse ou encore l’inhibition de l’apoptose 

(Pino and Chung, 2010) (Figure 6). Ainsi, dans plus de 80% des tumeurs colorectales, une suractivation 

de la voie Wnt résultant en l’accumulation nucléaire de la β-caténine initie la cancérogenèse (White et 

al., 2012). Ces tumeurs présentent des mutations des gènes codant les suppresseurs de tumeur APC 

(56% des cas) et axine 2 (5%) ou encore le proto-oncogène β-caténine (5%) (Figure 5). 

 
2.2.2. Voies de signalisation du récepteur aux facteurs de croissance Epidermal Growth 

Factor Receptor (EGFR) et du Transforming Growth Factor β (TGF-β) 

La fixation du facteur de croissance EGF au récepteur transmembranaire EGFR conduit à 

l’activation de RAS (RAt Sarcoma) qui active, à son tour trois principaux effecteurs : RAF (Rapidly 

Accelerated Fribrosarcoma), PI3K (PhosphoInositide 3-Kinase) et RalGDS (Ras-like Guanine 

nucleotide-Dissociation Stimulator). RAF initie la cascade de signalisation impliquant les kinases MEK 

(MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) Kinase) et ERK 

(Wee and Wang, 2017) qui stimulent notamment la prolifération et le cycle cellulaire. Au niveau de la 

membrane plasmique, PI3K convertit le PIP2 (PI (PhosphatidylInositol)-4,5, BisPhosphate) en PIP3 

(PI-3,4,5 TriPhosphate) conduisant à l’activation de AKT. De manière opposée, le PIP3 est hydrolysé en 

PIP2 par PTEN (Phosphatase and TENsin homolog). La voie PI3K/AKT inhibe l’apoptose et promeut le 

métabolisme et la survie cellulaires (Figure 6). 
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Figure 5 : Processus de cancérisation sporadique du CR. La séquence adénome-carcinome de Fearon 

et Vogelstein définit les mutations et autres anomalies génétiques séquentielles qui apparaissent au 

cours de la cancérogenèse colorectale. Cette dernière peut avoir pour origine génétique une instabilité 

chromosomique ou microsatellitaire. Données issues de COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In 

Cancer) (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue).  

APC : Adenomatous Polyposis Coli ; BAX : B-cell lymphoma 2-Associated X ; BRAF : V-Rapidly Accelerated 
Fribrosarcoma murine sarcoma viral oncogene homolog B ; CR : Côlon Rectum ; CTNNB1 : CaTeNiN B1 ; kDa : 
kiloDalton ; KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog ; LOH : Loss Of Heterozygoty ; MLH1 : 
MutatorL Homolog 1 ; MMR : MisMatch Repair ; MSH : MutatorS Homolog; p53 : protéine de 53 kDa ; PI3KCA : 
PhosphoInositide 3-Kinase Catalytic subunit Alpha ; PMS2 : PostMeiotic Segregation increased 2 ; PTEN : 
Phosphatase and TENsin homolog ; SMAD : Small Mothers Against Decapentaplegic ; TGFβR2 : Transforming 
Growth Factor-β Receptor 2 ; TP53 : Tumor Protein 53 kDa. 

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue
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Figure 6 : Voies de signalisation affectées par les anomalies génétiques dans le CCR. Les différentes 

protéines des voies de signalisation Wnt, de l’EGFR, du TGF-β et de p53 cibles d’anomalies génétiques 

dans le CCR sont représentées en rose. 

ARF : Alternative Reading Frame protein ; AS160 : AKT Substrate of 160 kDa ; ATG : AuTophagy-related Gene; 
ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated ; ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad3-related ; Bad : Bcl-2 associated 
agonist of cell death ; BAX : BCL2-Associated X ; BBC3 : BCL2 Binding Component 3 ; Bcl : B-cell lymphoma ; 
BCL2L11 : BCL2-Like protein 11 ; BECN1 : BLC2-intEraCtiNg protein 1 ; BIRC5 : Baculoviral Inhibitor of apoptosis 
Repeat-Containing protein 5 ; BNIP3L : BCL2 Interacting Protein 3-Like ; Casp9 : Caspase 9 ; CBP : C-adenosine 
monophosphate response element-Binding protein Binding Protein; CCND1 : CyCliNe D1 ; CDC42 : Cell Division 
Control protein 42 ; CDK : Cyclin-Dependent Kinase ; CDKN : CDK Inhibitor ; CK1α : Casein Kinase 1α ; DDB2 : DNA 
Damage-Binding protein 2 ; DNA : DeoxyriboNucleic Acid ; DNA-PK : DNA-dependent Protein Kinase ; DPAK : 
Death-Associated Protein Kinase ; Dsh : Disheveled ; EGF : Epidermal Growth Factor ; EGFR : EGF Receptor; Elk-1 : 
Ets like 1;  ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase ; FDXR : FerréDoXine Réductase ; FoxO1 : Forkhead box 
O1 ; Frz : Frizzled ; FT: Facteur de Transcription ; GAB : GRB2-Associated-Binding protein ; GADD45β : Growth 
Arrest and DNA Damage-Inducible β ; GDP : Guanosine DiPhosphate ; GRB2 : Growth-factor-Receptor Bound 
protein 2 ; GSK3-β : Glycogène Synthase Kinase 3β ; GTP : Guanosine TriPhosphate ; HNF1a : Hepatocyte Nuclear 
Factor 1a ; IKK : Inhibitory KappaB Kinase ; JNK : c-Jun N-ter Kinase ; kDa : kiloDalton ; LEF : Lymphoid Enhancer 
Factor ; LRP : Lipoprotein Receptor-related Protein ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; MDM 2 : Mouse 
Double Minute 2 ; MEK : MAPK/ERK Kinase ; MMP : Matrix MetalloProteinase ; mTORC2 : mammalian Target Of 
Rapamycin Complex 2 ; p21Cip1 : protein 21 kDa CDK-interaction protein 1 ; p27kip1 : protein 27 kDaKinase-inhibitory protein 1 ; p300 : 
protéine de 300 kDa ; p38 : protéine de 38 kDa ; p53 : protéine de 53 kDa ; PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor 
1 ; PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antingen ; PDK1 : Phosphoinositide-Dependent Kinase 1 ; PI3K : 
PhosphoInositide 3-Kinase ; PI : PhosphatidylInositol ; PIP2 : PI-4,5 BisPhosphate ; PIP3 : PI-3,4,5 TriPhosphate; 
PLD1 : PhosphoLipase D1; PML : ProMyelocytic Leukemia ; PTEN : Phosphatase and TENsin homolog ; RAF: 
Rapidly Accelerated Fibrosarcoma ; RAL : RAs-reLated protein ; RALBP1 : RAL-Binding Protein 1 ; RalGDS : 
Ras-like Guanine nucleotide-Dissociation Stimulator ; RAS : RAt Sarcoma ; RBL1 : RetinoBlastoma-Like 1 ; RHOA : 
Ras HOmolog gene family A ; RRM2B : Ribonucléoside-diphosphate Réductase 2B ; SMAD : Small Mothers 
Against Decapentaplegic ; SOS : Son Of Sevenless ; TCF : T Cell Factor; TGF-β : Transforming Growth Factor β ; 
TGFβR : TGF-β Receptor ; TSC : Tuberous SClerosis protein ; VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor ; Wnt : 
Wingless integration ; XPC : Xeroderma Pigmentosum, complementation C. 
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Enfin, RalGDS active RAL (RAs-reLated protein) qui régule l’organisation du cytosquelette, la migration et 

le trafic vésiculaire (Pino and Chung, 2010; Poulogiannis et al., 2012; Wee and Wang, 2017) (Figure 6). 

Des mutations activatrices des gènes codant les proto-oncogènes KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten RAS viral 

oncogene homolog) (31% des cas), BRAF (V-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog) (11%) et PI3K 

(13%), et des mutations inactivatrices du suppresseur de tumeur PTEN (6%) sont associées au CCR et sont 

responsables d’une suractivation de la voie pro-tumorale de l’EGFR (Figure 5). 

 
Après liaison du ligand TGF-β sur ses récepteurs TGFβR1 (TGF-β Receptor 1) et TGFβR2, TGFβR1 est activé 

par TGFβR2. TGFβR1 phosphoryle et active alors SMAD2 (Small Mothers Against Decapentaplegic 

homolog 2) et SMAD3 qui, avec SMAD4, forment un complexe Smad. Dans le noyau, ce complexe 

interagit avec d’autres facteurs de transcription ainsi que des co-activateurs au niveau des promoteurs 

des gènes cibles afin d’inhiber la croissance et d’activer l’apoptose ou l’autophagie (Ikushima and 

Miyazono, 2010). La signalisation du TGF-β active également des voies non-Smad telles que p38MAPK, 

JNK (c-Jun N-ter Kinase), ERK, PI3K/AKT et des petites GTPases (Guanosine TriPhosphatases) incluant 

RHOA (RAS HOmolog gene family member A) et CDC42 (Cell Division Control protein 42) (Figure 6). Ainsi, 

une inactivation de la voie anti-tumorale du TGF-β est observée dans les tumeurs colorectales et a pour 

origine des mutations inactivatrices des gènes suppresseurs de tumeurs TGFβR2 (5%), SMAD2 (4%) ou 

encore SMAD4 (12%) (Figure 5). 

 
2.2.3. Voie de signalisation de la protéine de 53 kilodaltons (p53) 

En réponse à différents signaux de stress cellulaire ayant pour médiateurs ATM (Ataxia 

Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related), ARF (Alternative Reading 

Frame protein) ou encore DNA-PK (DeoxyriboNucleic Acid-dependent Protein Kinase), le facteur de 

transcription p53 est stabilisé et activé par phosphorylation et inhibition de son ubiquitination par 

l’ubiquitine ligase MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog). L’activation de p53 induit alors 

l’expression de gènes impliqués dans l’autorégulation de la voie p53, l’arrêt du cycle cellulaire, la 

réparation des dommages à l’ADN, l’apoptose ou encore la sénescence (Reinhardt and Schumacher, 

2012; Fischer, 2017) (Figure 6). Des mutations inactivatrices du gène codant le suppresseur de tumeur 

p53 sont très fréquemment identifiées dans le CCR (53% des cas) (Figure 5).  

 
Deux processus génétiques distincts sont impliqués dans la séquence adénome-carcinome : 

l’instabilité chromosomique et l’instabilité microsatellitaire. Ces derniers seront détaillés dans la 

section suivante. 
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2.3. Instabilité génétique du CCR 

2.3.1. Généralités et inactivation du système MisMatch Repair (MMR) 

Instabilité chromosomique 

Quatre-vingt à 85% des CCR sporadiques présentent une instabilité chromosomique CIN 

(Chromosomal INstability) et se caractérisent par un phénotype LOH (Loss Of Heterozygoty). Ces tumeurs 

sont caractérisées par des pertes alléliques, un nombre anormal de chromosomes ainsi que des 

réarrangements chromosomiques. En revanche, elles ne possèdent pas de mutations au niveau des 

régions microsatellitaires et présentent donc un phénotype MSS (MicroSatellite Stable).  

 
Dans 75% des tumeurs colorectales, les pertes alléliques concernent le bras cours du chromosome 17 

(17p sur lequel est localisé le gène TP53, Tumor P53) et le bras long du chromosome 18 (18q incluant les 

gènes SMAD2 et SMAD4). Dans 30 à 50% des tumeurs, elles concernent les bras 5q (contenant le gène 

APC), 8p, 18p et 22q (Vogelstein et al., 1989). Les mutations de TP53 et de KRAS, mutuellement exclusive 

avec la mutation BRAF (Rajagopalan et al., 2002), sont également retrouvées dans les tumeurs 

colorectales avec un phénotype CIN (Samuels et al., 2004). L’inactivation d’APC est elle-même 

responsable d’instabilité chromosomique car elle induit des défauts de mitose et d’apoptose et favorise 

la polyploïdie (Dikovskaya et al., 2007) (Figure 5). La mutation germinale du gène APC est associée au 

syndrome héréditaire de la PAF (de la Chapelle, 2004).  

 
Instabilité microsatellitaire 

Les microsatellites sont des séquences répétées courtes de 1 à 6 nucléotides majoritairement 

localisées dans les régions non-codantes de l’ADN (Ellegren, 2004). Environ 15 à 20% des CCR sporadiques 

présentent un phénotype MSI (MicroSatellite Instable) caractérisé par une instabilité nucléotidique 

générale qui est davantage marquée au niveau des microsatellites. Cette instabilité est généralement 

due à un défaut de réparation des dommages à l’ADN par le système MMR (MisMatch Repair) (Figure 7).  

 
L’instabilité microsatellitaire peut être due à des mutations de gènes codant pour les enzymes MLH1 

(Mut (Mutator) L Homolog 1), MSH2 (MutS Homolog 2), MSH6 ou PMS2 (PostMeiotic Segregation 

increased 2). Le phénotype MSI peut également avoir pour origine l’hyperméthylation et l’inactivation 

des promoteurs MLH1 et MSH2 (Veigl et al., 1998; Ligtenberg et al., 2009). La délétion de la région 3’ du 

gène EPCAM conduirait à l’inactivation épigénétique de ce gène ainsi que du gène MSH2 voisin 

(Ligtenberg et al., 2009). L’inactivation du système MMR conduit à l’accumulation de mutations 

secondaires, le plus souvent dans les gènes AXIN2 (Liu et al., 2000), CTNNB1 (CaTeNiN Beta 1) (Mirabelli-

Primdahl et al., 1999), BRAF (Rajagopalan et al., 2002), PI3KCA (PI3K Catalytic subunit Alpha) (Samuels 

et al., 2004), PTEN (Goel et al., 2004), TGFBR2 (Markowitz et al., 1995) et BAX (BCL2-Associated X) 

(Rampino et al., 1997) aboutissant à la transformation de la cellule (Figure 5). La mutation germinale d’un 

des gènes MMR est associée au syndrome héréditaire de Lynch (de la Chapelle, 2004). 
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Figure 7 : Mécanisme de réparation des dommages à l’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) par le 

système MisMatch Repair (MMR). La première étape du système MMR implique la reconnaissance 

des mésappariements de bases et des petites structures en épingles dues à des IDL de bases inférieure 

ou supérieure à deux respectivement par les complexes protéiques MutSα et MutSβ composés des 

hétérodimères MSH2/MSH6, et MSH2/MSH3. La deuxième étape implique la reconnaissance de MutS 

par un deuxième complexe, MutLα, formé par l’hétérodimère MLH1/PMS2. Le recrutement et 

l’interaction de RFC et PCNA avec MutLα active l’activité endonucléasique de PMS2 nécessaire à 

l’excision en 3’ du mésappariement. S’en suit le recrutement de l’exonucléase 5’-3’ EXO1 qui excise le 

brin d’ADN contenant le mésappariement et des protéines RPA qui protègent l’ADN simple brin généré 

de la dégradation. POLδ et LIG permettent enfin de synthétiser et de relier le nouveau brin d’ADN. 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; EXO1 : EXOnucléase 1 ; IDL : Insertion-Deletion Loop ; LIG : ADN LIGase ; 
MLH1 : MutL Homolog 1 ; MMR : MisMatch Repair ; MSH : MutS Homolog ; Mut : Mutator ; PCNA : Proliferating 
Cell Nuclear Antingen ; PMS2 : PostMeiotic Segregation increased 2 ; POLδ : ADN POLymérase δ ; RFC : 
Replication Factor C ; RPA : Replication Protein A.  
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2.3.2. Méthylation des îlots de Cytidine-phosphate-Guanosine (CpG) 

L’analyse des mécanismes d’inactivation simultanée des gènes a abouti à l’identification du 

phénotype de la voie de méthylation des îlots CpG (Cytidine-phosphate-Guanosine) CIMP (CpG Island 

Methylator Phenotype) comme troisième sous-classe des tumeurs colorectales (Toyota et al., 1999). 

Cette voie représenterait 15 à 30% des tumeurs sporadiques (Curtin et al., 2011).  

 
Les tumeurs CIMP-H sont caractérisées par la méthylation du gène MLH1 à l’origine d’un phénotype 

MSI ainsi que la mutation du gène BRAF, et les tumeurs CIMP-L (CIMP-Low) par la mutation du gène 

KRAS (Shen et al., 2007). D’autres études ont identifié la méthylation des gènes CDKN2A (CDK (Cyclin 

Dependent Kinase) iNhibitor 2A), IGF2 (Insulin like Growth Factor 2), MINT1 (Methylated IN Tumors 1), 

MINT2, MINT31, RUNX3 (RUNt related transcription factor 3), SOCS1 (Suppressor Of Cytokinine 

Signaling 1) et NEUROG1 (NEUROGénine 1) respectivement comme marqueur des phénotypes CIMP-H 

et CIMP-L (Kaneda and Yagi, 2011; Curtin et al., 2011). 

  
2.3.3. Autres polymorphismes nucléotidiques 

Les CCR familiaux sans syndrome héréditaire seraient causés par des polymorphismes 

nucléotidiques (SNP, Single-Nucleotide Polymorphism) dans des allèles moins pénétrants que APC ou 

MMR tels que CCND1 (CyCliNe D1), HRAS1 (Harvey RAt Sarcoma viral oncogene homolog 1), TGFβR1 

ou encore BLM (BLooM syndrome) (de la Chapelle, 2004).  

 

3. Classifications cliniques et traitements 

3.1. Classifications cliniques 

En clinique, il est primordial de classer les CCR afin d’orienter les stratégies thérapeutiques. La 

stadification pathologique du CCR est complexe et plusieurs systèmes de classification clinique se sont 

succédés depuis le siècle dernier.  

 
Anciennes classifications (1932-1959) 

En 1932, Dukes développe la classification pour le cancer rectal qui sera adaptée par la suite 

en 1949 au cancer colique par Kirklin (Kirklin et al., 1949). Elle prendra en compte la profondeur de 

pénétration de la tumeur dans la paroi colorectale et la présence ou non de métastases au niveau des 

ganglions lymphatiques locorégionaux. Ainsi, les stades A, B et C définissent respectivement des 

tumeurs restreintes à la muqueuse, la sous-muqueuse ou la musculeuse, pénétrant la séreuse et 

infiltrant les ganglions (Dukes, 1932).  

 
En 1952, Astler et Coller sous-classent le stade C selon l’importance de la profondeur de pénétration 

de la tumeur (Astler and Coller, 1954). Les stades C1 et C2 correspondent alors à des tumeurs 

métastatiques au niveau des ganglions lymphatiques dont la tumeur primaire est, respectivement, 

restreinte à la musculeuse et pénétrant la séreuse de la paroi colorectale. 
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Actuelle classification Tumor-Node-Metastasis (1959-) 

Les classifications de Dukes et, d’Astler et Coller furent longtemps utilisées mais sont depuis 

supplantées par la classification TNM (Tumor-Node-Metastasis) introduite en 1959 par le comité mixte 

Américain sur le cancer (AJCC, American Joint Committee on Cancer). Celle-ci est plus détaillée et 

mesure l’envahissement de la tumeur primaire (T), l’envahissement et le nombre de ganglions 

lymphatiques locorégionaux touchés (N) et la dissémination métastatique dans les organes 

secondaires (M), généralement dans le foie (37% des cas), les poumons (13%), le péritoine (11%) et les 

ovaires (8%) (Xiu et al., 2017) (Figure 8).  

 
Pour chaque paramètre clinique, un numéro est donné en fonction de l’avancement tumoral et leur 

combinaison détermine un stade. Le stade 0 définit des carcinomes in situ restreint à la muqueuse 

colorectale ; les stades I et II des tumeurs envahissant la paroi colorectale de la sous-muqueuse jusqu’à 

la sous-séreuse et parfois même le péritoine viscéral ou un organe voisin ; le stade III un envahissement 

des ganglions locorégionaux et enfin le stade IV la présence de métastases (Figure 8).  

 
Selon les données de 2018 de l’INCa, la répartition de ces stades au diagnostic est équilibrée avec 

21,7% de stades I, 23,6% de stades II, 21,6% de stades III et 33,1% de stades IV et cancers non réséqués.  

 

3.2. Traitements 

Le pronostic du CCR est étroitement lié au stade tumoral au moment du diagnostic. En effet, 

le CCR est de bon pronostic lorsqu’il est diagnostiqué à un stade précoce avec une survie à 5 ans de 

89,9% pour les stades I et II, de 71,3% pour le stade III et seulement de 13,9% pour le stade IV 

(Howlader A et al., 2017). La résection chirurgicale totale ou segmentaire est le traitement de première 

intention du CCR et consiste à enlever la portion du côlon-rectum atteinte par la tumeur primaire ainsi 

que le réseau ganglionnaire qui en dépend. Cette résection est indiquée pour les CCR de stades I et II 

précocement diagnostiqués et est suivie d’une chimiothérapie adjuvante pour les stades II à haut 

risque et III afin de réduire les récidives (Figure 10). En effet, pour les stades II à haut risque et III, le 

taux de récidive à 5 ans après chirurgie est de 9,5% et 35,7% respectivement (Tsikitis et al., 2009) et le 

taux de survie à 5 ans après traitement par chimiothérapie adjuvante est augmenté de 19,0% et 37,8% 

respectivement (van Erning et al., 2013; Casadaban et al., 2016). Pour le stade IV métastatique, le 

traitement est adapté en fonction du patient avec une chimiothérapie et/ou des thérapies ciblées 

adjuvantes ou néoadjuvantes ayant pour but de réduire le volume tumoral et rendre résécables les 

tumeurs qui ne le sont pas initialement (Figure 10). En effet, au moment de leur diagnostic, 

respectivement 14,5% et 27,5% seulement des CCR de stade IV avec des métastases hépatiques ou 

pulmonaires sont résécables d’emblée (Patel et al., 2016).  
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Figure 8 : Stades du CR selon la classification actuelle Tumor-Node-Metastasis (TNM). (A) Schéma 

des stades de la classification TNM qui dépendent de l’envahissement par le CCR de la muqueuse, de 

la sous-muqueuse jusqu’à la sous-séreuse voire aux organes voisins, des ganglions lymphatiques puis 

des organes distants (foie, poumon, péritoine et ovaires). (B) Tableau récapitulatif des stades et 

sous-stades de CCR selon la classification TNM. Pour le stade T (tumeur primaire), le stade T1 

correspond à l’envahissement de la sous-muqueuse, T2 de la musculeuse, T3 de la sous-séreuse, T4 de 

la séreuse ou d’un organe voisin et T à n’importe quel stade de la tumeur. Pour le stade N (ganglions 

lymphatiques locorégionaux), le stade N0 correspond à l’absence d’envahissement ganglionnaire, N1 

à l’envahissement de 1 ou 3 ganglions lymphatiques locorégionaux, N2 de 4 ou plus et N à n’importe 

quel stade d’envahissement. Enfin, pour le stade M (métastase à distance), le stade M0 correspond à 

l’absence de métastase à distance et M1 à la présence de métastase(s) à distance. 

CCR : Cancer ColoRectal ; TNM : Tumor-Node-Metastasis. 
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3.2.1.  Chimiothérapie à base de 5-FluoroUracile (5-FU)/LeucoVorine (LV) 

Depuis 1957 et pendant quatre décennies, le 5-FU (5-FluoroUracile) a été le seul agent 

chimiothérapeutique disponible pour le traitement du CCR (Figures 11, 12 et 13).  

 
A la fin des années 1990, le 5-FU a été associé à la LV (LeucoVorine encore appelée FOL, acide 

FOLinique, Lederfoline®), une source de folates réduits qui agit comme biomodulateur en augmentant 

l’efficacité du 5-FU. Le régime 5-FU/LV est actuellement utilisé comme traitement de référence de 

première intention puisqu’il a montré une amélioration du taux de réponse des CCR avancés de 11% 

pour le 5-FU seul à 21% pour le régime 5-FU/LV (Thirion et al., 2004) (Figures 11 et 12). Les protocoles 

actuels consistent en une perfusion IV (IntraVeineuse) de LV pendant 2 heures, une injection bolus IV 

de 5-FU suivie d’une perfusion IV continue de 5-FU pendant plusieurs heures sur 2 jours consécutifs 

toutes les 2 semaines. Les concentrations des drogues et les temps de traitement dépendent des 

associations chimiothérapeutiques choisies.  

 
Afin d’augmenter la tolérance et les concentrations tumorales de 5-FU, des prodrogues dérivées du 

5-FU telles que la capécitabine (Xeloda®) et le tégafur (Ftorafur®) ont été développées (Van Cutsem et 

al., 2001; Douillard et al., 2002) (Figures 11 et 12). Contrairement au 5-FU, la capécitabine et 

l’association UFT® (Uracile/FTorafur)/LV sont administrées par voie orale puis absorbées au niveau 

digestif et enfin métabolisées en 5-FU préférentiellement aux niveaux hépatique et tumoral. 

Comparées au régime 5-FU/LV, ces prodrogues diminuent les toxicités liées au 5-FU mais 

n’augmentent pas le taux de réponse des CCR métastatiques (Van Cutsem et al., 2001; Douillard et al., 

2002). Enfin, le TAS-102 (Lonsurf®) peut être administré en dernière ligne de traitement. Le TAS-102 

est l’association TFT (TriFluoroThymidine)/tipiracil, respectivement un analogue fluoré de la thymidine 

et un inhibiteur de l’enzyme catabolique TP (Thymidine Phosphorylase), qui provoque des dommages 

à l’ADN (Moriarity et al., 2016) (Figures 11 et 12). 

 
3.2.2. Autres chimiothérapies 

Dans les années 2000, plusieurs autres agents chimiothérapeutiques sont apparus et les 

traitements de référence actuels en première ligne combinent le régime 5-FU/LV avec l’OX 

(OXaliplatine, Eloxatine®), un agent alkylant dérivé du platine de troisième génération (régime 

FOLFOX), ou l’IRI (IRInotécan, Campto®), un inhibiteur de Top1 (Topoisomérase 1) (régime FOLFIRI) 

(Figures 11 et 12). En effet, ces combinaisons de chimiothérapies ont augmenté le taux de réponse des 

CCR avancés jusqu’à environ 50% (de Gramont et al., 2000; Saltz et al., 2000).  
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Figure 9 : Métabolisme des chimiothérapies du CCR. Les principaux agents chimiothérapeutiques 

administrés pour le traitement du CCR sont le 5-FU, l’OX et l’IRI. Le tégafur et la capécitabine (XEL) sont 

des prodrogues du 5-FU. Enfin, l’association TFT/tipiracil constitue la chimiothérapie TAS-102. Les voies 

anaboliques et cataboliques de ces agents chimiothérapeutiques sont respectivement représentées 

de couleurs foncées et claires. Figure adaptée de Very et al., 2017.  

5,10-MTHF : 5,10-MéthylèneTrétraHydroFolate ; 5’-dFCR : 5’-désoxy-5-FluoroCytidine ; 5’-dFUR : 
5’-désoxy-5-FluoroUridine ; 5-FU : 5-FluoroUracile ; ABC : ATP-Binding Cassette ; ADN : Acide 
DésoxyriboNucléique ; ARN : Acide RiboNucléique ; ATP : P-type Adenosine triphosphatase Transporter ; CCR : 
Cancer ColoRectal ; CDA : Cytidine DésAminase ; CE : CarboxylEstérase ; Cl : Chlore ; CTR : Copper Transporter ; 
CYP2A6 : CYtochrome P450 2A6 ; Cys : Cystéine ; DACH : 1,2-DiAminoCycloHexane ; DHF : DiHydroFolate ; 
DHFU : 5,6-DiHydro-5-FluoroUracile ; DPD : DihydroPyrimidine Déshydrogénase ; dTMP : désoxyTMP ; dUMP : 
désoxyUridine MonoPhosphate ; dUTP : désoxyUridine TriPhosphate ; ERCC : Excision 
Repair Cross-Complementation ; FdUTP : 5-FluorodUTP ; FUTP : 5-FluoroUridine TriPhosphate ; GSH : Glutathion 
réduit ; GST : Glutathion S-Transférase ; IRI : IRInotécan ; LV : LeucoVorine ; Met : Méthionine ; OCT : Organic 
Cation Transporter ; OX : Oxaliplatine ; Pt : Platine ; SLC : SoLute Carrier ; SN-38G : SN-38 Glucuronide ; TDP : 
Thymidine DiPhosphate ; TF : TriFluoro ; TFT : TFThymidine ; Thy : Thymine ; TK : Thymidine Kinase ; TMP : 
Thymidine MonoPhosphate ; Top1 : Topoisomérase 1 ; TP : Thymidine Phosphorylase ; TTP : Thymidine 
TriPhosphate ; UGT1A1 : Uridine diphosphate GlucuronosylTransférase 1 polypetide A1 ; XEL : XELoda® ; XRCC1 : 
X-ray Repair Cross Complementing 1. 
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3.2.3. Thérapies ciblées 

En seconde ligne de traitement et pour les CCR métastatiques, des thérapies ciblées peuvent 

également être indiquées.  

 
Le bevacizumab (Avastin®) et le ramucirumab (Cyramza®), le cetuximab (Erbitux®) et le panitumumab 

(Vectibix®) sont des anticorps monoclonaux respectivement dirigés contre le VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) et le récepteur EGFR. En effet, le VEGF et l’EGFR sont surexprimés dans le 

CCR et impliqués respectivement dans l’angiogenèse et la prolifération tumorales (Spano et al., 2005; 

Wang et al., 2014). Seuls les patients ayant une tumeur avec des gènes RAS et BRAF non mutés peuvent 

bénéficier des traitements à base de cetuximab ou panitumumab (Gong et al., 2016). Le ziv-aflibercept 

(Zaltrap®) est quant à lui une protéine de fusion dirigée contre le VEGF. Le régorafénib (Stivarga®) est 

une petite molécule inhibitrice de multiples kinases impliquées dans la croissance et l’angiogenèse 

tumorales (B-RAF, FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor), KIT, PDGFR (Platelet-Derived Growth 

Factor Receptor), RET (REarranged during Transfection), TIE2 (Tyrosine kinase with Ig and EGF 

homology domains-2) ou VEGFR (VEGF Receptor)). Enfin, en dernière ligne de traitement, le 

pembrolizumab (Keytruda®) est un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur PD-1 (Programmed 

cell Death 1) exprimé à la surface des LT (Lymphocytes T). Ce traitement d’immunothérapie a pour but 

de lever l’inactivation des LT induite par la liaison de PD-1 avec la protéine PD-Ligand 1 (PD-L1) 

présente sur la cellule cancéreuse (Figure 10).  
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Figure 10 : Traitements du CCR selon la classification actuelle TNM. Chronologie d’utilisation des 

différentes thérapies du CCR. Options thérapeutiques adjuvantes et néoadjuvantes en 1ère, 2ème et 3ème 

lignes de traitement du CCR en France (les pointillés indiquent les traitements successifs). A l’heure 

actuelle, le pembrolizumab n’a pas obtenu l’AMM européenne. Données issues de la SNFGE 

(https://www.snfge.org/content/4-cancer-colorectal-metastatique). 

5-FU : 5-FluoroUracile ; AFLI : Ziv-AFLIbercept ; AMM : Autorisation de Mise sur le Marché ; BEV : BEVacizumab ; 
CCR : Cancer ColoRectal ; CET : CETuximab ; F : 5-FU ; FOL : acide FOLinique ; IRI : IRInotécan ; LV : LeucoVorine ; 
PAN : PANitumumab ; RAM : RAMucirumab ; REG : REGorafénib ; SNFGE : Société Nationale Française de 
Gastro-Entérologie ; TNM : Tumor-Node-Metastasis ; XEL : XELoda®. 

  

https://www.snfge.org/content/4-cancer-colorectal-metastatique
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Chapitre 2 : Le 5-FluoroUracile (5-FU) 

1. Pharmacologie 

1.1. Intérêt médical et structure 

Intérêt médical 

L’intérêt médical de l’utilisation d’analogues d’Uracile (U) comme agent anti-cancéreux est 

basé sur les observations initiales dans les années 1950 de Rutman et collaborateurs (1953) et 

Heidelberger et collaborateurs (1957). Ils ont montré que les cellules d’hépatome de rat (Rattus 

norvegicus) utilisent davantage l’uracile que les cellules non malignes pour la biosynthèse des acides 

nucléiques (Rutman et al., 1953; Charles Heidelberger et al., 1957). En 1957, Heidelberger et 

collaborateurs synthétisent le 5-FU, un analogue fluoré de l’uracile qui est depuis, l’agent 

chimiothérapeutique de référence dans le traitement du CCR (C. Heidelberger et al., 1957) (Figures 10 

et 11). Le 5-FU est également couramment utilisé dans le traitement d’autres tumeurs solides telles 

que celles du sein, du système gastro-intestinal (anus, œsophage, pancréas, estomac), de la tête, du 

cou et de l’ovaire.  

 
Structure 

Le 5-FU appartient à la classe des antimétabolites anti-pyrimidiques qui se distingue de 

l’uracile par la substitution sur le Carbone en position 5 (C5) du noyau pyrimidique d’un atome 

d’Hydrogène (H) par un atome de Fluor (F) (Figure 11). Ce dernier a un volume voisin de celui de 

l’hydrogène mais une réactivité chimique très différente. Notamment, l’atome F possède un plus fort 

potentiel attracteur d’électrons lui permettant de stabiliser l’interaction avec la TS (Thymidylate 

Synthase) (Avendaño and Menéndez, 2015).  

 

1.2. Pharmacocinétique et toxicités 

1.2.1. Pharmacocinétique et distribution tissulaire 

Après injection en IV en bolus, la demi-vie plasmatique du 5-FU est de l’ordre de 10 minutes 

(Fraile et al., 1980). Il est estimé qu’entre 80-85% de la dose initiale administrée de 5-FU sont 

directement inactivés par la voie catabolique majoritairement au niveau hépatique et qu’une faible 

proportion (10%) est directement excrétée dans les urines au cours des six premières heures (Heggie 

et al., 1987). Le catabolisme du 5-FU entraine la formation de métabolites inactifs dont les produits 

finaux sont 15% d’urée et de FBAL (α-Fluoro-Béta-Alanine) (Figure 11) également excrétés dans les 

urines (Heggie et al., 1987) et 60-80% de dioxyde de carbone (CO2,) exhalé par voie respiratoire 

pendant 24 heures (Chaudhuri et al., 1958).  
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Figure 11 : Métabolisme du 5-FluoroUracile (5-FU). Les voies anaboliques et cataboliques du 5-FU sont 

respectivement représentées de couleurs foncées et claires. Figure adaptée de Very et al., 2017. 

5-FU : 5-FluoroUracile ; ABC : ATP-Binding Cassette ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; ARN : Acide 
RiboNucléique ; BUP : Béta-UréidoPropionase ; DHF : DiHydroFolate ; DHFR : DHF Réductase ; DHFU : 
5,6-DiHydro-5-FluoroUracile ; DHPase : DiHydroPyrimidinase ; DPD : DihydroPyrimidine Déshydrogénase ; dT : 
Thymidine ; dTDP : dTMP : désoxyThymidine MonoPhosphate ; dTTP: désoxyThymidine TriPhosphate ; dTDP : 
désoxyThymidine DiPhosphate ; dUMP : désoxyUMP ; dUTP : désoxyUTP ; FBAL : α-Fluoro-Beta-Alanine ; 
FdUDP : 5-FluorodUDP ; FdUMP : 5-FluorodUMP ; FdUTP : 5-FluorodUTP ; FUDP : 5-FluoroUDP ; FUdR : 
FluoroUracile désoxyRibose ; FUMP : 5-FluoroUMP ; FUPA : Fluoro-β-UreidoPropionic Acid ; FUrd : 
5-FluoroUridine ; FUTP : 5-FluoroUridine TriPhosphate ; FUTP : 5-FluoroUTP ; MTHF : 
MéthylèneTrétraHydroFolate ; MTHFR : MTHF Réductase ; NDK : Nucléoside Diphosphate Kinase ; OPRT : 
Orotate PhosphoRibosylTransférase ; RR : Ribonucléotide Réductase ; SHMT : Sérine 
HydroxyMéthylTransférase ; SLC : SoLute Carrier ; THF : TétraHydroFolate ; TK : Thymidine Kinase ; TP : 
Thymidine Phosphorylase ; UDP : Uridine DiPhosphate ; UK : Uridine Kinase ; UMP : Uridine MonoPhosphate ; 
UMP-CMPK : UMP-Cytidine MonoPhosphate Kinase ; UP : Uridine Phosphorylase ; UTP : Uridine TriPhosphate.  
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Après injection en IV d’une dose bolus conventionnelle de 5-FU (400-600 mg/m²), la concentration 

plasmatique atteint un pic compris entre 0,1 et 1 mM. Le catabolisme hépatique rapide conduit à une 

diminution de cette concentration à environ 10 μM après une heure et à moins de 1 μM après deux 

heures (van Groeningen et al., 1988). La clairance du 5-FU se situe entre 0,4 et 1,3 L/min et est donc 

globalement équivalente au débit sanguin hépatique (Casale et al., 2004; Sandström et al., 2016). 

Suivant une perfusion continue en IV de 5-FU (370-2300 mg/m²/j), l’état d’équilibre de la 

concentration plasmatique varie entre 0,5 et 7,5 μM (Remick et al., 1990). Dans ce cas, la clairance 

plasmatique est plus élevée qu’après injection en bolus et peut atteindre plus de 4 L/min témoignant 

d’une excrétion pulmonaire très importante (Erlichman et al., 1986).  

 
La diffusion tissulaire du 5-FU est très rapide et se fait préférentiellement dans les tissus à croissance 

et à renouvellement rapide (cellules tumorales, de la moelle épinière et de la muqueuse intestinale) 

car la liaison du 5-FU aux protéines plasmatiques est très faible (de l’ordre de 10%) (Garrett et al., 

1977). De plus, le 5-FU traverse la barrière hémato-encéphalique et pénètre les espaces 

extracellulaires tels que les liquides céphalo-rachidiens (Bourke et al., 1973) et les cavités pleurales et 

péritonéales au cours des épanchements pleuraux et des ascites. Ainsi, au bout de 4 heures 

post-injection, les concentrations de 5-FU sont significativement supérieures dans les tissus normaux 

à fort potentiel prolifératif par rapport aux tissus à croissance normale (Chaudhuri et al., 1958; 

Appelgren et al., 1979). Après perfusion continue, les tissus colorectaux cancéreux possèdent 

également une concentration de 5-FU plus de deux fois supérieures à celle retrouvée dans les tissus 

sains adjacents (Tanaka-Nozaki et al., 2001).  

  
1.2.2. Toxicités 

En raison de sa distribution tissulaire, les principales toxicités induites par l’administration de 

5-FU sont : nausée, vomissement, diarrhée, mucite, dermatite, syndrome mains-pieds, neutropénie et 

myélosuppression (Grenon and Chan, 2009). La transformation du FBAL en FAC (FluoroACétate) qui 

inhibe le cycle de Krebs et la production énergétique serait responsable des toxicités neurologiques 

(somnolence, syndrome pyramidal, ataxie cérébelleuse et syndrome cérébral organique) et cardiaques 

(angine, tachycardie, insuffisance congestive, myopathie réversible et infarctus) parfois observées 

(Gradishar and Vokes, 1990; Arellano et al., 1998; Ki et al., 2002).  

 

2. Métabolisme 

2.1. Anabolisme 

Le 5-FU est une prodrogue inactive qui pénètre principalement dans la cellule via des 

transporteurs de nucléobases actifs SLC (SoLute Carrier) tels que SLC29A1 (aussi nommé ENT1, 

Equilibrative Nucleoside Transporter 1), SLC29A2 (ENT2) ou encore SLC22A7 (OAT2, Organic Anion 

Transporter 2) (Kobayashi et al., 2005; Yao et al., 2011; Phua et al., 2013). 
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Différentes voies anaboliques permettent ensuite la conversion du 5-FU en trois métabolites actifs : le 

FUTP (5-FluoroUridine TriPhosphate), le FdUTP (5-FluorodésoxyUridine TriPhosphate) et le FdUMP 

(5-FluorodésoxyUridine MonoPhosphate) (Figure 11).  

 

2.2. Dommages aux acides nucléiques  

Dommages à l’Acide RiboNucléique (ARN) induits par le 5-FluoroUridine 

Triphosphate (FUTP) 

Tout d’abord, le 5-FU peut être converti par l’UP (Uridine Phosphorylase) en FUrd 

(5-FluoroUridine) qui est ensuite phosphorylé en FUMP (5-FluoroUMP) par l’UK (Uridine Kinase). 

Alternativement, le 5-FU peut être directement converti en FUMP par l’OPRT (Orotate 

PhosphoRibosylTransférase) qui transfert un ribose phosphate sur le 5-FU à partir du PRPP 

(PhosphoRibosyl PyroPhosphate). Le FUMP est ensuite séquentiellement phosphorylé en FUDP 

(5-FluoroUDP) et FUTP par l’UMP-CMPK (UMP-Cytidine MonoPhosphate Kinase) puis la NDK 

(Nucléoside Diphosphate Kinase).  

 
Le FUTP est un substrat des ARN (Acide RiboNucléique) polymérases et son incorporation dans les 

différents types ARNr, ARNt et ARNm (ARN ribosomiques, de transfert et messagers) au cours des 

mécanismes de transcription induit une perturbation des processus de maturation et de modifications 

post-traductionnelles telles que la pseudouridylation nécessaire à l’épissage des pré-ARNm (Zhao and 

Yu, 2007; Li et al., 2009) (Figure 11). 

 
Dommages à l’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) induits par le 

5-FluorodésoxyUridine Triphosphate (FdUTP) 

La deuxième voie anabolique aboutit à la synthèse du FdUTP par phosphorylations successives 

du FdUMP et du FdUDP (5-FluorodésoxyUridine DiPhosphate) respectivement par l’UMP-CMPK et la 

NDK ou par réduction du FUDP par la RR (Ribonucléotide Réductase).  

 
Le FdUTP peut être incorporé et couplé avec les bases A (Adénine) ou G (Guanine) par des ADN 

polymérases dans l’ADN et induire sa fragmentation. En effet, POLα et POLβ incorporent le FdUTP avec 

une efficacité similaire aux dUTP et dTTP (désoxyThymidine TriPhosphate) (Caradonna and Cheng, 1980; 

Tanaka et al., 1981). Enfin, les dUTPases (dUTP hydrolases) peuvent également prévenir l’incorporation 

de FdUTP dans l’ADN en l’hydrolysant en FdUMP. Ce dernier peut alors inhiber la TS (Figure 11). 

 

2.3. Inhibition de la synthèse de novo du désoxyThymidine TriPhosphate (dTTP) 

Enfin, le 5-FU peut également subir une première conversion réversible par la TP qui substitue 

l’atome H lié au N1 par un dR (désoxyRibose) permettant d’obtenir le FUdR (5-FluoroUracile 

désoxyRibose) qui est ensuite phosphorylé en FdUMP par la TK (Thymidine Kinase).  
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Le FdUMP se fixe sur les sites NBS (Nucleotide Binding Site) de la TS et agit alors comme un inhibiteur 

compétitif de son substrat naturel, le dUMP (désoxyUridine MonoPhosphate). En effet, la TS possède 

une affinité similaire pour le FdUMP et le dUMP (constante de dissociation Kd de 1,0 µM-1 et 1,4 µM-1 

respectivement) (Felder et al., 2002) (Figure 11).  

  
2.3.1. Synthèse de novo du dTTP par la Thymidylate Synthase (TS) 

En condition physiologique normale, la TS catalyse la méthylation réductrice du dUMP en 

dTMP (désoxyThymidine MonoPhosphate) en utilisant le 5,10-MTHF 

(5,10-MéthylèneTrétraHydroFolate) comme cofacteur donneur du groupement méthyle (me, CH3). La 

DHFR (DiHydroFolate Réductase) réduit ensuite le DHF (DiHydroFolate) en THF (TétraHydroFolate) qui 

est alors converti en 5,10-MTHF par la SHMT (Sérine HydroxyMéthylTransférase). La concentration 

intracellulaire de 5,10-MTHF est contrôlée par l’activité enzymatique de la MTHFR 

(MéthylèneTétraHydroFolate Réductase) qui transforme de manière irréversible le 5,10-MTHF en 

5-MTHF (5-MéthylèneTétraHydroFolate). Par l’action successive de la TK et de la NDK, le dTMP est 

ensuite phosphorylé en dTDP (désoxyThymidine Di-Phosphate) puis en dTTP qui est incorporé dans 

l’ADN par des polymérases.  

 
Ainsi, la réaction enzymatique catalysée par la TS constitue la dernière étape de l’unique voie de 

synthèse de novo du dTMP, un précurseur nucléotidique spécifique de l’ADN essentiel à sa synthèse 

et à sa réparation, et donc à la division cellulaire. Parallèlement, il existe une « voie de sauvetage » qui 

permet la synthèse du dTMP à partir de la thymidine par la TK (Dutrillaux and Muleris, 1986) 

(Figure 11).  

  
2.3.2. Dommages à l’ADN induits par l’inhibition de la TS par le FluorodésoxyUridine 

Monophosphate (FdUMP) 

Le FdUMP forme un complexe ternaire stable avec la TS et le 5,10-MTHF. La TS est ainsi 

inactivée car ne peut pas transférer le groupement Me sur le FdUMP en raison de la substitution de 

l’atome H par l’atome F. Ce mécanisme d’inhibition suicide de la TS induit une accumulation de dUMP 

et de dUTP et une déplétion en dTMP. Cette déplétion en dTMP est également responsable d’une 

déplétion en dTTP à la base d’une perturbation des processus de synthèse et de réparation de 

l’ADN. Physiologiquement, les dUTPases hydrolysent le dUTP en dUMP afin de maintenir un faible ratio 

intracellulaire dUTP/dUMP et d’éviter l’incorporation génomique d’uracile. Après l’incorporation dans 

l’ADN d’uracile en appariement avec la base A ou G, des UDG (Uracil-DNA-Glycosylase) initient 

rapidement un mécanisme de réparation de l’ADN par excision de base BER (Base Excision Repair). Ici, 

les fortes concentrations de dUTP induisent la saturation des dUTPases. L’incorporation abondante et 

rapide de l’uracile dans l’ADN empêche celui-ci d’être réparé et provoque sa fragmentation (Canman 

et al., 1993) (Figure 11).  
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La réponse de patients avec un CCR à la chimiothérapie à base de 5-FU n’est pas corrélée à 

l’incorporation de la drogue dans l’ARN ou l’ADN mais à l’inhibition de la TS (Noordhuis et al., 2004). 

Ainsi il est considéré que l’inhibition de la TS est le mécanisme cytotoxique majoritaire du 5-FU. 

  

2.4. Catabolisme 

Le catabolisme du 5-FU consiste en sa conversion en métabolite inactif, le DHFU 

(5,6-DiHydro-5-FluoroUracile), par la DPD (DihydroPYrimidine Déshydrogénase). Le DHFU est ensuite 

dégradé en FUPA (Fluoro-β-UreidoPropionic Acid) par la DHPase (DiHydroPyrimidinase) puis en FBAL 

par la BUP (Béta-UréidoPropionase).  

 
Les transporteurs ABC (ATP (Adenosine TriPhosphate)-Binding Cassette) ABCB1, ABCB5, ABCC5 (aussi 

nommé MRP5, Multidrug Resistance-associated Protein 5) et ABCC11 (MRP8) sont responsables de 

l’efflux du 5-FU et/ou de ses métabolites actifs (Guo et al., 2003; Pratt et al., 2005; De Iudicibus et al., 

2008; Wilson et al., 2011). Notamment, ABCC5 et ABCC11 transportent le FdUMP (Guo et al., 2003; 

Oguri et al., 2007) (Figure 11).  

 

3. Effets cytotoxiques 

3.1. Arrêt du cycle cellulaire 

Le 5-FU modifie la distribution des cellules dans le cycle cellulaire en induisant leur arrêt dans 

une des phases du cycle (Figure 12).  

 
Lorsque la cytotoxicité est préférentiellement dirigée par les dommages à l’ADN ou l’ARN, les cellules 

s’accumulent à la transition des phases G1 (Gap 1)/S (Synthèse) ou G2/M (Mitose) respectivement 

(Petak et al., 2000; Gao et al., 2014; Riahi-Chebbi et al., 2019) (Figure 12). Un excès de thymidine dans 

le milieu de culture réverse ce phénomène (Petak et al., 2000), ce qui indique que l’inhibition de la 

progression du cycle cellulaire a pour origine les dommages à l’ADN. L’activation des protéines CHK 

(CHeckpoint Kinase) et p53 prend part à ce mécanisme de blocage du cycle cellulaire.  

   
3.1.1. Inactivation des Checkpoint Kinase (CHK) 

En réponse aux cassures double-brin de l’ADN (DSB, Double-Strand Break), le cycle cellulaire 

est arrêté en transition G1/S par la cascade d’activation de ATM et CHK2, puis la dégradation 

protéasomale de CDC25A et l’inhibition du complexe cycline E/CDK2 (Figure 12). Parallèlement, en 

réponse aux cassures simple-brin (SSB, Single-Strand Break) de l’ADN, ATR et CHK1 sont activés puis 

CDC25A et les complexes cycline A/CDK2 ou cycline E/CDK2 sont inhibés provoquant un arrêt en 

phase S. D’autre part, CHK1 peut également inhiber CDC25C et activer WEE1 provoquant l’inhibition 

du complexe cycline B/CDK1 et l’arrêt en transition G2/M (Curtin, 2012) (Figure 12). 
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Il a été montré que le 5-FU active CHK1 et provoque l’arrêt des cellules en début de phase S (Xiao et 

al., 2005; Akasaka et al., 2015). D’autre part, Maiuthed et collaborateurs (2018) montrent que le 5-FU 

active également CHK2 dans des cellules cancéreuses coliques et induit un arrêt à la transition G1/S 

(Maiuthed et al., 2018) (Figure 12). 

  
3.1.2. Activation de p53 

Un acteur clé de la réponse aux dommages à l’ADN est le suppresseur de tumeur p53. 

Récemment, il a été montré que le 5-FU augmente la phosphorylation de p53 sur la Ser15 (Sérine en 

position 15) dans les cellules cancéreuses coliques LS174 (Riahi-Chebbi et al., 2019). Or, cette 

phosphorylation peut être induite par le complexe ATM/ATR en réponse aux dommages à l’ADN et 

être responsable de la stabilisation et de l’activation de p53 (Loughery et al., 2014). Ainsi activé en 

réponse au 5-FU, p53 induit in vitro et in vivo l’expression de gènes cibles codant des protéines 

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire tels que p21Cip1 (p21CDK-interaction protein 1) (Pritchard et al., 

1998; Riahi-Chebbi et al., 2019). Comme p27kip1 (p27Kinase-inhibitory protein 1), p21Cip1 est une protéine 

inhibitrice de CDK (CKI, Cyclin Kinase Inhibitor) dont CDK4 et CDK2 responsables respectivement de la 

transition G1/S du cycle cellulaire et de sa progression en phase S. Ainsi, l’arrêt du cycle cellulaire est 

initié par les voies ATM/CHK2/CDC25 et ATR/CHK1/CDC25 puis maintenu par activation de p53 

plusieurs heures après la détection des dommages à l’ADN provoqués par le 5-FU (Sancar et al., 2004) 

(Figure 12). 

 
Le statut de mutation de TP53 influe sur l’arrêt du cycle cellulaire induit par le 5-FU. In vitro, Akasaka 

et collaborateurs (2015) observent que le 5-FU provoque un arrêt en phase S des cellules cancéreuses 

coliques avec TP53 muté mais ne modifie pas la répartition dans le cycle cellulaire de celles exprimant 

TP53 sauvage. Les cellules présentant une perte de fonction de p53 ou de ses voies de régulation ont 

une perte du point de surveillance G1/S et sont totalement dépendantes des points de contrôle intra-S 

et G2/M pour l’arrêt du cycle cellulaire en réponse aux dommages à l’ADN, notamment par l’activation 

de CHK1 (Akasaka et al., 2015).  

 

3.2. Apoptose 

L’objectif ultime des traitements anti-cancéreux est d’induire la mort des cellules tumorales. 

Plusieurs études révèlent que le 5-FU induit la mort des cellules par apoptose. L’apoptose, ou mort 

cellulaire programmée, est un processus physiologique essentiel qui permet l’élimination des cellules 

endommagées et anormales afin de conserver l’homéostasie de l’organisme.  
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Figure 12 : Effet du 5-FU sur le cycle cellulaire. Les dommages à l’ADN et à l’ARN causés par le 5-FU 

bloquent le cycle cellulaire dépendamment ou indépendamment de p53. 

5-FU : 5-FluoroUracile ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; ARN : Acide RiboNucléique ; ATM : Ataxia 
Telangiectasia Mutated ; ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad3-related ; CDC : Cell Division Control protein ; CDK : 
Cyclin-Dependent Kinase ; CHK : CHeckpoint Kinase ; DSB : Double-Strand Break ; G : Gap phase ; kDa : 
kiloDalton ; M : Mitosis phase ; P : Phosphate ; p21Cip1 : protein 21 kDa CDK-interaction protein 1 ; p27kip1 : protein 27 
kDaKinase-inhibitory protein 1 ; p53 : protéine de 53 kDa ; S : Synthesis phase ; SSB : Single-Strand Break. 
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L’apoptose se distingue de la nécrose par le maintien de l’intégrité de la membrane plasmique et du 

contenu cellulaire évitant ainsi le déclenchement d’une réaction inflammatoire. Elle est caractérisée 

par un certain nombre de modifications morphologiques telles que la condensation de la chromatine 

et du cytoplasme, la fragmentation cellulaire en corps apoptotiques et la fragmentation de l’ADN en 

oligonucléosomes. En fonction du stimulus, deux voies apoptotiques principales peuvent être 

engagées : la voie extrinsèque des récepteurs de mort ou la voie intrinsèque mitochondriale (Jin and 

El-Deiry, 2005) (Figure 13). Ces deux voies sont simultanément activées dans les cellules cancéreuses 

coliques en réponse au 5-FU (Akpinar et al., 2015) (Figures 14 et 15). 

 
3.2.1. Voie apoptotique extrinsèque 

L’activation des voies de signalisation p53, NF-кB (Nuclear Factor-kappa B) et AP-1 (Activator 

Protein 1) sont des médiateurs importants de l’apoptose extrinsèque induite par le 5-FU (Figure 14). 

 
 La voie dépendante de p53 

 In vivo, l’administration de 5-FU induit une apoptose aiguë avec une perte de la cellularité des 

villosités du côlon transverse murin. En revanche, l’apoptose est significativement diminuée chez les 

souris déficientes en TP53 (Pritchard et al., 1998). In vitro, les cellules cancéreuses coliques TP53 muté 

subissent un arrêt prolongé en phase S suivi d’une apoptose retardée alors que les cellules TP53 

sauvage présentent une apoptose aigüe (Petak et al., 2000). En réponse au 5-FU, p53 peut induire 

l’apoptose extrinsèque en modulant les voies de signalisation Fas et TRAIL (TNF (Tumor Necrosis 

Factor) Related Apoptosis Inducing Ligand) ou en agissant directement sur la caspase-2 (Figure 14). 

 
p53 est, en effet, un activateur de la voie de signalisation Fas (Petak et al., 2000; Longley et al., 2004). 

Müller et collaborateurs (1998) ont montré que p53 augmente l’expression de FAS dans les cellules 

d’hépatocarcinome Hep3B. Ils ont, de plus, identifié un élément de réponse positif à p53 au niveau du 

premier intron et trois éléments putatifs au niveau du promoteur du gène FAS (Müller et al., 1998). 

Dans les cellules coliques TP53 muté, la transfection de TP53 sauvage induit l’expression de Fas et 

sensibilise les cellules au 5-FU (Petak et al., 2000). Ainsi, dans différentes lignées cancéreuses, Fas est 

surexprimé en réponse au traitement au 5-FU (Tillman et al., 1999; Longley et al., 2004). L’utilisation 

d’un anticorps monoclonal CH-11 agoniste du récepteur Fas augmente synergiquement l’apoptose 

induite par la drogue (Longley et al., 2004). L’inactivation de p53 dans les lignées cancéreuses coliques 

HCT116 TP53-/-
 et H630 TP53 muté atténue la surexpression de Fas en réponse au 5-FU et inhibe 

l’activation de l’apoptose induite par le CH-11 et le 5-FU (Longley et al., 2004). En réponse aux 

dommages à l’ADN causés par le 5-FU dans les cellules HCT116, p53 pourrait également induire 

l’activation de la caspase-2 initiatrice au niveau du complexe DISC (Death-Indicing Signaling Complex) 

constitué de Fas et/ou du complexe PIDDosome. Une fois activée, la caspase-2 engendrerait 

l’accumulation de tBid (truncated BH3 interacting-domain death agonist) pro-apoptotique puis 

l’activation de la voie apoptotique intrinsèque (Olsson et al., 2009) (Figure 14).  
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Figure 13 : Voies de signalisation extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose. L’apoptose extrinsèque 

est initiée par l’activation des récepteurs de mort à la surface cellulaire et l’apoptose intrinsèque par 

des protéines intracellulaires pro-apoptotiques qui induisent l’ouverture du PTP. Ces deux voies 

activent des caspases initiatrices et effectrices à l’origine de la mort cellulaire. 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; AIF : Apoptosis-Inducing Factor ; Apaf-1 : Apoptotic peptidase activating 
factor 1 ; Asp : Asparate ; Bad : Bcl-2 associated agonist of cell death ; Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer ; 
Bax : Bcl-2-associated x ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; Bcl-xL : B-cell lymphoma-extral Large ; Bid : BH3 
interacting-domain death agonist ; Bim : Bcl-2 interacting mediator of cell death ; casp : caspase ; Cys : Cystéine 
; DD : Death Domain ; DIABLO : Direct Inhibitor of Apoptosis Binding protein with LOw pI ; DISC : Death-Indicing 
Signaling Complex ; EndoG : Endonucléase G ; FADD : Fas-Associated protein with DD ; FasL : Fas Ligand ; 
MOMP : Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization ; PARP : Poly(Adénosine diphosphate-Ribose) 
Polymérase ; PTP : Pore de Transition de Perméabilité ; Puma : Protein 53 kilodaltons upregulated modulator of 
apoptosis ; SMAC : Second Mitochondria-derived Activator of Caspase ; tBid : truncated Bid ; TNFR : TNF 
Receptor ; TNFα : Tumor Necrosis Factor α ; TRADD : TNFR Associated DD ; TRAIL : TNF Related Apoptosis 
Inducing Ligand ; TRAIL-R : TRAIL-Receptor. 
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Le 5-FU induit également l’apoptose extrinsèque par l’activation du récepteur TRAIL-R2 

(TRAIL-Receptor 2). En effet, dans les cellules HCT116 traitées au 5-FU, p53 est responsable de 

l’expression de Fas mais également de TRAIL-R2 (Kuribayashi et al., 2011) (Figure 14). Or, la diminution 

de l’expression de TNFRS10B (TNFR (TNF Receptor) Superfamiliy member 10B) codant TRAIL-R2 

diminue presque totalement l’activité des caspases-3 et -7 induite par le 5-FU. De manière 

intéressante, des expériences de combinaison de siRNA (small interfering RiboNucleic Acid) montrent 

que la diminution de l’expression de TNFRS10B suivie de celle de FAS n’a pas d’effet additionnel sur 

l’inhibition des caspases. Ainsi, la signalisation TRAIL/TRAIL-R2 aurait un rôle dans l’apoptose induite 

par Fas (Kuribayashi et al., 2011). Dans ce sens, il a été montré, in vivo, que les lésions hépatiques 

induites par Fas sont accélérées en présence de TRAIL via l’activation de JNK et la phosphorylation 

activatrice de la protéine pro-apoptotique Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell death). Ces résultats 

révèlent qu’il existe un chevauchement fonctionnel entre la voie de signalisation Fas et la voie 

apoptotique intrinsèque (Corazza et al., 2006). Kuribayashi et collaborateurs (2011) montrent 

également que Fas activerait Puma (P53 upregulated modulator of apoptosis) et Bax pour générer des 

signaux qui clivent les caspases-3 et -7 (Kuribayashi et al., 2011). D’autre part, JNK possède d’autres 

cibles que Bim dont c-Jun qui active le facteur de transcription AP-1 (Corazza et al., 2006). Ainsi, TRAIL 

pourrait également activer la voie de signalisation Fas par augmentation de l’expression de FASLG (FAS 

LiGand) induite par AP-1 (Figure 14).  

 
La voie dépendante de Nuclear Factor-kappa B (NF-κB) et Activator Protein 

1 (AP-1) 

Le 5-FU induit l’expression de FasL (Fas Ligand) dans les cellules HT-29. Aussi, l’utilisation 

d’anticorps monoclonaux NOK-1 et NOK-2, inhibiteurs des interactions entre Fas et FasL, diminue la 

cytotoxicité du 5-FU (Tillman et al., 1999). Dans les cellules cancéreuses coliques GC3/c1, le 5-FU 

augmente l’expression de FASLG (Houghton et al., 1997) mais aussi de NF-кB et de AP-1 (Harwood et 

al., 2000), des facteurs de transcription impliqués dans l’induction de l’apoptose en réponse aux 

dommages à l’ADN. Des éléments de réponses à NF-кB et AP-1 ont été identifiés dans les régions 

promotrices de FASLG. Les mutations de leur site de liaison sur le gène FASLG inhibe leur 

transactivation (Kasibhatla et al., 1998) (Figure 14).  

 
Ensemble, ces résultats démontrent que l’apoptose extrinsèque induite par le 5-FU est due à 

l’activation des facteurs de transcription p53, NF-кB et AP-1 en réponse aux dommages à l’ADN et à la 

surexpression du récepteur Fas et de son ligand FasL (Figure 14). 
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Figure 14 : Effet du 5-FU sur la voie apoptotique extrinsèque. Les dommages induits par le 5-FU 

augmentent l’expression de Fas et de son ligand FasL via l’activation des facteurs de transcription p53, 

AP-1 et NF-κB. Il existe un chevauchement fonctionnel entre les voies apoptotiques intrinsèque et 

extrinsèque puisque les voies Fas/FasL et TRAIL/TRAIL-R2 activent les protéines pro-apoptotiques 

t-Bid, Puma, Bax et Bim respectivement.  

5-FU : 5-FluoroUracile ; AP-1 : Activator Protein 1 ; Bax : Bcl-2-associated x ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; Bim : 
Bcl-2 interacting mediator of cell death ; casp-2 : caspase-2 ; DD : Death Domain ; DISC : Death-Indicing Signaling 
Complex ; FADD : Fas-Associated protein with DD ; FasL : Fas Ligand ; FASLG : FAS LiGand ; NF-κB : Nuclear Factor 
κB ; p53 : protéine de 53 kiloDaltons ; PIDD : P53-Induced protein with a DD ; Puma : P53 upregulated modulator 
of apoptosis ; RAIDD : Receptor-interacting protein-Associated ICH1/CED-3-homologous protein with a DD ; 
tBid : truncated BH3 interacting-domain death agonist ; TRAIL : TNF Related Apoptosis Inducing Ligand ; 
TRAIL-R2 : TRAIL-Receptor 2. 
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3.2.2. Voie apoptotique intrinsèque 

La voie dépendante de p53 

En réponse aux dommages à l’ADN, p53 engage l’apoptose intrinsèque en activant des 

facteurs pro-apoptotiques (ex : Bax, Puma et Bnip3L (Bcl-2 interacting protein 3-Like)) tout en 

inhibant des facteurs anti-apoptotiques (ex : Bcl-2) mais également en stimulant la production de 

ROS (Reactive Oxygen Species) (Figure 15). 

 
Dans les cellules cancéreuses coliques COLO 201, le 5-FU induit l’apoptose par suppression de 

l’expression de BCL2 et l’induction de l’expression de BAX (Koshiji et al., 1997). Or, le gène BAX est 

activé par p53 (Miyashita and Reed, 1995) et le promoteur de BCL2 contient un élément de réponse 

négatif à p53 suggérant que BCL2 est également une cible directe de p53 (Miyashita et al., 1994) 

(Figure 15). L’apoptose est donc altérée dans les cellules HCT116 TP53-/- et BAX-/- par rapport aux 

cellules non mutées (Sturm et al., 2006). Dans les cellules HCT116, le 5-FU induit également 

l’activation de p53 puis l’expression des protéines pro-apoptotiques Bax et Puma ainsi que Bnip3L 

(Kuribayashi et al., 2011), une protéine mitochondriale qui interagit avec Bcl-2 et Bcl-xL (B-cell 

lymphoma-extral Large) et qui induit l’apoptose en altérant la perméabilité membranaire 

mitochondriale (Imazu et al., 1999). En plus de BAX, les gènes BNIP3L et BBC3 (BCL2 Binding 

Component 3) codant Puma sont également des cibles directes de p53 (Fei et al., 2004; P. Wang et 

al., 2007) (Figure 15). 

 

D’autre part, p53 induit l’apoptose par activation de l’expression de gènes codant des protéines 

mitochondriales susceptibles de stimuler la production de ROS (Hwang et al., 2001). Notamment 

dans les cellules cancéreuses coliques HCT116, p53 est un activateur direct du gène FDXR (FDX 

(FerréDoXine) Réductase) codant une cytochrome P-450 réductase mitochondriale (Hwang et al., 

2001). Cette enzyme est responsable du transfert d’électrons à partir du NADPH2 (Nicotinamide 

Adénine Dinucléotide Phosphate réduit), via la navette FDX, vers des substrats tels que le 

cholestérol. Dans des conditions de quantité limitée de substrat, les électrons peuvent fuir ce 

système de navette et réduire le dioxygène (O2) en ion superoxyde (O2
-) (Hanukoglu et al., 1993) 

(Figure 15). De manière intéressante, l’expression de FDXR et la production de ROS sont induites en 

réponse au 5-FU dans le clone HCT116 avec TP53 sauvage mais pas dans le clone avec TP53 muté. 

L’apoptose induite par le 5-FU est réduite après traitement cellulaire par l’antioxydant ubiquinone 

ainsi que dans les clones HCT116 FDXR+/-/- par rapport au clone parental (Hwang et al., 2001).  
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Figure 15 : Effet du 5-FU sur la voie apoptotique intrinsèque. Le facteur de transcription p53 activé 

par les dommages induits par le 5-FU inhibe l’expression du gène anti-apoptotique BCL2 mais active 

celle des gènes pro-apoptotiques BBC3, BAX, BNIP3L et FDXR. Le 5-FU active également la voie 

apoptotique intrinsèque via PKCδ. Enfin, l’apoptose est induite par l’accumulation de ROS provoquée 

par FDXR et Romo1. 

5-FU : 5-FluoroUracile ; Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer ; Bax : Bcl-2-associated x ; BBC3 : BCL2 Binding 
Component 3 ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; Bnip3L : Bcl-2 interacting protein 3-Like ; casp-7 : caspase-7 ; CYP : 
CYtochrome P450 ; FDX : FerréDoXine ; FDXR : FDX Réductase ; NADP : Nicotinamide Adénine 
DiNucléotidePhosphate ; NADP+ : NADP oxydé ; NADPH2 : NADP réduit ; P : Phosphate ; p53 : protéine de 53 
kilodaltons ; PKCδ : Protéine Kinase Cδ ; Puma : P53 upregulated modulator of apoptosis ; Romo1 : Reactive 
oxygen species modulator 1 ; ROS : Reactive Oxygen Species ; Src : v-src avian sarcoma (Schmidt-ruppin A-2) viral 
oncogene homolog. 
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D’autre part, Chung et collaborateurs (2006) montrent que le traitement au 5-FU induit l’expression 

de ROMO1 (Reactive Oxygen species MOdulator-1) également responsable de la production de ROS 

dans la mitochondrie (Chung et al., 2006). Fu et collaborateurs (2014) montrent que le 5-FU génère 

des ROS dans les cellules cancéreuses coliques HT-29 et SW480 et que leur co-traitement avec des 

antioxydants diminue l’apoptose induite par le 5-FU seul. Les auteurs montrent que les ROS activent 

la protéine Src (v-src avian sarcoma (Schmidt-ruppin A-2) viral oncogene homolog) qui peut alors 

interagir et phosphoryler la caspase-7 sur de multiples Tyr (Tyrosines) (Tyr58, Tyr151, Tyr229 et Tyr230). 

Cette phosphorylation augmente l’activité enzymatique de la caspase-7 et ainsi l’apoptose induite par 

le 5-FU (Fu et al., 2014) (Figure 15). 

 
La voie dépendante de Protéine Kinase C-δ (PKCδ) 

Mhaidait et collaborateurs (2014) montrent que l’apoptose intrinsèque induite par le 5-FU 

dépend également de l’activation de PKCδ (Protéine Kinase C-δ) et de la caspase-9. En effet, dans les 

cellules HCT116, l’apoptose est inhibée par traitement avec le rottlerin et le Z-LEHD-fmk, des 

inhibiteurs spécifiques de PKCδ et de caspase-9 respectivement. En réponse au 5-FU, PKCδ est 

surexprimée, phosphorylée sur les résidus Thr (Thréonine)505 et Ser645 puis clivée en sa forme active 

(Mhaidat et al., 2014). Ainsi activée, PKCδ pourrait exercer son activité pro-apoptotique sur la voie 

intrinsèque en activant la voie de signalisation Abl (c-Abelson murine leukemia viral 

oncogene)-PKCδ-p38MAPK puis les protéines Bax et Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer) (Choi et 

al., 2006) (Figure 15).  
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Chapitre 3 : Mécanismes de résistance au 5-fluorouracile 

dans le cancer colorectal 

Le taux de réponse des patients avec un CCR métastatique, traité par chimiothérapie à base 

de 5-FU, est d’environ 57% (Ychou et al., 2013) et leur taux de survie à 5 ans de seulement 12,5% 

(Siegel et al., 2014). L’échec des thérapies anti-cancéreuses est principalement dû au développement 

de mécanismes de résistance. Ceux-ci peuvent avoir plusieurs origines telles qu’une inactivation de la 

drogue par l’augmentation de son catabolisme ou, à l’inverse, la diminution de son anabolisme ; une 

altération de sa cible ou encore l’inhibition de son effet cytotoxique.  

 

1. Inactivation du 5-FU 

1.1. Activation du catabolisme du 5-FU 

1.1.1. Rôle des transporteurs Adenosine triphosphate-Binding Cassette (ABC) 

Les transporteurs ABCB1, ABCB5, ABCC5 et ABCC11 sont responsables de l’efflux du 5-FU et/ou 

de ses métabolites actifs (Guo et al., 2003; Pratt et al., 2005; Wilson et al., 2011) (confer, cf. 2.4 

page 57). Une activation de ces transporteurs provoque donc une diminution de la concentration 

intracellulaire en 5-FU et une résistance à la drogue. 

 
In vitro, différentes études montrent que les cellules cancéreuses résistantes au 5-FU surexpriment 

ABCB1, ABCB5, ABCC5 ou ABCC11 par rapport aux cellules parentales (Pratt et al., 2005; Oguri et al., 

2007; T. Wang et al., 2015; Kugimiya et al., 2015). Parallèlement l’inhibition de ces transporteurs par 

l’utilisation de siRNA ou d’inhibiteurs pharmacologiques augmente la sensibilité de ces cellules au 5-FU 

(Oguri et al., 2007; Wilson et al., 2011; Kugimiya et al., 2015) (Figure 16).  

 
In vivo, la présence de SNP dans la région codante de ABCB1 réduit la survie des patients traités au 

5-FU. Le polymorphisme 2677G>T (rs2032582) de substitution Ala893Ser (Alanine 893 en Ser) et le 

polymorphisme silencieux 3435C>T (rs1045642) en sont des exemples. Ces mutations augmentent 

l’activité de transport de ABCB1 pour différentes drogues in vitro (Schaefer et al., 2006; Tan, 2019) et 

sont associées à un taux de survie significativement diminué chez les patients porteurs de la mutation 

par rapport aux patients homozygotes non mutés (De Iudicibus et al., 2008; De Mattia et al., 2013). 

ABCB5 est surexprimé dans un sous-ensemble de cellules résistantes au 5-FU au sein de tumeurs 

rectales primitives (Wilson et al., 2011). Les patients CCR traités par chimiothérapie à base de 5-FU ont 

également une survie sans progression (PFS, Progression-Free Survival) significativement plus courte 

lorsque leurs cellules tumorales circulantes expriment ABCC5 (Gazzaniga et al., 2010). Enfin, 

l’expression de ABCC11 est également négativement corrélée à la réponse et à l’issue des patients CCR 

(Hlavata et al., 2012) (Figure 16).  
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Figure 16 : Résistance au 5-FU induite par la régulation de son métabolisme. La résistance au 5-FU 

peut avoir pour origine une diminution de son anabolisme (diminution de son influx par les 

transporteurs SLC et, de sa conversion en métabolites actifs par la TP et l’OPRT), une augmentation de 

son catabolisme (augmentation de son efflux par les transporteurs ABC et de sa conversion en 

métabolites inactifs par la DPD) ou une altération de sa cible (surexpression de la TS et activation de la 

MTHFR).  

5-FU : 5-FluoroUracile ; A : Adénine ; ABC : Adenosine triphosphate-Binding Cassette ; Ala : Alanine ; C : 
Cytosine ; DHF : DiHydroFolate ; DHFU : 5,6-DiHydro-5-FluoroUracile ; DPD : DihydroPYrimidine 
Déshydrogénase ; dT : Thymidine ; dTMP : désoxyThymidine MonoPhosphate ; dUMP : désoxyUMP ; FdUMP : 
5-FluorodUMP ; FdUTP : 5-FluorodésoxyUTP ; FUTP : 5-FluoroUTP ; G : Guanine ; Glu : Glutamate ; MTHF : 
MéthylèneTrétraHydroFolate ; MTHFR : MTHF Réductase ; OPRT : Orotate PhosphoRibosylTransférase ; SLC : 
SoLute Carrier ; T : Thymine ; TK : Thymidine Kinase ; TP : Thymidine Phosphorylase ; TS : Thymidylate Synthase ; 
TYMP : ThYMidine Phosphorylase ; UMP : Uridine MonoPhosphate ; UMPS : UMP Synthase ; UTP : Uridine 
TriPhosphate ; Val : Valine. 
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1.1.2. Résistance et toxicité liées à l’activation de la DihydroPyrimidine Déshydrogénase 

(DPD) 

La DPD est responsable de la conversion du 5-FU en métabolite inactif DHFU (cf. 2.4 page 57). 

Une augmentation de l’activité de la DPD accélère le catabolisme du 5-FU et engendre une résistance à 

la drogue. 

 
In vitro, l’augmentation de l’expression (Takebe et al., 2001) ou de l’activité (Beck et al., 1994) de la DPD 

est associée à une augmentation de la résistance cellulaire au 5-FU. Un faible niveau d’expression 

intratumorale de DPD prédit un meilleur taux de réponse et une meilleure survie des patients présentant 

des tumeurs colorectales traitées par chimiothérapie à base de 5-FU (Salonga et al., 2000; Kornmann et 

al., 2003; Tokunaga et al., 2005; Ciaparrone et al., 2006; Jensen et al., 2006; Yanagisawa et al., 2007). De 

plus, l’activité de la DPD est négativement corrélée à la sensibilité des tumeurs colorectales au 5-FU (Isshi 

et al., 2002) (Figure 16). 

 
Néanmoins, les individus ayant une déficience en DPD présentent une élévation persistante de la 

concentration sanguine de 5-FU et souffrent d’une toxicité accrue liée à la drogue (Deenen et al., 2016) 

(cf. 1.2.2 page 54). A l’heure actuelle, plus d’une centaine de polymorphismes du gène DPYD 

(DihydroPYrimidine Déshyrogénase) ont été identifiés et trois ont été particulièrement étudiés. 

Notamment, le polymorphisme IVS14+1G>A (rs3918290) qui interrompt une séquence de 

reconnaissance d’épissage dans l’intron 14. Cette mutation provoque la délétion des acides aminés 

correspondant à l’exon 14 du gène DPYD et génère une protéine tronquée catalytiquement inactive. Les 

polymorphismes 1679T>G (rs67376798) et 2846A>T (rs55886062) induisent, quant à eux, les 

substitutions Ile (Isoleucine)560Ser et Asp949Val (Aspartate949Valine) respectivement. Le SNP 2846A>T 

conduit à un changement de la structure tridimensionnelle de l’enzyme DPD qui interfère avec la liaison 

du cofacteur ou le transport d’électrons (Kuilenburg et al., 2002). Des méta-analyses montrent que les 

SNP IVS14+1G>A, 1679T>G et 2846A>T sont associés à une diminution de l’activité de la DPD (de 12,5% ; 

12,5-25% et 41% respectivement) (Offer et al., 2014) et une augmentation des toxicités sévères liées au 

5-FU (évènements indésirables liés au 5-FU de grade supérieur à 3 : IVS14+1G>A : 88% ; 1679T>G : 50%, 

2846A>T : 82% ; non muté : 33%) (Lee et al., 2014). Ces SNP pathologiques sont rares puisque seulement 

4% des patients possèderaient l’une d’entre elles (Etienne-Grimaldi et al., 2017).  

 
Des stratégies d’administration de doses personnalisées de 5-FU sur la base du génotype DPYD ont 

montré des bénéfices. Dans l’essai clinique prospectif de Deenen et collaborateurs (2016), les patients 

devant recevoir une chimiothérapie à base de 5-FU ou de capécitabine ont été génotypés pour le SNP 

IVS14+1G>A (DPYD*2A) avant le début du traitement et ceux présentant l’allèle variant hétérozygote ont 

bénéficié d’une réduction de la dose initiale de la chimiothérapie de 50%. Ainsi, par rapport à une dose 

standard, les risques de toxicité sévère liée au traitement et la mortalité d’origine médicamenteuse sont 

significativement réduits de 73% à 28% et de 10% à 0% chez les patients hétérozygotes DPYD*2A 
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(Deenen et al., 2016). De même, il est préconisée une réduction de 25% de la dose de 5-FU pour les 

porteurs hétérozygotes des SNP 1679T>G et 2846A>T (Henricks et al., 2015).  

 

1.2. Inhibition de l’anabolisme du 5-FU 

1.2.1. Rôle des transporteurs SoLute Carrier (SLC) 

Les transporteurs SLC29A1, SLC29A2 et SLC22A7 sont responsables de l’influx du 5-FU (Kobayashi 

et al., 2005; Yao et al., 2011; Phua et al., 2013) (cf. 2.1 page 54). Une inhibition de ces transporteurs 

empêcherait l’accumulation intracellulaire du 5-FU et provoquerait une résistance à la drogue (Figure 16). 

 
 Les niveaux de SLC29A2 et SLC22A7 corrèlent positivement avec la réponse des patients traités par 

chimiothérapie à base de 5-FU (Phua et al., 2013; Tashiro et al., 2014). A l’inverse, les niveaux de 

SLC29A1 corrèlent négativement avec la sensibilité in vitro de cellules cancéreuses coliques et à la 

réponse in vivo au 5-FU (Boyer et al., 2002; Yoshinare et al., 2003; Phua et al., 2013). Les auteurs 

suggèrent que SLC29A1 augmente la sensibilité des cellules tumorales au 5-FU par augmentation de 

l’export de ses métabolites actifs ou de l’import de thymine permettant de sauver les cellules du TLD 

(ThymineLess Death) causée par l’inhibition de la TS (Yoshinare et al., 2003) (Figure 16).  

  
1.2.2. Inhibition de la Thymidine Phosphorylase (TP) et rôle pro-angiogénique 

La TP est l’enzyme limitante dans l’activation du 5-FU, elle réalise la première étape de 

conversion du 5-FU en FUdR qui sera ensuite métabolisé en FdUMP actif (cf. 2.3 page 55). 

Théoriquement, les cellules avec des niveaux plus élevés de TP devraient être plus sensibles au 5-FU en 

raison d’une augmentation de la concentration en FdUMP formés (Figure 16). Toutefois, différentes 

études montrent des résultats contradictoires sur la corrélation entre niveau d’expression de TP et 

réponse à la chimiothérapie à base de 5-FU.  

 
In vitro, la surexpression de TP dans les cellules cancéreuses coliques augmente la formation de FdUMP 

et la sensibilité de ces cellules au 5-FU (Schwartz et al., 1995; Evrard et al., 1999) (Figure 16). Néanmoins, 

in vivo, Gustavsson et collaborateurs (2009) et Tokunaga et collaborateurs (2005) montrent que 

l’expression de la TP est corrélée positivement à la progression du CCR mais négativement au pronostic 

des patients (Tokunaga et al., 2005; Gustavsson et al., 2009). Salonga et collaborateurs (2000) révèlent 

également que les tumeurs colorectales sensibles au 5-FU présentent un niveau d’expression du gène 

TYMP (ThYMidine Phosphorylase) plus faible par rapport à la valeur seuil des tumeurs résistantes 

(Salonga et al., 2000). Enfin, Mitselou et collaborateurs (2012) établissent la corrélation positive entre 

expression intratumorale cytoplasmique de TP et survie des patients (Mitselou et al., 2012). D’autres 

études montrent en revanche qu’il n’existe pas de corrélation entre les niveaux intratumoraux des 

transcrits ou des protéines TP et le pronostic des patients traités par chimiothérapie à base de 5-FU 

(Ciaparrone et al., 2006; Yanagisawa et al., 2007; Soong et al., 2008).  
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La TP joue également un rôle dans l’angiogenèse. Tsujitani et collaborateurs (2004) ont montré une 

corrélation entre les taux de TP et de VEGF, et la densité des micro-vaisseaux dans des tumeurs 

gastriques (Tsujitani et al., 2004). Dans les tumeurs colorectales, l’expression intratumorale de la TP 

cytoplasmique est également associée à l’expression intratumorale et vasculaire de VEGF (Mitselou et 

al., 2012). La TP catalyse la conversion réversible de la thymidine en dR-1-P 

(désoxyRibose-1-Phosphate) et thymine. Par cette activité enzymatique, la TP génère des produits 

pro-angiogéniques. D’une part, le dR-1-P crée un état de stress oxydatif local puisqu’il est un agent de 

glycation des protéines et un générateur de ROS (Brown et al., 2000). Brown et collaborateurs (2000) 

suggèrent que la synthèse de ROS implique l’oxydation du dR-1-P catalysée par des ions métaux de 

transition oxydés tels que les ions Cu2+ (Cuivre II) ou les ions Fe3+ (Fer III). Le stress oxydatif induit la 

sécrétion des facteurs pro-angiogéniques VEGF, IL-8 (InterLeukine 8) et MMP-1 (Matrix 

MetalloProteinase 1) (Brown et al., 2000). D’autre part, le dR formé par déphosphorylation du dR-1-P 

puis relargué dans le milieu extracellulaire (Hotchkiss et al., 2003) a également un rôle 

pro-angiogénique. En effet, le dR stimule la migration et l’invasion des cellules endothéliales 

notamment par activation de la FAK (Focal Adhesion Kinase) (Hotchkiss et al., 2003) et de S6K1 (S6 

Kinase 1) (Seeliger et al., 2004). La FAK a un rôle important dans l’invasion et la migration cellulaire 

(McLean et al., 2005) et S6K1, cible importante de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), régule la 

prolifération cellulaire, le métabolisme et l’angiogenèse (Chiang and Abraham, 2007). Ainsi un niveau 

intratumoral élevé de TP entraîne une augmentation de l’angiogenèse et est donc associé à un mauvais 

pronostic (Takebayashi et al., 1996).  

  
1.2.3. Inhibition de l’Orotate PhosphoRibosylTransférase (OPRT) 

L’enzyme OPRT est codée par le gène UMPS (UMP Synthase) et catalyse la conversion du 5-FU 

en FUMP nécessaire à la production des métabolites actifs FUTP et FdUTP (cf. 2.2 page 55). Une 

diminution de l’expression de l’OPRT serait donc responsable d’une résistance au 5-FU par diminution 

de la production de ces métabolites actifs.  

 
In vitro, les cellules cancéreuses coliques MIP101 résistantes au 5-FU sous-expriment l’OPRT par 

rapport aux cellules parentales. De plus, la sous-expression de UMPS par siRNA dans les cellules 

MIP101 parentales ainsi que dans les lignées HCT116, HT-29 et SW620 diminue leur sensibilité au 5-FU 

(Muhale et al., 2011; Griffith et al., 2013). In vivo, l’expression de l’OPRT est négativement corrélée à 

la progression du CCR et est positivement corrélée au taux de survie des patients traités par 

chimiothérapie à base de 5-FU (Tokunaga et al., 2007). D’autre part, les patients non répondeurs 

expriment significativement plus faiblement le gène UMPS par rapport aux patients répondeurs 

(Matsuyama et al., 2006; Kunicka et al., 2016). Enfin, l’activité de l’OPRT est positivement corrélée à la 

sensibilité des tumeurs colorectales au 5-FU et à la survie globale des patients (Isshi et al., 2002; Fujii 

et al., 2003; Ochiai et al., 2006) (Figure 16). Plusieurs SNP ont été identifiés sur le gène UMPS de 
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patients CCR mais n’ont pas été analysés pour leur association avec la réponse à la chimiothérapie 

(Panczyk, 2014).  

 

2. Altération de la séquestration de la TS 

2.1. Activation de la MéthylèneTétraHydroFolate Réductase (MTHFR) 

La MTHFR est responsable de la conversion du 5,10-MTHF en 5-MTHF, ce qui diminue la 

quantité du cofacteur réduit 5,10-MTHF et l’activité de la TS (cf. 2.3.1 page 56). Une augmentation de 

l’expression ou de l’activité de la MTHFR engendrerait donc une résistance au 5-FU par diminution de 

la concentration en 5,10-MTHF et donc de la formation du complexe 5,10-MTHF/FdUMP/TS.  

 
L’utilisation d’oligodésoxynucléotides anti-sens de MTHFR augmente la sensibilité au 5-FU des cellules 

cancéreuses coliques SW-620 in vitro mais également in vivo en xénogreffe chez la souris (Stankova et 

al., 2005). Plusieurs SNP ont été identifiés dans le gène MTHFR et associés à une meilleure réponse au 

5-FU in vitro et in vivo (K.-J. Sohn et al., 2004; Etienne‐Grimaldi et al., 2010). En particulier, les 

polymorphismes 677C>T (rs1801133) et 1298A>C (rs1801131) responsables respectivement des 

substitutions Ala222Val et Glutamate (Glu)429Ala ont été montrés pour diminuer l’activité de l’enzyme 

MTHFR à des degrés variables. En effet, chez les patients avec des défauts du tube neural, l’activité 

enzymatique de MTHFR est réduite de 75% et 39% pour les individus avec les mutations homozygotes 

677TT et 1298CC respectivement par rapport aux individus homozygotes sains (van der Put et al., 

1998). Ces SNP engendrent une diminution des niveaux de 5-MTHF et une augmentation de ceux de 

5,10-MTHF (Weisberg et al., 1998; Bagley and Selhub, 1998; K.-J. Sohn et al., 2004). L’accumulation en 

cofacteur réduit 5,10-MTHF favorise l’inhibition de la TS par formation du complexe 

5,10-MTHF/FdUMP/TS et accroit donc l‘effet cytotoxique du 5-FU (Figure 16). De manière 

intéressante, Wilcken et collaborateurs (2009) montrent que la fréquence du SNP 677C>T diffère selon 

les distributions ethnique et géographique. En effet, l’allèle T est plus fréquent en Chine (39,5%) et en 

Amérique (35,2%) qu’en Océanie (28,7%) ou au Moyen-Orient (25,7%). Il est également plus fréquent 

chez les Américains d’origine hispanique (41,1%) ou européenne (31,7%) que d’origine asiatique 

(21,2%) ou africaine (12,6%) (Wilcken et al., 2003).  

 

2.2. Activation de la TS 

La TS catalyse la méthylation réductrice du dUMP en dTMP en utilisant le cofacteur 5,10-MTHF. 

Elle est la cible principale du 5-FU par l’intermédiaire du métabolite actif FdUMP (cf. 2.3.2 page 56). 

Une augmentation de l’expression ou de l’activité de la TS peut donc induire une résistance à la drogue. 

Ce chapitre sera détaillé ultérieurement (cf. chapitre 4 page 86).  
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3. Inhibition de l’effet cytotoxique du 5-FU 

3.1. Perturbation du cycle cellulaire 

Une perturbation du cycle cellulaire pourrait être impliquée dans la résistance au 5-FU. En effet, 

un ralentissement du cycle cellulaire pourrait empêcher l’incorporation dans l’ADN de métabolites actifs 

du 5-FU et permettre aux cellules cancéreuses de réparer les dommages à l’ADN (Figure 17).  

 
3.1.1. Inhibition des complexes cycline/Cyclin-Dependent Kinase (CDK) 

In vitro, les cellules cancéreuses coliques H630R10 résistantes au 5-FU présentent un retard 

du cycle cellulaire en phases G1 et S précoce et un temps de synthèse d’ADN prolongé par rapport aux 

cellules parentales. Cette perturbation du cycle cellulaire pourrait être due à un déficit en complexes 

cycline E/CDK2 et cycline A/CDK2 impliqués respectivement dans la transition G1/S et la progression 

en phase S du cycle cellulaire (cf. 3.1 page 57). En effet, dans les cellules résistantes au 5-FU, 

l’expression de p21Cip1 et de p27Kip1 est augmentée et l’expression de cycline A, de CDK2 ainsi que la 

phosphorylation activatrice de CDK2 sur la Thr160 sont réduites (Guo et al., 2008) (Figure 17).  

 
In vivo, la présence du SNP 870G>A (rs9344) dans le gène CCND1 codant la cycline D1 est associée à la 

réponse de patients avec un CCR de stade II ou III traités à la chimiothérapie adjuvante à base de 5-FU 

(Absenger et al., 2014). Le gène CCND1 code pour deux variants d’épissage majoritaires que sont les 

ARNm CCND1a contenant les exons 1 à 5 et CCND1b ne possédant pas l’exon 5 mais un exon 4 plus long 

en raison d’une polyadénylation alternative dans l’intron 4. La mutation 870G>A est située à la limite 

exon 4/intron 4 et est responsable d’une absence d’épissage de l’intron 4 et de la génération du variant 

CCND1b. Celui-ci code pour une protéine cycline D1b plus stable et plus active. Cette fonction 

oncogénique est associée à l’absence de la région C-ter (Carboxy-terminale) normalement responsable 

de sa dégradation rapide et de son export nucléaire (Betticher et al., 1995). Solomon et collaborateurs 

(2003) montrent que l’association du variant CCND1b avec CDK4 réduit la phosphorylation et l’inhibition 

de pRB (protéine du RétinoBlastome). L’avancée dans la phase S du cycle cellulaire est ainsi altérée 

(Solomon et al., 2003). De plus, contrairement à la cycline D1b, le recrutement de la cycline D1a à la 

chromatine permet celui de facteurs de réparation de l’ADN tels que ATM, nibrine ou MDC1 (Mediator 

of DNA damage Checkpoint protein 1) afin d’initier la réponse aux dommages à l’ADN (Li et al., 2010) 

(Figure 17). Les patients avec les génotypes 870GA ou 870AA présentent une réduction significative du 

délai de récidive par rapport aux patients avec le génotype homozygote 870GG (TTR (Time-to-Tumor 

Reccurence) médian des génotypes 870GA et 870AA est de 60 mois et celui du génotype 870GG de 124 

mois) (Absenger et al., 2014). D’autre part, l’expression de cycline D1a nucléaire est positivement 

associée à la survie des patients. En effet, les patients avec une forte expression nucléaire de cycline D1a 

présentent une survie sans rechute (RFS, Relapse-Free Survival) à 5 ans de 81% et une survie spécifique 

du CCR (CSS, Colorectal cancer-Specific Survival) à 5 ans de 84% (contre 63% et 77% respectivement chez 

les patients présentant une faible expression). 
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3.1.2. Acquisition du phénotype de Cellule Souche Cancéreuse (CSC) 

Comme les CS pluripotentes normales, les CSC possèdent une longue durée de vie et une 

certaine quiescence leur permet d’échapper au traitement anti-cancéreux visant la division cellulaire 

(Bao et al., 2013) (cf. 2.1.3 page 32).  

 
Plusieurs études ont notamment démontré que les cellules résistantes au 5-FU expriment les 

marqueurs CD133, CD24 et CD44 de CSC. Ces protéines de surface sont essentiellement retrouvées au 

niveau de radeaux lipidiques qui régulent les récepteurs membranaires et servent de plateformes pour 

la signalisation transmembranaires. CD133 est une glycoprotéine potentiellement impliquée dans 

l’organisation membranaire par sa localisation dans les protrusions membranaires et les radeaux 

lipidiques et sa capacité à se lier au cholestérol (Corbeil et al., 2001). Elle pourrait également être 

impliquée dans la polarité et la migration cellulaire par des interactions intercellulaires ou avec la MEC 

(Matrice ExtraCellulaire) (Giebel et al., 2004). CD24 est une sialoglycoprotéine liée à la membrane 

plasmique par son ancre GPI (GlycosylPhosphatidylInositol) et impliquée dans les interactions 

cellule-cellule ou cellule-MEC (Pierres et al., 1987). Enfin, CD44 est le principal récepteur de l’acide 

hyaluronique et est impliqué dans la croissance, la survie, la différenciation et la motilité cellulaires 

(Aruffo et al., 1990).  

 
La première preuve que les CSC sont responsables de la résistance au 5-FU provient d’études sur des 

cellules cancéreuses coliques primaires isolées. En effet, il a été observé que les cellules cancéreuses 

exprimant CD133 (CD133+) étaient plus résistantes au 5-FU que les cellules ne l’exprimant pas (CD133-
 ) 

(Todaro et al., 2007). L’expression de CD133 est négativement corrélée à la réponse et à la survie des 

patients avec un CCR traité par chimiothérapie à base de 5-FU (Ong et al., 2010). Néanmoins, la 

considération de CD133+ comme seul phénotype des CSC est contestée puisqu’il est estimé qu’une 

seule cellule tumorale CD133+ sur 262 est une CSC (O’Brien et al., 2007). Récemment, Paschall et 

collaborateurs (2016) ont montré que la combinaison de l’expression de CD133 et de la faible 

expression de CD24 (CD24lo) caractérise le phénotype des CSC résistantes au 5-FU. Des études 

supplémentaires leur sont nécessaires pour confirmer si l’expression de CD44 et la forte expression de 

ALDH (ALDHhi) font également partie du phénotype de ces cellules (Paschall et al., 2016). Néanmoins 

des études in vitro et in vivo semblent accréditer la présence de CD44 comme marqueur des CSC 

résistantes au 5-FU. En effet, les cellules cancéreuses coliques HT-29 résistantes au 5-FU présentent 

également une augmentation de la proportion de cellules avec les marqueurs CD133 et/ou CD44, une 

diminution de la prolifération cellulaire ainsi qu’une augmentation de la capacité à former des colonies 

ancrage-indépendantes (Dallas et al., 2009). D’autre part, la majorité des CSC CD133+ et CD44+ isolées 

de patients avec un CCR traité par chimiothérapie à base de 5-FU ou de capécitabine se trouve dans la 

phase G0/G1 du cycle cellulaire et leur présence est négativement corrélée à la survie des patients 

(Zahran et al., 2019) (Figure 17). 
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Figure 17 : Résistance au 5-FU induite par l’inhibition de son effet cytotoxique. La résistance au 5-FU 

peut avoir pour origine un défaut de reconnaissance des dommages à l’ADN par les systèmes MMR et 

BER, l’arrêt du cycle cellulaire par activation de p53 et de la cycline D1b, la réparation des dommages 

à l’ADN par SMUG-1, l’inhibition de l’apoptose par p53 mutée, BMI-1, RNF34 et les enzymes 

antioxydantes (MnSOD et Prx1) ou encore le phénotype CSC.  

5-FU : 5-FluoroUracile ; A : Adénine ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated ; 
Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer ; Bax : Bcl-2-associated x ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; BCL2L1 : BCL2-Like 
protein 1 ; Bcl-xL : B-cell lymphoma-extral Large ; BER : Base Excision Repair ; BMI : B-cell-specific Moloney 
murine leukemia virus Insertion site ; CDKN1A : CDK INhibitor 1A ; CCND1 : CyCliN D1 ; CD : Cluster de 
Différenciation ; CDK : Cyclin-Dependent Kinase ; CSC : Cellule Souche Cancéreuse ; DNA : DeoxyriboNucleic 
Acid ; FDXR : FerréDoXine Réductase ; G1 : Gap 1 phase ; kDa : kiloDalton ; MBD4 : Methyl-CpG-Binding Domain 
protein 4 ; MDC1 : Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1 ; miR : micro-acide Ribonucléique ; MMR : 
MisMatch Repair ; MnSOD : Manganese SuperOxide Dismutase ; MSH : MutatorS Homolog ; MSI : MicroSatellite 
Instable ; mut : muté ; NF-κB : Nuclear Factor κB ; p21Cip1 : protein 21 kDa CDK-interaction protein 1 ; p27kip1 : protein 27 
kDaKinase-inhibitory protein 1 ; p53 : protéine de 53 kDa ; pRB : protéine du RétinoBlastome ; Prx1 : Peroxyrédoxine 1 ; 
RNF34 : Really interesting new gene Finger Protein 34 ; ROS : Reactive Oxygen Species ; S : Synthesis phase ; 
SMUG-1 : Single-strand selective Monofunctional Uracil DNA Glycosylase 1 ; SNP : Single-Nucleotide 
Polymorphism ; TDG : Thymidine DNA Glycosylase ; TP53 : Tumor P53. 
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3.2. Inactivation de la reconnaissance des dommages à l’ADN 

Une inactivation de la reconnaissance des dommages à l’ADN induits par le 5-FU pourrait 

prévenir de l’apoptose sous-jacente et provoquer une résistance à la drogue. 

  
3.2.1. Inactivation du système MMR et activation des micro-ARN (miR) 

Les hétérodimères MutSα et MutSβ du système MMR (cf. 2.3.1 page 41) peuvent 

spécifiquement reconnaitre et lier l’ADN modifié par le 5-FU afin d’induire la mort cellulaire (Tajima et 

al., 2004; Iwaizumi et al., 2011; Tajima et al., 2011). Plusieurs études in vitro et in vivo démontrent une 

activité cytotoxique moins importante du 5-FU dans les cellules déficientes en MMR (Figure 17).  

 
En effet, les cellules cancéreuses coliques HCT116 déficientes en MMR sont moins sensibles au 5-FU 

que les cellules HCT116+ch3 compétentes en MMR avec le phénotype MSS malgré une incorporation 

similaire de métabolites actifs du 5-FU dans l’ADN (Carethers et al., 1999). Le statut MSI est également 

prédictif de la réponse in vivo de tumeurs coliques de stade II et III à la chimiothérapie adjuvante à 

base de 5-FU. La survie globale est ainsi augmentée chez les patients avec des tumeurs MSS ou MSI-L 

mais pas chez les patients avec des tumeurs MSI-H (MSI-High frequency) (Ribic et al., 2003; Carethers 

et al., 2004). De manière intéressante, dans un microenvironnement tumoral acide, l’expression de 

MLH1 est réduite dans les cellules cancéreuses coliques SW480 mais celle-ci n’augmente pas la 

résistance de cellules au 5-FU (Iwaizumi et al., 2013). Les auteurs suggèrent l’implication de certaines 

protéines du système Base Excision Repair (BER) dans la cytotoxicité de la drogue (Figure 17). 

 
Récemment, des miR (micro-ARN) ont été identifiés comme régulateurs de l’expression des protéines 

du système MMR et de la réponse au 5-FU. Ye et collaborateurs (2017) ont montré que miR-1290 cible 

la région 3’ non traduite (3’-UTR, 3’-Untranslated Transcribed Region) du gène MSH2 et éteint son 

expression. Ainsi, l’inhibition de miR-1290 augmente la sensibilité au 5-FU des cellules cancéreuses 

coliques HCT116 in vitro et in vivo après xénogreffe chez la souris en induisant l’apoptose via 

l’activation de MSH2. L’expression de miR-1290 est négativement corrélée in vitro à la réponse au 

5-FU, in vivo au statut de compétence du système MMR (présence de l’expression de l’ensemble des 

protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) et à la réponse de patients avec un CCR de stade II ou III traités 

par chimiothérapie à base de 5-FU (Ye et al., 2017) (Figure 17). D’autre part, miR-21 peut également 

cibler le 3’-UTR des gènes MSH2 et MSH6 et induire une diminution de leur taux protéique (Valeri et 

al., 2010). Dans les cellules cancéreuses coliques LoVo, la surexpression de miR-21 réduit leur arrêt en 

phase G2/M et leur mort par apoptose notamment par inhibition de MSH2. Elle induit également leur 

résistance au 5-FU dans un modèle de xénogreffe chez la souris (Valeri et al., 2010). Par ailleurs, 

l’expression de miR-21 est négativement corrélée à la survie des patients traités par chimiothérapie à 

base de 5-FU (Schetter et al., 2008) (Figure 17).  
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3.2.2. Activation du système Base Excision Repair (BER) 

Les UDG du système BER MBD4 (Methyl-CpG-Binding Domain protein 4) (Petronzelli et al., 

2000), SMUG-1 (Single-strand selective Monofunctional Uracil DNA Glycosylase-1) (An et al., 2007), 

TDG (Thymidine DNA Glycosylase) (Hardeland et al., 2000) et UNG2 (Uracil-DNA Glycosylase 2) 

(Grogan et al., 2011) sont capables d’exciser le FU incorporé et apparié aux bases G et A de l’ADN 

(Figure 18). Plusieurs études montrent que la surexpression de SMUG-1 et la sous-expression de MBD4 

ou de TDG augmentent la résistance au 5-FU tandis que UNG2 n’est pas impliquée dans la cytotoxicité 

du 5-FU (Andersen et al., 2005). 

 
In vitro, la sous-expression et la surexpression de SMUG-1 augmente et diminue respectivement la 

sensibilité au 5-FU des fibroblastes MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) et des cellules de glioblastome 

LN-428 (An et al., 2007; Nagaria et al., 2013) (Figure 17). Au contraire, l’invalidation par l’utilisation de 

siRNA et la surexpression de TDG diminue et augmente respectivement la sensibilité des cellules 

cancéreuses du col de l’utérus HeLa (Kunz et al., 2009). L’excision du FU incorporé dans l’ADN par TDG 

engendre des cassures persistantes, active CHK1 et retarde la progression des cellules en phase S. Kunz 

et collaborateurs (2009) expliqueraient ces résultats contradictoires par des modes de dissociation de 

l’ADN distincts pour SMUG-1 et TGD (Kunz et al., 2009). En effet, l’APE1 (AP (APurique/Apyrimidique) 

Endonucléase 1) entre directement en compétition avec SMUG-1 (Pettersen et al., 2007) au niveau du 

site AP généré alors que TDG doit être SUMOylée pour se dissocier de l’ADN (Hardeland et al., 2002). 

Le mécanisme de réparation BER en aval de SMUG-1 est rapide alors que celui en aval de TDG est 

retardé. Ainsi, certains sites AP générés par TDG échapperaient à la réparation jusqu’à ce qu’ils 

interfèrent avec la réplication de l’ADN et entrainent l’arrêt du cycle cellulaire (Figure 17).  

 
Parallèlement, la déficience en MBD4 augmente la résistance in vitro des fibroblastes MEF (Cortellino 

et al., 2003) et in vivo dans les cryptes intestinales murines (Sansom et al., 2003). Plus récemment, 

Collura et collaborateurs (2014) ont identifié la mutation de MBD4 comme marqueur moléculaire 

bénéfique de la chimiothérapie à base de 5-FU avec une augmentation de la RFS des patients avec un 

CCR de stade II ou III présentant un phénotype MSI (Collura et al., 2014). De manière intéressante, il 

existe un lien entre MBD4 et le système MMR. D’une part, MBD4 interagit avec MLH1 au niveau de 

son domaine glycosylase (Bellacosa et al., 1999) et, d’autre part, des mutations du gène MBD4 ont été 

rapportées dans des CCR avec un phénotype MSI (Riccio et al., 1999; Bader et al., 1999; Bader et al., 

2000). En effet, la séquence codante de MBD4 humain contient une répétition A10 au niveau du codon 

310-313 qui peut être sujet à une mutation de raccourcissement du cadre de lecture (A10 à A9) 

produisant la protéine TruMBD4 (Truncated MBD4) dépourvue de son domaine glycosylase.  
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Figure 18 : Mécanisme de réparation des dommages à l’ADN par le système Base Excision Repair 

(BER). Les principales étapes du système BER comprennent l’élimination d’une base inappropriée par 

une ADN glycosylase (UDG pour l’uracile), le clivage du squelette phosphodiester au site abasique AP 

par APE1, le remplacement du nucléotide excisé par POLβ et la suture du brin réparé par LIG3. 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; AP : APurine/APyrimidine ; APE1 : AP Endonucléase 1 ; BER : Base Excision 

Repair ; DNA : DeoxyriboNucleic Acid ; LIG3 : ADN LIGase 3 ; MDB4 : Methyl-CpG-Binding Domain protein 4 ; 

POLβ : ADN POLymérase β ; SMUG-1 : Single-strand selective Monofunctional Uracil DNA Glycosylase 1 ; TDG : 
Thymidine DNA Glycosylase ; UDG : Uracil-DNA-Glycosylase ; UNG2 : Uracil-DNA Glycosylase 2. 
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La déficience en MBD4 ou la présence de TruMBD4 pourrait différemment moduler la cytotoxicité du 

5-FU. D’un côté, Wyatt et Wilson (2009) suggèrent que la déficience en MBD4 pourrait induire une 

réponse aux dommages à l’ADN dépendante d’un système MMR altéré et augmenter la résistance au 

5-FU (Wyatt and Wilson, 2009). De l’autre côté, Suzuki et collaborateurs (2016) montrent dans des 

cellules cancéreuses coliques que TruMBD4 lie le FU incorporé dans l’ADN avec une plus grande affinité 

que MBD4 et qu’il réduit également l’affinité de liaison à la drogue des protéines de reconnaissance 

MSH3 et MSH6 du complexe MMR. En revanche, la surexpression de TruMBD4 augmente l’arrêt en phase 

S induit par le 5-FU indépendamment de MLH1. Les auteurs confirment ainsi que les patients avec des 

CCR déficients en MMR et présentant une résistance caractéristique au 5-FU pourraient être plus 

sensibles à la drogue dans le cas d’une mutation engendrant la protéine TruMBD4 (Suzuki et al., 2016) 

(Figure 17). 

 

3.3. Inactivation de l’apoptose 

3.3.1. Inactivation de p53 

Les voies apoptotiques extrinsèque et intrinsèque induites par le 5-FU sont partiellement 

dépendantes de p53 (cf. 3.2 page 58). Ainsi, une inactivation de ce suppresseur de tumeur pourrait être 

à l’origine d’un défaut d’initiation de l’apoptose et d’une résistance à la drogue. 

 
Le statut mutationnel de TP53 a été corrélé à la réponse du CCR au 5-FU. In vitro, les cellules déficientes 

ou mutées pour le gène TP53 sont significativement plus résistantes au 5-FU que les lignées avec TP53 

sauvage (O’Connor et al., 1997; Bunz et al., 1999). Plusieurs études montrent que, par rapport à TP53 

sauvage, la mutation de TP53 diminue la survie globale et le temps d’apparition de métastases pour les 

patients avec un CCR traité par chimiothérapie adjuvante à base de 5-FU (Ahmed et al., 2008; Kandioler 

et al., 2015). La majorité des mutations identifiées in vitro et in vivo ont lieu dans le domaine de liaison à 

l’ADN de p53. Ce domaine reconnait et se lie aux séquences d’ADN consensus spécifiques présentes dans 

les régions régulatrices des gènes cibles (Hollstein et al., 1994; O’Connor et al., 1997). En plus d’empêcher 

l’activation des gènes régulateurs du cycle cellulaire et pro-apoptotiques tels que CDKN1A codant p21Cip1, 

FAS et BCL2, une autre hypothèse envisagée est que la mutation de TP53 conférerait un gain de fonction 

à la protéine avec des activités anti-apoptotiques et pro-métastatiques contribuant à l’agressivité du 

cancer (Oren and Rotter, 2010) (Figure 17). Certains polymorphismes sont par ailleurs de bon pronostic. 

Ainsi, le SNP dans l’exon 4 de TP53 entrainant la substitution Arg(Arginine)72Pro(Proline) (rs1042522) 

augmente la capacité de p53 à lier l’ADN et à activer la transcription de ses gènes cibles. Les patients avec 

un CCR de stade Dukes C (stade III AJCC) arborant la mutation Arg72Pro bénéficient de la chimiothérapie 

post-opératoire à base de 5-FU (Godai et al., 2009). Récemment, Gokare et collaborateurs (2017) ont 

montré par « KI » (Knock-In) dans les fibroblastes MEF traités au 5-FU, que les allèles TP53 homozygotes 

Arg72Pro diminuent plus fortement l’expression du gène DPYD codant l’enzyme DPD du catabolisme du 

5-FU que les allèles homozygotes sauvages (Gokare et al., 2017) (Figure 17). 
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3.3.2. Régulation des membres de la famille B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) 

Les membres de la famille Bcl-2 jouent un rôle crucial dans la régulation du mécanisme 

d’apoptose intrinsèque (cf. 3.2.2 page 64). Ainsi une inhibition des protéines pro-apoptotiques 

(ex : Bax et Bak) et/ou une activation des protéines anti-apoptotiques (ex : Bcl-2 et Bcl-xL) peuvent 

protéger les cellules de cette mort induite par le 5-FU et les rendre résistantes à la drogue. Plusieurs 

études révèlent que l’oncogène BMI-1 (B-cell-specific Moloney murine leukemia virus Insertion site 1) 

et l’E3 ubiquitine ligase RNF34 (RING (Really Interesting New Gene) Finger Protein 34) sont impliqués 

dans la protection des cellules cancéreuses de l’apoptose par régulation des membres de la famille 

Bcl-2.  

 
Dans les cellules de carcinomes nasopharyngé et hépatique, l’invalidation de BMI-1 par siRNA diminue 

l’activation de AKT et l’expression de Bcl-2, augmente l’expression de Bax et sensibilise les cellules au 

5-FU (Qin et al., 2008; Wu et al., 2012). De manière intéressante, BMI-1 a été identifié comme cible 

directe de miR-15a et miR-15b (Sun et al., 2012; Wu et al., 2016). Or, récemment, l’expression de ces 

micro-ARN a été positivement corrélée à la réponse du CCR à la chimiothérapie à base de 5-FU (Fesler 

et al., 2017; Ji et al., 2018) (Figure 17).  

 
Parallèlement, Sasaki et collaborateurs (2005) ont montré que l’expression de RNF34 est également 

positivement corrélée à la résistance au 5-FU des cellules cancéreuses coliques in vitro et in vivo après 

xénogreffe chez la souris (Sasaki et al., 2005). De plus, la surexpression de RNF34 dans les cellules 

cancéreuses coliques HCT116 diminue l’apoptose intrinsèque induite par le 5-FU et leur sensibilité à la 

drogue (Konishi et al., 2006). En effet, la surexpression de RNF34 augmente l’activité transcriptionnelle 

de NF-кB qui régule positivement l’expression des gènes anti-apoptotiques BCL2 et BCL2L1 codant 

Bcl-xL , et augmente le rapport relatif d’expression des gènes BCL2/BAX et BCL2/BAK1 (Konishi et al., 

2006; Sasaki et al., 2006). L’activation de NF-кB est le mécanisme clé de cette résistance au 5-FU 

puisque l’utilisation d’inhibiteurs de ce facteur de transcription réverse la régulation de BCL2 et BCL2L1 

ainsi que la résistance acquise par les cellules surexprimant RNF34 (Konishi et al., 2006). De manière 

intéressante, en plus d’inhiber l’apoptose intrinsèque, la surexpression de RNF34 protège les cellules 

HCT116 de l’apoptose extrinsèque induite par TNFα et TRAIL (Konishi et al., 2005). Compte tenu de 

l’implication de NF-кB dans l’apoptose extrinsèque induite par le 5-FU (cf. 3.2.2 page 64), une 

surexpression de RNF34 pourrait également inhiber ce processus de mort cellulaire et provoquer une 

résistance (Figure 17). 

  
3.3.3. Régulation du stress oxydant 

La réponse adaptative cellulaire au ROS est un autre mécanisme de résistance au 5-FU. Alors 

que le stress oxydant aigu déclenche l’apoptose, le stress oxydant chronique induit une instabilité 

génomique et est impliqué dans la progression tumorale et la résistance au médicament.  

 



 

83 

In vitro, en réponse au 5-FU, p53 active l’expression de FDXR qui est responsable de la production de 

ROS participant au mécanisme d’apoptose (Hwang et al., 2001) (cf. 3.2.2 page 64). De manière 

intéressante, Ichikawa et collaborateurs (2006) montrent que l’expression du gène FDXR est 

positivement corrélée à la réponse et à la survie des patients avec un CCR de stade IV traité par régime 

5-FU/LV (Ichikawa et al., 2006). De plus, l’expression de FDXR est diminuée chez les patients avec une 

mutation de TP53 (Ichikawa et al., 2006), mutation qui a été préalablement montrée pour être de 

mauvais pronostique (Ahmed et al., 2008; Kandioler et al., 2015) (Figure 17). 

 
In vitro, Yao et collaborateurs (2017) montrent que le niveau de ROS est plus élevé dans les cellules 

cancéreuses coliques SNUC5 résistantes au 5-FU que dans les cellules parentales sensibles (Yao et al., 

2017). L’invalidation de ROMO1 par l’utilisation de siRNA bloque la synthèse de ROS générés par le 

5-FU (Hwang et al., 2007). Les cellules cancéreuses pulmonaires H1299 qui s’adaptent au stress 

oxydatif induit par la transfection stable de ROMO1 surexpriment les enzymes antioxydantes MnSOD 

(Manganese SuperOxide Dismutase), Prx1 (Peroxyrédoxine 1) ainsi que Bcl-2 et deviennent résistantes 

au 5-FU. Récemment, l’expression de ROMO1 a été négativement corrélée à la survie des patients avec 

un CCR traité par chimiothérapie à base de 5-FU (Kim et al., 2017) (Figure 17).  
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Chapitre 4 : La Thymidylate Synthase (TS) 

1. Caractéristiques générales de la TS 

Mise en évidence pour la première fois dans les années 1950 (Friedkin and Roberts, 1956), la 

TS (EC :2.1.1.45) est une enzyme ubiquitaire nucléocytoplasmique et mitochondriale (Samsonoff et al., 

1997) hautement conservée. Elle est retrouvée dans l’ensemble des tissus humains avec des niveaux 

plus abondants dans les testicules, les ovaires, la moelle épinière, la prostate et le côlon (Li et al., 2001).  

 

1.1. Gène ThYMidylate Synthase (TYMS) 

Chez l’Homme, le gène TYMS (ThYMidylate Synthase) est localisé dans la région télomérique 

du chromosome 18 (en position 18p11.32) (Hori et al., 1990) et est constitué de 7 exons et de 6 introns 

(Kaneda et al., 1990) (Figure 19).  

  
La région 5’-UTR du gène TYMS ne contient pas de séquences promotrices eucaryotes consensus tels 

que les boîtes TATA, CAAT ou GC (Kaneda et al., 1990). En revanche, une boîte CACCC de liaison aux 

facteurs de transcription à doigts de zinc de la famille Kruppel tel que Sp1 (Specificity protein 1) 

(localisée dans la région -228 à -221 nucléotides (nt) en amont du codon initiateur ATG) et un motif 

GAGGCGGAG de liaison à Sp1 (localisée dans la région -150 à -142 nt) constituent les principales 

séquences activatrices (Horie and Takeishi, 1997). La boîte CACCC est flanquée par deux séquences 

régulatrices négatives NRS (Negative Regulatory Sequence) (localisées dans les régions -338 à -270 

et -212 à -202 nt) qui présentent le motif consensus TTCCC de liaison à E2F (Horie and Takeishi, 1997). 

D’autres motifs potentiels de liaison aux facteurs de transcription Sp1, E2F, Ets (E26 transformation-

specific) et LSF (Late Simian Virus 40 Factor) ont été identifiés au niveau des régions promotrice et 

intronique du gène TYMS (Dong et al., 2000) (Figure 19).  

 
1.2. Structure 

Dans les années 1990, les structures cristallines de la TS bactérienne et humaine ont été 

résolues et ont permis de mettre en évidence une conformation tridimensionnelle hautement 

conservée entre les différentes espèces (Hardy et al., 1987; Schiffer et al., 1991). Structurellement, la 

TS est composée de sept hélices α et de dix brins β disposés en trois couches ancrées dans un large 

feuillet β. Les feuillets β des monomères s’agencent l’un contre l’autre pour former l’interface 

dimérique (Almog et al., 2001). La TS est caractérisée par un grand domaine (résidus 1Met-Ala98 et 

130Asp-Val313) présentant une structure mixte α/β et constituant le noyau conservé de l’enzyme, et par 

un petit domaine très variable (résidus 99Lys-Gly129) en termes d’extensions et de structures entre les 

différents organismes (Figure 20).  
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Figure 19 : Gène de la Thymidylate Synthase (TS) humaine. Le gène TYMS est constitué de 7 exons (boîtes vertes) et de 6 introns. Sa région 5’-UTR contient 

des séquences de liaison avérées (trait plein) ou potentielles (trait en pointillés) aux facteurs de transcription, Sp1, de la famille Kruppel, E2F, Ets et LSF qui 

peuvent avoir une activité transcriptionnelle positive (boîte CACCC) ou négative (régions NRS 1 et 2). 

A : Adénine ; C : Cytosine ; Ets : E26 transformation-specific ; G : Guanine ; LSF : Late Simian virus 40 Factor ; NRS : Negative Regulatory Sequence ; nt : nucléotide ; Sp1 : 
Specificity protein 1 ; T : Thymine ; TYMS : ThYMidylate Synthase.  
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Figure 20 : Structure de la TS humaine. La TS est un homodimère symétrique dont chaque monomère 

de 36 kDa est constitué de 7 hélices α et 10 feuillets β à l’interface dimérique. La TS possède un grand 

domaine conservé (en rose pâle, résidus 1Met-Ala98 et 130Asp-Val313) contenant la boucle catalytique 

(résidus 181Ala-Leu197), ainsi qu’un petit domaine très variable entre les organismes (en rose vif, résidus 

99Lys-Gly129) contenant la région de liaison au 5,10-MTHF (résidus 107Lys-Ser114). Le site catalytique 

Cys195 est représenté dans sa conformation inactive à l’interface dimérique (en vert) et active liant le 

substrat dUMP dans la cavité catalytique (en marron). Figure de la structure cristallographique de 

l’homodimère de la TS humaine complexée ou non au dUMP adaptée de Pozzi, Ferrari, et al., 2019.  

5,10-MTHF : 5,10-MéthylèneTrétraHydroFolate ; Ala : Alanine ; Cys : Cystéine ; dUMP : désoxyUridine 
MonoPhosphate ; kDa : kiloDalton ; Leu : Leucine ; TS : Thymidylate Synthase. 
  



 

89 

Chez l’Homme, la structure quaternaire de la TS consiste en un homodimère symétrique composé de deux 

sous-unités de 36 kDa qui possèdent chacune un site actif. La TS est une enzyme allostérique qui bascule entre 

les conformations active et inactive par le biais de réarrangements structurels étendus impliquant la boucle 

catalytique située au niveau des résidus 181Ala-Leu (Leucine)197 (Pozzi, Ferrari, et al., 2019) (Figure 20).  

 

1.3. Activité enzymatique 

Les deux sous-unités de la TS présentent des sites de fixation pour le 5,10-MTHF (résidus 

107Lys-Ser114) et des sites de liaison nucléotidiques NBS conservés (Chen et al., 2017). La réaction 

enzymatique de la TS bactérienne (Escherichia coli) suit une cinétique enzymatique bi-bi ordonnée avec, en 

premier lieu, la liaison covalente du dUMP dans le site actif puis celle du 5,10-MTHF (Figure 21). Une 

flexibilité plus importante dans l’ordre de liaison des substrats serait retrouvée chez la TS humaine (Islam 

et al., 2018). Il s’agit d’une activité enzymatique engageant la « moitié du site » car les deux monomères de 

la TS coopèrent négativement entre eux (Dev et al., 1994; Lovelace et al., 2007). En effet, la liaison du dUMP 

et du 5,10-MTHF sur un des sites actifs de l’enzyme TS fongique (Pneumocystis carinii) entrainerait des 

changements de conformation qui diminuent l’affinité du second site actif pour ces mêmes substrats 

(Anderson et al., 1999). Très récemment, sur l’observation initiale de structrures cristallographiques de la 

TS humaine liant simultanément le dUMP dans les deux sites actifs, Bonin et collaborateurs (2019) ont 

montré une coopération positive de liaison du dUMP entre les deux monomères. Ce mécanisme implique 

d’autres étapes du cycle de réaction à l’origine de l’activité « moitié du site » du dimère TS (Bonin et al., 

2019).  

 

1.4. Phylogénie 

La TS représente l’une des enzymes les mieux conservées entre les organismes vivants avec une 

homologie de séquence en acides aminés très élevée entre les homologues procaryotes et eucaryotes. Il 

existe 53% d’homologie entre la TS humaine et celle d’Escherichia coli (Takeishi et al., 1985).  

 
En particulier, un certain nombre d’acides aminés clés sont conservés parmi l’ensemble des espèces 

incluant de nombreux résidus essentiels pour la réaction catalytique. Ainsi, la séquence entre les résidus 

192Leu-His (Histidine)196 et contenant la Cys195, résidu pivot du site catalytique, est conservée dans 

l’ensemble des organismes vivants. Au contraire, une région N-ter (amino-terminale) composée d’une 

vingtaine d’acides aminés supplémentaires est retrouvée dans l’ensemble des organismes vivants hormis 

les bactéries. Cette région hautement désordonnée est impliquée dans la stabilité de l’enzyme (Peña et al., 

2006; Peña et al., 2009) (cf. 2.2.3.2 page 107). 

 
De manière intéressante, chez les protozoaires et les plantes, la protéine TS existe sous la forme d’un 

polypeptide bi-fonctionnel présentant à la fois les activités TS et DHFR au niveau C-ter et N-ter 

respectivement (Ivanetich and Santi, 1990; Lazar et al., 1993). Les organismes eucaryotes du règne animal 

possèdent quant à eux deux gènes TYMS et DHFR indépendants et distincts codant des enzymes agissant 

en parallèle. 
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Figure 21 : Réaction enzymatique de la TS. L’attaque nucléophile du C6 de l’uracile par le groupement 

thiol (SH) de la Cys195 de la TS résulte en la formation d’un intermédiaire énolate activé au niveau du 

C5. L’énolate attaque ensuite l’ion iminium au niveau du groupe méthylène (CH2) du 5-10,MTHF 

engendrant la formation d’un complexe ternaire covalent. Cette étape est suivie par l’abstraction du 

proton en C5 de l’uracile et la β-élimination du THF générant un intermédiaire méthylène exocyclique. 

Finalement, le transfert de l’ion hydrure du THF au niveau du C5 de l’uracile et la β-élimination de 

l’enzyme permet la formation des produits dTMP et DHF. 

5,10-MTHF : 5,10-MéthylèneTrétraHydroFolate ; Cys : Cystéine ; DHF : DiHydroFolate ; dTMP : désoxyThymidine 
MonoPhosphate ; dUMP : désoxyUridine MonoPhosphate ; TS : Thymidylate Synthase. 
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2. Régulation de la TS 

2.1. Régulation physiologique de la TS au cours du cycle cellulaire 

L’expression et l’activité de la TS sont régulées au cours du cycle cellulaire en réponse aux 

besoins cellulaires. Ainsi ces niveaux sont plus importants au cours de la phase S et diminuent en 

phase G2 (Jenh et al., 1985; Nagarajan and Johnson, 1989; Johnson, 1994; Le François et al., 2007). Au 

cours de la phase S, la voie de biosynthèse de novo du dTMP s’assemble, dans le noyau, sous la forme 

d’un complexe multienzymatique associé à la lamine et composé de SHMT1, TS, DHFR ainsi que 

d’autres acteurs de la machinerie de réplication et de réparation de l’ADN tels que PCNA (Proliferating 

Cell Nuclear Antingen) (Anderson et al., 2012). Dans la mitochondrie, la voie de biosynthèse de novo 

du dTMP nécessite la localisation de SHMT2, TS et DHFRL1 (DHFR-Like 1) au niveau de la membrane 

interne et de la matrice mitochondriales (Anderson et al., 2011). 

 
Les résultats démontrant que la TS est une enzyme dépendante de la phase S du cycle cellulaire 

proviennent d’études réalisées sur des cellules synchronisées. Ainsi, dans les fibroblastes murins 3T6 

synchronisés par sélection mitotique, l’ARNm TYMS est augmenté de 5 à 10 fois à mesure que les 

cellules progressent de la phase G1 à la mi-phase S (Nagarajan and Johnson, 1989). Dans ces mêmes 

cellules synchronisées par privation de sérum, l’activité de la TS est augmentée 17 fois après l’addition 

de sérum et l’entrée des cellules en phase S (Navalgund et al., 1980). Dans les fibroblastes TIG-1 

synchronisés par privation de sérum, la réplication de l’ADN commence 12 heures après la stimulation 

par le sérum et atteint son maximum après 24 heures. En parallèle, les niveaux d’ARNm et l’activité de 

la TS sont augmentés jusqu’à environ 14 fois et 10 fois respectivement après 24 heures de stimulation 

(Ayusawa et al., 1986).  

 
Des événements transcriptionnels, post-transcriptionnels et post-traductionnels régulent l’expression, 

l’activité et la localisation subcellulaire de la TS. Ainsi, ces évènements assurent des niveaux suffisants 

de TS nécessaires à la synthèse d’un pool de dTMP et au maintien de l’intégrité de l’ADN par prévention 

de l’incorporation d’uracile en excès durant la réplication (Figure 22). 

 
2.1.1. Régulation transcriptionnelle 

L’expression de la TS est notamment régulée par les facteurs de transcription E2F-1 et LSF ainsi 

que par des protéines régulatrices de la TS (rTS).  

 
Au cours de la transition G1/S, l’inactivation de pRB par hyper-phosphorylation permet le relargage 

d’E2F-1. En retour, E2F-1 est capable d’activer la transcription de la TS et d’autres enzymes impliquées 

dans la synthèse des désoxynucléotides telles que DHFR, TK et RR dans les cellules fibroblastiques 

embryonnaires de rat REF52 (DeGregori et al., 1995; Helin, 1998) (Figure 22).  
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Dans les fibroblastes murins NIH-3T3 synchronisés et restimulés, LSF induit l’expression de la TS en 

phase S en se fixant sur les régions promotrice et intronique du gène TYMS. Le blocage de l’activité 

endogène de LSF par l’utilisation d’un allèle muté dominant négatif de LSF a permis de démontrer 

qu’en absence d’activité de ce facteur de transcription, le niveau basal de TS est insuffisant pour 

permettre une réplication correcte de l’ADN et induit, en conséquence, sa fragmentation (Powell et 

al., 2000) (Figure 22). 

 
Des études sur le gène humain TYMS ont également permis de mettre en évidence des protéines 

régulatrices rTSα (41 kDa), rTSβ (47 kDa) et rTSγ (52 kDa). Celles-ci sont codées par épissage alternatif 

du gène rTS (également nommé ENOSF1 (ENOlase (ENO) SuperFamily member 1) qui chevauche 

l’extrémité 3’-UTR de TYMS. Plusieurs données révèlent une implication directe des produits du gène 

rTS dans l’expression et/ou la fonction de la TS (Figure 22). Il a ainsi été montré qu’au cours des phases 

exponentielles tardives et plateau de la croissance des cellules cancéreuses hépatiques HepG2 et 

coliques H630, les taux de transcrits de TS, et de rTSα et rTSβ diminuent et augmentent respectivement 

en fonction du temps (Dolnick et al., 1997; Chu and Dolnick, 2002). L’ARN anti-sens rTSα, 

essentiellement nucléaire (Faghihi and Wahlestedt, 2006), diminue l’expression de la TS en se fixant et 

en induisant le clivage de l’ARNm TYMS au niveau d’un site d’édition (Dolnick, 1993) (Figure 23). L’ARN 

anti-sens rTSβ, qui présente un exon supplémentaire de 116 nt, n’est quant à lui pas complémentaire 

de l’ARNm TYMS (Dolnick and Black, 1996). In vitro, la protéine nucléocytoplasmique rTSβ catalyse le 

transfert du carbone carboxyle de la Met (Méthionine) à partir du donneur SAM 

(S-Adénosyl-L-Méthionine) sur une molécule accepteur lipophile. Ainsi, Dolnick et collaborateurs 

(2003) suggèrent que rTSβ, produit majeur du gène rTS, diminue le taux de TS par production de 

métabolites méthionine lipophiles diffusibles (Dolnick et al., 2003). Ces métabolites seraient similaires 

à des Acyl Homosérine Lactones (AHL), des molécules largement utilisées par les microorganismes 

pour réguler l’expression génique. Ces AHL diminuent le taux de TS possiblement en affectant sa 

capacité à lier son propre ARNm et à autoréguler sa traduction (Dolnick et al., 2005) (Figure 22). 

Récemment, sur la base de l’homologie de séquence de rTSβ avec les membres du sous-groupe des 

MR (Mandelate Racemase) de la famille ENOSF, Wichelecki et collaborateurs (2014) suggèrent que 

rTSβ serait dépourvue d’activité enzymatique mais serait capable de s’associer physiquement et de 

modifier l’activité de rTSα, TS ou DHFR (Wichelecki et al., 2014). Enfin, l’isoforme rTSγ diffère de rTSβ 

par la présence de 27 acides aminés N-ter additionnels qui contiendraient une séquence d’adressage 

à la mitochondrie MTS (Mitochondrial Targeting Sequence) (Liang et al., 2005). Plus tard, Wichelecki 

et collaborateurs (2014) montrent que cette séquence serait également nécessaire pour conserver la 

stabilité de la protéine et lui conférer une activité catalytique L-fuconate déshydratase. Cette dernière 

intervient dans le métabolisme du L-fucose exprimé à la surface cellulaire (Wichelecki et al., 2014).  
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Figure 22 : Mécanismes de régulation transcriptionnelle, traductionnelle et post-traductionnelle de 

la TS. Le taux d’ARNm TYMS est régulé positivement par les facteurs de transcription E2F-1 et LSF et 

négativement par l’ARN anti-sens rTSα. L'activité auto-régulatrice négative de la TS sur son propre 

ARNm est augmentée par rTSβ et diminuée par liaison de la TS avec son substrat dUMP au cours de la 

phase S. La stabilité, la localisation nucléaire et l’activité de la TS sont régulées par liaison de ses 

substrats et par acétylation, ubiquitination, SUMOylation, Tyr-nitration et phosphorylation par CK2α. 

 3’-UTR : 3’ Untranslated Transcribed Region ; 5,10-MTHF : 5,10-MéthylèneTrétraHydroFolate ; Ac : Acétyle ; 
Arg : Arginine ; ARN : Acide RiboNucléique ; ARNm : ARN messager ; CDK : Cyclin-Dependent Kinase ; CK2α : 
Casein Kinase 2α ; C-ter : Carboxy-terminal ; Cys : Cystéine ; DHFR : DiHydroFolate Réductase ; dUMP : 
désoxyUridine MonoPhosphate ; G1 : Gap 1 phase ; G : N-acétylGlucosamine ; hA : hélice α Amphipathique ; IDR : 
Intrinsically Disordered Region ; LSF : Late Simian virus 40 Factor ; Met : Méthionine ; N : Nitro ; N-ter : 
amino-terminal ; P : Phosphate ; Pro : Proline ; rTS : protéine régulatrice de la TS ; S : SUMO ; SUMO : Small 
Ubiquitin-related MOdifier ; S : Synthesis phase ; SAM : S-Adénosyl-L-Méthionine ; SHMT1 : Sérine 
HydroxyMéthylTransférase 1 ; TS : Thymidylate Synthase ; TYMS : ThYMidylate Synthase ; Tyr : Tyrosine ; Ub : 
Ubiquitine . 
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2.1.2. Régulation traductionnelle 

L’ARNm TYMS a été un des premiers découverts pour être auto-régulé au niveau traductionnel 

(N. Tai et al., 2004). Au cours de la phase G1, il n’y a pas de traduction de la TS. En absence de ses substrats, 

le dUMP et le 5,10-MTHF, la TS peut se lier à deux séquences agissant en cis sur son ARNm afin de 

réprimer sa traduction (Welsh et al., 2000; N. Tai et al., 2004). La première séquence de 30 pb est localisée 

dans la structure tige-boucle du site d’initiation de la traduction (AUG). La seconde séquence de 70 pb 

(nucléotides 480 à 550) est suffisante pour conférer un signal traductionnel indépendant du premier 

élément (Lin et al., 2000). En plus de se lier à son propre ARNm, la TS est également capable de lier et de 

bloquer la traduction des ARNm de MYC (Chu et al., 1995) et TP53 (Chu et al., 1999). L’activité de liaison 

à l’ARN de la TS est respectivement augmentée et diminuée en présence d’agents réducteurs et oxydants 

ce qui suggère que cette activité est régulée par l’ajout réversible d’un groupement sulfhydryle sur au 

moins une des Cys de l’enzyme (Chu et al., 1994). Des études de mutagenèse dirigée ont permis, en effet, 

de mettre en évidence le rôle essentiel de la Cys180 dans la régulation de la traduction de la TS (Lin et al., 

2003). Les auteurs suggèrent que le groupement sulfhydryle pourrait former un adduit direct avec le 

carbone C6 du cycle uracile, que l’occupation du résidu Cys180 pourrait empêcher la liaison de l’ARNm par 

encombrement stérique ou encore que la Cys180 serait essentielle à la mise en conformation 

tridimensionnelle de la TS et à l’accessibilité du domaine de liaison à l’ARNm.  

 
Lors de l’entrée en phase S et après liaison de ses substrats, la TS subit un changement conformationnel 

d’un état inactif (où le résidu catalytique Cys195 est éloigné du dUMP (Phan et al., 2001; Cardinale et al., 

2011)) à un état actif (où le groupement thiol (R-SH) de la Cys195 est dirigé vers le cycle pyrimidine du 

dUMP (Almog et al., 2001)) l’empêchant de se lier à son ARNm (Welsh et al., 2000). Des effecteurs 

allostériques liés au cycle cellulaire et à la synthèse des nucléotides seraient capables de se lier à 

l’interface des deux sous-unités homodimériques de la TS afin de réguler son état d’activation (Chen et 

al., 2017) (Figure 22).  

  
2.1.3. Régulation post-traductionnelle 

2.1.3.1. Localisation subcellulaire 

Des données immunohistologiques révèlent que la TS possède une localisation majoritairement 

nucléocytoplasmique dans la muqueuse et le stroma colorectaux mais également dans les tissus 

cancéreux (Bissoon-Haqqani et al., 2006). La translocation nucléaire de la TS au cours de la phase S 

(Anderson et al., 2012) n’est pas dépendante d’une séquence NLS (Nuclear Localization Signal) mais de 

sa SUMOylation. 

 
2.1.3.2. Conformation tridimensionnelle 

Plusieurs études révèlent que l’induction de l’expression de la TS après liaison de l’enzyme à ses 

substrats ne serait pas seulement due à des changements dans les mécanismes de transcription et de 

traduction mais également à des changements conformationnels de l’enzyme (Kitchens, Forsthoefel, 

Barbour, et al., 1999). En effet, la forme complexée de l’enzyme serait plus stable que la forme libre. Au 



 

95 

cours de la formation du complexe ternaire catalytique et après liaison du 5,10-MTHF, la TS subit un 

changement de conformation dans lequel ses résidus C-ter se referment sur la cavité du site actif 

permettant l’orientation correcte des substrats pour l’amorce de la réaction enzymatique. Cette 

conformation est alors stabilisée par un réseau de liaisons hydrogènes impliquant le résidu Val313 de la 

TS (Perry et al., 1993) et diminue la sensibilité in vitro de la TS aux enzymes protéolytiques (Abdel Mohsen 

et al., 1995). Ces résultats suggèrent que l’augmentation du taux de TS au cours de la phase S pourrait 

être également liée à une diminution de son turnover (Forsthoefel et al., 2004) (Figure 22).  

 
2.1.3.3. Dégradation protéasomale 

La dégradation de la TS est effectuée par le protéasome 26S mais ne nécessiterait pas le signal 

d’ubiquitination. En effet, l’altération génétique de la voie de conjugaison de l’ubiquitine (Forsthoefel et al., 

2004) et la substitution de l’ensemble des résidus Lys de la TS (Peña et al., 2006) n’ont pas d’effet sur sa 

stabilité. De manière similaire à celle de l’ODC (Orinithine DéCarboxylase), elle serait contrôlée par la 

conformation d’une région flexible désordonnée qui régulerait la capacité de l’enzyme à reconnaitre et/ou 

entrer dans la chambre protéasomale. L’équipe de Berger et collaborateurs a défini les 45 premiers acides 

aminés de la région N-ter comme la séquence dégron qui serait le déterminant primaire de la stabilité de 

l’enzyme (Peña et al., 2006; Peña et al., 2009). Celle-ci est constituée de deux sous-domaines : une région 

intrinsèquement désordonnée IDR (Intrinsically Disordered Region) couvrant les résidus 1Met-Pro27 et une 

hélice α Amphipathique (hA) couvrant les résidus 31Leu-Arg42 (Melo et al., 2011). Entre les espèces de 

mammifères, la région IDR est hypervariable contrairement au segment hA qui, lui, est conservé (Peña et al., 

2009). De manière intéressante, la fonction du dégron exige la présence des deux sous-domaines mais pas 

leur juxtaposition (Barbour et al., 2013). La dégradation nécessiterait la présence dans l’IDR d’un groupement 

amino (NH) libre et non modifié sur la Pro2 conservée (Peña et al., 2006) ainsi que la conformation hélicoïdale 

du sous-domaine hA. Il est suggéré que la région hA qui comprend les résidus clés His39 et Arg42 (Melo et al., 

2011) permettrait la reconnaissance d’une ou plusieurs sous-unités du protéasome alors que la région IDR 

présentant le motif Arg11-Arg12 (Melo et al., 2010) permettrait l’entrée dans la chambre protéasomale puis 

la protéolyse. Il existe également une séquence dégron « cryptique » au niveau des résidus 276Phe-Val313 du 

domaine C-ter ; celle-ci serait active uniquement en présence de grandes délétions ou certaines substitutions 

dans la TS. Elle pourrait avoir un rôle dans la régulation de la dégradation de l’enzyme lorsque le dégron N-ter 

est bloqué ou inactivé (Barbour et al., 2013) (Figure 22).  

 
2.1.3.4. Modification Co- et Post-Traductionnelles (MCT et MPT) 

Plusieurs MCT (Modification Co-Traductionnelle) telle que la Nα-acétylation (acétylation de 

l’α-amine en N-ter) et MPT (Modification Post-Traductionnelles) telles que l’ubiquitination, la 

SUMOylation, la phosphorylation, la Tyr-nitration et la Glu-méthylation ont été identifiées sur la TS 

(Figure 23). Ces modifications régulent les interactions, l’activité enzymatique, la stabilité ou encore la 

localisation subcellulaire de la TS. 
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Figure 23 : Modifications co- et post-traductionnelles de la TS. La TS est la cible d’acétylation, d’ubiquitination, de phosphorylation, de Glu-méthylation, de 

Tyr-nitration et de SUMOylation.  

Ac : Acétyle ; CK2α : Casein Kinase 2α ; C-ter : Carboxy-terminal ; Glu : Glutamate ; hA : hélice α Amphipathique ; His : Histidine ; IDR : Intrinsically Disordered Region ; Lys : 
Lysine ; M : Méthyle ; Met : Méthionine ; N : Nitro ; N-ter : amino-terminal ; P : Phosphate ; Pro : Proline ; S : SUMO ; Ser : Sérine ; SUMO-2 : Small Ubiquitin-related 
MOdifier 2 ; TS : Thymidylate Synthase ; Tyr : Tyrosine ; Ub : Ubiquitine. 
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Acétylation de l’α-amine de l’extrémité amino-terminale (Nα-acétylation) 

 La Nα-acétylation est une MCT qui apparait sur plus de 80% des protéines cytosoliques de 

mammifères. Cette modification est catalysée par des NAT (N-α-AcétylTransférases) qui transfèrent le 

groupement acétyl (COCH3) de l’acétyl-CoA (acétyl-Coenzyme A) sur le groupement α-amine N-ter 

(NH2) de la protéine cible. Aucune NDAC (N-ter DeACétylase) n’a été découverte et il est considéré que 

la Nα-acétylation serait une modification irréversible (Ree et al., 2018). Chez les mammifères, la 

Nα-acétylation se réalise lorsque les 25-50 premiers résidus d’acides aminés de la protéine cible sont 

sortis du ribosome. Les résidus Met, Ser, Ala, Gly (Glycine) et Thr sont les acides aminés 

préférentiellement ciblés. Les déterminants de la séquence cible de cette modification ne sont pas 

bien définis mais il semble que le résidu N-ter en position 2 soit important. Ainsi, les résidus Asp ou 

Glu favorisent la Nα-acétylation alors que la Pro, la Lys (Lysine) et l’Arg l’inhibent dans la plupart des 

cas (Polevoda and Sherman, 2003).  

 
Des approches protéomiques par électrophorèse bidimensionnelle montrent que les molécules TS 

instables ont des extrémités N-ter libres non-acétylées alors que les molécules stables présentent une 

Nα-acétylation. Les auteurs suggèrent qu’il est nécessaire que l’extrémité N-ter soit libre pour l’entrée 

de la TS dans la chambre protéasomale. Récemment, Frączyk et collaborateurs (2015) ont localisé par 

nano-chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

NanoLC-MS/MS (Nano-Liquid Chromatography tandem-Mass Spectrometry) la Nα-acétylation sur 

l’initiateur de la traduction Met1 de la TS dans les cellules leucémiques murines L1210 (Frączyk et al., 

2015). La caractérisation de différents mutants a révélé que la Pro2 protège l’extrémité N-ter de la 

Nα-acétylation après le clivage post-traductionnel de Met1. Néanmoins, la présence d’une extrémité 

N-ter libre non-acétylée n’est pas suffisante pour induire la dégradation de l’enzyme suggérant que 

d’autres caractéristiques strucurelles sont nécessaires (Peña et al., 2009) (Figures 22 et 23). 

 
Ubiquitination 

La voie de dégradation des protéines dite « ubiquitine-dépendante » permet le catabolisme 

des protéines ayant subi un marquage spécifique par une petite protéine de 76 acides aminés, l’Ub 

(Ubiquitine). L’ubiquitination est une MPT liant la Gly en position C-ter de l’Ub est généralement au 

groupement ε-amine d’une Lys de la protéine cible liée par une liaison covalente isopeptidique. La 

réaction d’ubiquitination est réversible et nécessite plusieurs étapes impliquant des enzymes E1 

d’activation, des enzymes E2 de conjugaison, des ligases E3 et des DUB (DésUBiquitinases). Il n’existe 

pas de séquence consensus stricte pour l’ubiquitination mais les sites modifiés semblent être localisés 

dans des régions intrinsèquement désordonnées ou non structurées de la protéine cible (Radivojac et 

al., 2010). Les protéines peuvent être mono-, multi- ou poly-ubiquitinylées et la poly-ubiquitination 

constitue un signal classique de dégradation par le protéasome 26S (Ravid and Hochstrasser, 2008).  

 



 

98 

Très récemment, la stratégie d’enrichissement et d’identification des sites ubiquitinylés du protéome 

des cellules HepG2 et Jurkat ont permis d’identifier sur la TS plusieurs sites d’ubiquitination sur les 

Lys77, Lys99, Lys104, Lys107, Lys278, Lys287, Lys292 et Lys308 ainsi qu’un site d’ubiquitination N-ter sur la Pro2 

(Akimov et al., 2018). Le rôle de ces MPT n’a, par ailleurs, pas été étudié. Néanmoins, la dégradation 

protéasomale de la TS ne serait pas induite par le signal d’ubiquitination sur des Lys (Forsthoefel et al., 

2004) (Figures 22 et 23).  

 
SUMOylation 

La SUMOylation est une MPT qui consiste en l’ajout covalent d’une ou plusieurs protéines 

SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) sur la protéine cible au niveau d’un résidu Lys localisé, 

généralement, au niveau d’une séquence consensus de type Ψ-Lys-X-Glu où Ψ est un acide aminé 

hydrophobe. Il y a formation d’une liaison isopeptidique entre la Gly C-ter de SUMO et le groupement 

ε-amine de la Lys cible. Comme l’ubiquitination, la SUMOylation résulte d’une cascade de réactions 

enzymatiques initiées par SUMO-E1 (enzyme E1 d’activation de SUMO) puis relayées par SUMO-E2 et 

SUMO-E3. La déSUMOylation est quant à elle assurée par les SENP (SENtrin specific Proteases). 

 
Woeller et collaborateurs (2007) ont montré que SHMT1 possède une séquence consensus de 

SUMOylation à l’extrémité N-ter et que sa translocation nucléaire au cours de la phase S est 

dépendante de sa SUMOylation et de sa liaison à la petite protéine G Ran-GDP (Ras-related nuclear 

protein-Guanosine DiPhosphate) (Woeller et al., 2007). L’importine 13 a été démontrée pour être 

impliquée dans le transport nucléaire régulé par Ran de la SUMO-E2 Ubc9 (Ubiquitin-conjugating 

enzyme E2I) et probablement d’autres protéines SUMOylées (Mingot et al., 2001). Notamment, PCNA 

est SUMOylée par Ubc9 au cours de la phase S afin de promouvoir la synthèse de l’ADN (Hoege et al., 

2002). In vitro, SHMT1 est SUMOylée en présence de SUMO-1, de l’enzyme SUMO-E1 constituée des 

sous-unités hétérodimériques Aos1 (Activation of smt3p 1) et Uba2 (Ubiquitin activating enzyme 2), 

de Ubc9 et de la SUMO-E3 RanBP2 (Ran-Binding Protein 2) qui est physiologiquement associée au pore 

nucléaire (Woeller et al., 2007). Il s’avère que la TS et la DHFR sont SUMOylées, in vitro, par SUMO-1 

en présence de Aos1/Uba2 et de Ubc9 (Anderson et al., 2007). Une stratégie de cartographie globale 

des sites SUMOylés des protéines endogènes des cellules HeLa menée par Hendriks et collaborateurs 

(2014) a permis d’identifier les résidus Lys287, Lys292 et Lys308 de la TS comme cibles de la SUMOylation 

par SUMO-2 (Hendriks et al., 2014) (Figure 26). Ainsi, la SUMOylation de TS, SHMT1 et DHFR 

permettrait leur translocation nucléaire au cours de la phase S afin de synthétiser efficacement du 

dTMP (Figures 22 et 23). 

 
 
 



 

99 

Phosphorylation 

La phosphorylation est une MPT majoritaire puisqu’elle concernerait 75% des protéines 

humaines (Sharma et al., 2014). Elle consiste en l’ajout covalent du groupement phosphate en 

position γ de l’ATP par formation d’une liaison phosphoester avec le groupement hydroxyle d’un 

acide aminé Ser, Thr ou Tyr de la protéine cible. La phosphorylation d’autres acides aminés tels que 

l’His ou l’Asp, historiquement considérée comme un signal de régulation de la réponse 

chimiotactique procaryote, a également été retrouvée récemment dans des cellules cancéreuses de 

prostate PHEC (Lapek et al., 2015). La phosphorylation est une réaction enzymatique rapide et 

réversible catalysée par des kinases alors que les phosphatases hydrolysent la liaison phosphoester. 

La spécificité de substrat des kinases dépend de séquences peptidiques consensus spécifiques mais 

également de certains résidus voisins de ces séquences (Miller and Turk, 2016). 

 
La phosphorylation de la TS a été initialement observée dans les cellules d’hépatome de rat H35 

(Samsonoff et al., 1997) puis dans des cellules leucémiques murines L1210 (Cieśla et al., 2006). Plus 

tard, l’analyse par NanoLC-MS/MS a permis d’identifier la présence de phosphorylation sur les 

résidus His28, His39, Ser124 et Thr306 chez l’Homme et sur les résidus His33 (His39 chez l’Homme), His135, 

His190, His298, Ser10, Ser16, Ser118 (Ser124), Thr45, Thr300 (Thr306) chez la souris (Frączyk et al., 2015) 

(Figure 23). Contrairement à la O-phopshorylation sur la Ser, la Thr ou la Tyr, la N-phosphorylation 

de l’His est labile en condition acide et peut être transférée sur un acide aminé environnant de 

manière intra- ou intermoléculaire. De plus, le changement de l’état d’ionisation positif vers négatif 

de l’His par la phosphorylation pourrait réguler l’interaction de la TS avec des protéines ou des acides 

nucléiques (Adam and Hunter, 2018). Frączyk et collaborateurs (2015) ont démontré que seule 

l’isoforme phosphorylée de la TS, qui est retrouvée de manière minoritaire (environ 1% des formes 

totales), est capable de lier et d’inhiber la traduction in vitro de son propre ARNm ainsi que d’autres 

ARNm hétérologues (codant la DHFR, la DCD (dCMP Désaminase), la SHMT ou encore la TK). Les 

auteurs suggèrent ainsi que la phosphorylation pourrait augmenter les interactions protéine-ARN 

ou les interactions protéine-protéine entre, par exemple, la TS et le ribosome (Frączyk et al., 2015).  

 
Comme dit précédemment, une seule des deux sous-unités enzymatiques de la TS lie ses substrats, 

or, une seule des deux sous-unités est phosphorylée suggérant un lien entre ces deux évènements 

(Frączyk et al., 2015). In vitro, CK2α catalyse la phosphorylation de la TS humaine sur des résidus Ser, 

notamment la Ser124, entrainant une diminution de son activité catalytique (Fraczyk et al., 2010). 

Cette phosphorylation diminuerait la capacité de l’enzyme à se lier à ses deux ligands, le dUMP et le 

THF, par répulsion électrostatique entre le phosphate du dUMP et celui de la Ser124 (Jarmuła et al., 

2010). La phosphorylation de la Ser124 pourrait ainsi être responsable de l’asymétrie des sous-unités 

de la TS dans leur capacité à lier les substrats (Figure 22). 
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Glutamate-méthylation (Glu-méthylation) 

La Glu-méthylation est une MPT réversible qui consiste au transfert d’un groupement Me à 

partir de la SAM sur un atome O de l’acide aminé Glu cible. Elle est catalysée par des 

méthyltransférases dépendantes de la SAM et des déméthylases. Elle est largement retrouvée chez les 

bactéries. En effet, la Glu-méthylation de protéines transmembranaires senseurs bactériens (appelées 

MCP, Methyl-accepting Chemotaxis Protein) est impliquée dans la régulation du phénomène de 

chimiotaxie. Cette modification est catalysée par la méthyltransférase CheR qui reconnait la séquence 

Ser/Ala-Ser/Ala-X-X-Phe/Gln (Glutamine)-Phe/Gln/X-Ala-Ala de la MCP cible et réversée par la 

méthylestérase CheB (Janardhan et al., 2018). Jusqu’à récemment, la Glu-méthylation eucaryote avait 

été identifiée sur la GAPDH (GlycérAldéhyde-3-Phosphate DésHydrogénase) de cellules HeLa 

humaines et de levure Saccharomyces cerevisiae (Sprung et al., 2008). 

 
L’analyse par NanoLC-MS/MS de la TS endogène de cellules leucémiques murines L1210 a permis 

d’identifier les résidus Glu7, Glu18, Glu24, Glu94, Glu139, Glu280, Glu288 et Glu293 comme cibles de la 

méthylation (Frączyk et al., 2015) (Figure 22). La présence de Glu-méthylation sur des protéines 

eucaryotes pourrait modifier la structure, les interactions et les fonctions de la protéine cible (Sprung 

et al., 2008). De plus, les résidus Glu sont présents dans de nombreux motifs de reconnaissance de 

MPT telles que la SUMOylation ou la phosphorylation, la Glu-méthylation pourrait dont affecter les 

mécanismes de régulation liés à ces deux MPT.  

 
Tyrosine-nitration (Tyr-nitration) 

La Tyr-nitration est une MPT qui correspond à l’ajout covalent d’un groupement nitro (R-NO2
+) 

sur un résidu Tyr de la protéine cible pour former une 3-NT (3-NitroTyrosine). Le groupement nitro 

provient généralement du dioxyde d’azote (NO2), un agent oxydant provenant de la réaction entre 

l’oxyde nitrique (NO, Nitric Oxide) et l’O2 ou de la décomposition du peroxynitrite (ONOO-). Il 

semblerait que les structures secondaires et tertiaires de la protéine cible ainsi que l’accessibilité des 

solvants soient les facteurs les plus importants pour la sélectivité de la Tyr-nitration (Bayden et al., 

2011).  

 
La Tyr-nitration de la TS a été initialement découverte chez Lactobacillus casei en présence de TNM 

(TétraNitroMéthane), elle est responsable de l’inactivation de l’enzyme (Rosson et al., 1980). Plus 

récemment, la Tyr-nitration de la TS a également été retrouvée dans des cellules et tissus animaux 

(Dąbrowska-Maś et al., 2012). La Tyr-nitration in vitro de la TS en présence de peroxynitrite a confirmé 

que cette modification n’affecte pas la liaison de l’enzyme à ses substrats mais diminue son activité 

enzymatique (Dąbrowska-Maś et al., 2012). Notamment, Dąbrowska-Maś et collaborateurs (2012) 

montrent que la diminution de l’activité de la TS humaine provoquée par la Tyr-nitration des résidus 

Tyr33, Tyr135 et Tyr258 est due à un changement de sa conformation induisant une déviation de 

l’alignement de liaison entre le dUMP et le 5,10-MTHF dans le site actif (Dąbrowska-Maś et al., 2012) 

(Figures 22 et 23). 
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2.2. Régulation de la TS dans le CCR et modulation de la réponse au 5-FU 

En 2004, Rahman et collaborateurs démontrent que la TS est un oncogène. En effet, la 

surexpression ectopique de la TS catalytiquement active est suffisante pour transformer les cellules de 

mammifères avec une augmentation de la formation des foyers, de la croissance indépendante de 

l’ancrage et de la formation de tumeurs après xénogreffe chez la souris. Les auteurs suggèrent que le 

phénotype néoplasique observé est dépendant de l’augmentation de la synthèse d’ADN initiée par 

l’activité élevée de la TS (Rahman et al., 2004). Il est également observé une augmentation de 

l’expression et de l’activité de la TS dans les cellules proliférant rapidement par rapport aux cellules 

quiescentes (Derenzini et al., 2002; Le François et al., 2007).  

 
Des études cliniques montrent que les niveaux d’ARNm, de protéines et d’activité catalytique TS sont 

augmentés dans les tissus cancéreux colorectaux par rapport aux tissus sains adjacents (Li et al., 2001; 

Xi et al., 2008; Ishikawa et al., 2008; Kristensen et al., 2010). De plus, l’expression de la TS serait 

associée à la progression tumorale avec un niveau plus élevé dans les tumeurs primaires comparées 

aux tumeurs métastatiques (Aschele et al., 2000; Xi et al., 2008). D’autre part, les niveaux d’ARNm et 

de protéines TS sont négativement associés à la réponse in vitro de cellules cancéreuses coliques au 

5-FU et in vivo du CCR à la chimiothérapie à base de 5-FU/LV (Johnston et al., 1995; Peters et al., 2002; 

W. Wang et al., 2007). Une augmentation de l’expression et/ou de l’activité de la TS peut donc 

participer à la tumorigenèse du CCR mais également à sa résistance à la chimiothérapie. En effet, des 

doses plus élevées de 5-FU seraient nécessaires pour éradiquer les cellules surexprimant la TS, sa cible 

principale (W. Wang et al., 2007) (cf. 2.3.2 page 56).  

 
2.2.1. Régulation génique et polymorphismes 

L’expression de la TS peut être modifiée par des variations génétiques sur le gène TYMS. A ce 

jour, trois polymorphismes importants dans le CCR ont été distingués (Figure 24). 

 
Polymorphisme du nombre variable de répétitions en tandem de 28 paires 

de bases (pb) (rs34743033) 

Au niveau de la région promotrice TSER (TS Enhancer Region) dans la région 5’-UTR, des 

Répétitions « R » variables de 2 à 9 copies d’un tandem hautement polymorphique d’une séquence de 

28 pb (paires de bases) (2R à 9R) ont été décrits (Horie et al., 1995). A l’échelle mondiale, les répétitions 

2R et 3R sont les plus fréquentes (46% de répétitions 2R et 54% de répétitions 3R dans la population 

caucasienne) et et les répétitions 4R et 9R sont presque exclusivement observées dans les populations 

d’origine africaine (Marsh et al., 2000).  

 
In vitro, la répétition 3R engendre une activité transcriptionnelle significativement plus élevée 

comparée à la répétition 2R. En effet, l’activité du gène rapporteur lié au fragment 5’ terminal du gène 

TYMS était 2,6 fois plus élevée en présence de la répétition 3R que de la répétition 2R (Horie et al., 

1995). Kawakami et collaborateurs (2001) ont également montré que la répétition 3R augmente plus 

de trois fois l’efficacité traductionnelle par rapport à la répétition 2R (Kawakami et al., 2001). 
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In vivo, les patients présentant un CCR métastatique avec le variant homozygote 3R/3R ont des 

niveaux transcriptionnels de TYMS significativement plus élevés que les patients avec le variant 

homozygote 2R/2R (Pullarkat et al., 2001). L’influence du nombre de répétitions sur l’expression de 

la TS serait due à la présence d’un élément de réponse consensus E-box à la famille USF (Upstream 

Stimulatory Factor) dans les unités de répétitions contenant une guanine en position 12. Plusieurs 

études révèlent que ce polymorphisme est un biomarqueur prédictif de la réponse à la 

chimiothérapie à base de 5-FU (Pullarkat et al., 2001; Iacopetta et al., 2001) avec un plus fort taux de 

réponse et une survie plus longue pour les patients homozygotes 2R/2R que les patients 

homozygotes 3R/3R (Figures 24 et 25). En revanche, Lecomte et collaborateurs (2004) n’ont trouvé 

aucune corrélation entre ce polymorphisme et la réponse des patients CCR au traitement par 5-FU 

seul ou associé à l’OX ou à l’IRI (Lecomte et al., 2004). 

 
Enfin, en plus de son caractère prédictif de réponse, ce polymorphisme est également associé à la 

toxicité du traitement avec les génotypes 3R/3R. Ces derniers présentent moins de toxicités sévères 

que les autres génotypes possiblement du fait d’un niveau d’expression plus élevé de la TS et d’une 

inhibition moins efficace par le 5-FU (Pullarkat et al., 2001; Lecomte et al., 2004).  

 
Polymorphisme de substitution Guanine en Cytosine (G>C) (rs2853542) 

Au niveau du 12ème nucléotide de la seconde répétition de l’allèle 3R, existe un polymorphisme 

de substitution G>C (correspondant aux allèles 3RG et 3RC respectivement).  

 
In vitro, la séquence 3RG a une efficacité 2 fois supérieure de transcription (Mandola et al., 2003) et 

3,5 fois supérieure de traduction (Kawakami and Watanabe, 2003) que la séquence 3RC. La 

substitution G>C induirait la perte d’un site de fixation pour le facteur de transcription USF-1 et 

abolirait l’effet « enhancer » de l’allèle 3R sur la traduction (Mandola et al., 2003). In vivo, l’allèle 3RG 

est associé à un niveau plus élevé d’expression du gène TYMS par rapport à l’allèle 3RC (Morganti et 

al., 2005) (Figures 24 et 25).  

 
Cette mutation est présente dans 56% des allèles 3R de la population caucasienne (Mandola et al., 

2003) et pourrait expliquer, en partie, les résultats contradictoires observés sur la corrélation entre le 

polymorphisme de répétitions 2R/3R et la réponse tumorale au 5-FU. La distinction des 

polymorphismes 2R/3R et G>C permet de redéfinir la distribution des patients répondeurs ou non au 

5-FU selon le génotype et l’expression prédictive « basse » ou « haute » du gène TYMS. Ainsi, deux 

études rétrospectives ont montré une corrélation significative entre expression prédictive « faible » et 

augmentation de la survie globale des patients avec un CCR traité par 5-FU (Kawakami and Watanabe, 

2003; Marcuello et al., 2004) (Figures 24 et 25).  
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Figure 24 : Polymorphismes du gène ThYMidylate Synthase (TYMS) dans le CCR. L’expression de TYMS 

est augmentée par la présence des SNP 3R et 3RG dans le 5’-UTR du gène qui créent un élément de 

réponse pour le facteur de transcription USF-1. En revanche, elle est diminuée par la présence du SNP 

1494del6pb dans le 3’-UTR qui déstabilise l’ARNm TYMS. 

A : Adénine ; ARNm : Acide RiboNucléique messager ; C : Cytosine ; CCR : Cancer ColoRectal ; del : délétion ; G : 
Guanine ; pb : paire de bases ; R : Répétition ; SNP : Single-Nucleotide Polymorphism ; T : Thymine ; TSER : 
Thymidylate Synthase Enhancer Region ; TYMS : ThYMidylate Synthase ; USF-1 : Upstream Stimulatory Factor 1 ; 
UTR : Untranslated Transcribed Region. 
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Polymorphisme d’insertion-délétion de 6 pb au niveau du nucléotide 1494 

(rs34489327) 

Une insertion-délétion de 6 pb (TTAAAG) au niveau du nucléotide 1494 dans le 3’-UTR affecte 

la stabilité de l’ARNm TYMS.  

 
En effet, la délétion de 6 pb est associée à une diminution de la stabilité du transcrit in vitro (Mandola 

et al., 2004). In vivo, la délétion de 6 pb présente chez 29% des caucasiens (Ulrich et al., 2000) est 

associée à une diminution de l’expression intratumorale de la TS et à une augmentation du taux de 

réponse et de la survie des patients CCR traités au 5-FU (Mandola et al., 2004; Hitre et al., 2005; 

Stoehlmacher et al., 2008) (Figures 24 et 25).  

 
2.2.2. Régulation transcriptionnelle 

Une dérégulation des facteurs de transcription activateurs E2F-1 et LSF ainsi que des rTS 

inhibitrices de la TS peut induire une augmentation de l’expression de la TS et une résistance au 5-FU 

(Figure 25). 

 
In vitro, E2F-1 joue un rôle important dans l’acquisition de la résistance au 5-FU. D’une part, les cellules 

cancéreuses coliques DLD-1 résistantes au 5-FU présentent un niveau de phosphorylation sur pRB et 

une activité transcriptionnelle de E2F-1 plus importants que dans les cellules parentales sensibles ; 

l’utilisation d’oligodésoxynucléotides dirigés contre E2F1 augmente la sensibilité de ces cellules à la 

drogue (Obama et al., 2002). D’autre part, la surexpression de E2F1 dans les cellules de fibrosarcome 

HT-1080 induit une augmentation de l’expression et de l’activité de la TS, et diminue la sensibilité de 

ces cellules au 5-FU (Banerjee et al., 1998). In vivo, les expressions intratumorales des gènes TYMS et 

E2F1 sont étroitement corrélées chez les patients CCR (Banerjee et al., 2000; Kasahara et al., 2000). Le 

niveau de E2F-1 pourrait être prédictif du niveau de TS et de la réponse au 5-FU dans le CCR. En effet, 

il a été montré récemment par immunohistochimie une corrélation négative entre niveaux de E2F-1 

et de TS, et survie des patients avec un CCR traité par chimiothérapie à base de 5-FU (survie à 3 ans de 

100% pour les patients E2F-1-/TS- et de 69% pour les patients E2F-1+/TS+) (Sulzyc-Bielicka et al., 2016).  

 
In vitro, dans les cellules humaines de carcinome hépatocellulaire, la surexpression de AEG-1 

(Astrocyte Elevated Gene-1) (Yoo et al., 2009) ou de GRP78 (Glucose-Regulated Protein 78 kDa) (Gu et 

al., 2015) augmente l’expression de la TS par le biais de LSF et induit la résistance de ces cellules au 

5-FU. Au contraire, l’inhibition de LSF diminue le niveau de TS et resensibilise ces cellules à la drogue 

(Yoo et al., 2009; Gu et al., 2015). L’implication de LSF dans la réponse du CCR au 5-FU n’a pas été 

étudiée in vivo.  
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Figure 25 : Résistance au 5-FU induite par la régulation de la TS. La résistance au 5-FU peut avoir pour 

origine une surexpression de la TS. Celle-ci peut être due à une amplification génique, la présence des 

SNP 3R et 3RG sur le gène TYMS, l’augmentation de sa transcription via les facteurs de transcription 

E2F-1 et LSF, la diminution de l’activité autorégulatrice négative de la TS sur son propre ARNm après 

liaison du FdUMP. Elle peut également avoir pour origine la surexpression de rTSβ nucléaire ainsi que 

la phosphorylation de la TS sur les résidus Ser10 et Ser16. 

5-FU : 5-FluoroUracile ; ARNm : Acide RiboNucléique messager ; Cys : Cystéine ; FdUMP : FluorodésoxyUridine 
MonoPhosphate ; G : Guanine ; LSF : Late Simian virus 40 Factor ; P : Phosphate ; R : Répétition ; rTS : protéine 
régulatrice de la TS ; Ser : Sérine ; SNP : Single-Nucleotide Polymorphism ; TS : Thymidylate Synthase ; TYMS : 
ThYMidylate Synthase. 
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De manière intéressante, rTSβ est plus exprimée dans les cellules cancéreuses que dans les cellules 

normales in vitro et in vivo (Kuo et al., 2008). Dolnick et Black (1996) ont montré que les cellules 

cancéreuses coliques H630 résistantes au 5-FU (H630-1) présentent un niveau plus élevé de protéines 

rTSβ que les cellules parentales sensibles H630. Dans ces cellules résistantes, la surexpression rTSβ 

serait liée à une amplification génique associée à un mécanisme de régulation transcriptionnel ou 

post-transcriptionnel (Dolnick and Black, 1996). En particulier, il a été montré que la Ser121 de rTSβ est 

plus phosphorylée dans les cellules sensibles H630 que résistantes H630-1 mais l’effet biologique de 

cette MPT n’a, par la suite, pas été investigué (Dolnick et al., 2005). La surexpression de rTSβ serait un 

mécanisme de résistance adaptatif à la cytotoxicité du 5-FU (Dolnick and Black, 1996) qui ne ferait pas 

intervenir la défluorination du 5-FU (Wichelecki et al., 2014). Des études cliniques ont démontré une 

corrélation négative entre expression de rTSβ et taux de survie à 5 ans de patients présentant un 

cancer du sein (environ 58% et 64,5% respectivement pour les patients rTSβ+ et rTSβ-) ou un CCR (35% 

et 70% respectivement pour les patients rTSβ+ et rTSβ-) traités par chimiothérapie à base de 5-FU (Kuo 

et al., 2008; Lin and Chow, 2010). De plus, dans le cancer du sein, la localisation nucléaire de rTSβ est 

également associée à un mauvais pronostic avec une diminution du taux de survie à 5 ans (environ 

42% contre 65,5% pour les patients présentant une localisation cytoplasmique de rTSβ). Une 

augmentation de la taille de la tumeur (54% de taille T3 ou plus contre 27%), de l’envahissement des 

ganglions lymphatiques (86% contre 60%) et de la récidive tumorale (34% contre 15%) (Kuo et al., 

2008) est en effet observée chez ces patients. 

 
Plusieurs études révèlent que le 5-FU est lui-même capable d’induire l’expression de TYMS et que la 

sensibilité à la drogue varie en fonction du degré de cette induction. In vitro, le 5-FU induit une 

augmentation du taux d’ARNm TYMS (d’un facteur 30 après 12 heures de traitement) dans les cellules 

cancéreuses coliques COLO201 et HCC-48 (Nishiyama et al., 1999). Ligabue et collaborateurs (2012) 

suggèrent ainsi un lien direct entre induction de la TS et perturbation du cycle cellulaire. En effet, dans 

les cellules cancéreuses ovariennes 2008, la transcription de TYMS augmente en réponse au 5-FU après 

arrêt des cellules en phase S, phase durant laquelle l’ARNm TYMS est synthétisé (Ligabue et al., 2012). 

In vivo, Tanaka-Nozakie et collaborateurs (2003) révèlent que le traitement de CCR avec le 5-FU 

augmente le taux intra-tumoral de transcrits TYMS dans 47,5% des cas jusqu’à un facteur 2,4. De plus, 

l’efficacité du traitement est augmentée chez les patients présentant une absence ou une faible 

induction des ARNm TYMS. Aussi, la survie des patients est augmentée chez les patients ne présentant 

pas cette induction (Tanaka-Nozaki et al., 2003).  

 
2.2.3. Régulation post-traductionnelle 

2.2.3.1. Localisation subcellulaire 

Physiologiquement au cours de la phase S du cycle cellulaire, la TS est transloquée au noyau 

dans un complexe multimérique notamment composé de DHFR et SHMT1 afin de participer à la 

biosynthèse de novo du dTMP (cf. 2.3.1 page 56). 
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In vitro, l’effet du FdUMP sur la localisation subcellulaire de la TS a été initialement étudié par 

autoradiographie dans les cellules d’hépatome de rat H35 sensibles et résistantes au FUdR après 

traitement avec le [6-3H]FUdR radiomarqué (Samsonoff et al., 1997). Le complexe 

TS/5,10-MTHF/FdUMP est alors localisé majoritairement dans le noyau des cellules sensibles et dans 

le cytoplasme des cellules résistantes qui surexpriment la TS. Des résultats contradictoires ont été 

reportés par fractionnement cellulaire sur des cellules HeLa-55 qui surexpriment de manière endogène 

l’enzyme. Après traitement au FUdR, la forme libre de la TS est observée au niveau 

nucléo-cytoplasmique et la forme complexée au FdUMP au niveau cytoplasmique uniquement 

(Bissoon-Haqqani et al., 2006). Les hypothèses suggérées par les auteurs sont que les protéines TS 

nucléaires et cytoplasmiques n’ont pas les mêmes conformations et capacités à lier le FdUMP, que le 

FdUMP ne peut pas entrer dans le noyau, ou encore que le complexe ternaire TS/5,10-MTHF/FdUMP 

cytoplasmique ne peut pas être transloqué au niveau nucléaire. Récemment, l’idée que le FdUMP 

séquestre la TS dans le cytoplasme a été renforcée par les travaux de Antosiewicz et collaborateurs 

(2017) montrant, par immunocytochimie, une diminution de la localisation nucléaire de la TS et de son 

complexe avec la DHFR après traitement des cellules cancéreuses coliques HCT116 au 5-FU 

(Antosiewicz et al., 2017). 

 
2.2.3.2. Conformation tridimensionnelle et dégradation protéasomale 

Après liaison à ses substrats, la TS change de conformation tridimensionnelle et serait ainsi 

moins sensible à la dégradation (Figure 23). 

 
In vitro, en présence d’inhibiteurs de la TS, la stabilité de l’enzyme est également augmentée d’environ 

2-4 fois. Ainsi, la demi-vie de la TS passe d’environ 7 heures à 25 heures après traitement de cellules 

cancéreuses coliques HCT15 avec le FUdR (Kitchens, Forsthoefel, Rafique, et al., 1999).  

 
2.2.3.3. MPT de la TS et sensibilité au 5-FU 

La TS est la cible de plusieurs MPT dont la phosphorylation et la Glu-méthylation (Figure 22). 

Néanmoins, les effets biologiques de ces modifications ne sont quasiment pas connus.  

 
Frączyk et collaborateurs (2015) démontrent que la TS est phosphorylée dans les cellules leucémiques 

murines L1210 sensibles et résistantes au FUdR. En revanche, la phosphorylation des résidus Ser10 et 

Ser16 et la méthylation de la Glu94 sont uniquement retrouvées dans les cellules résistantes (Frączyk et 

al., 2015). De manière intéressante, la phosphorylation de la TS affecte sa sensibilité à l’inactivation 

par le FdUMP (Cieśla et al., 2006; Ludwiczak et al., 2016). Ainsi la phosphorylation de certains résidus, 

dont la Ser10 et Ser16, pourrait augmenter la résistance des cellules au 5-FU en empêchant l’inactivation 

de la TS par le FdUMP (Figures 22 et 23). L’utilisation récente d’inhibiteurs de CK2, la kinase 

responsable de la phosphorylation inhibitrice de la Ser124 de la TS, a augmenté l’efficacité du 5-FU dans 

les cellules leucémiques CCRF-CEM (Wińska et al., 2018). 
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2.2.4. O-N-AcétylGlucosaminylation (O-GlcNAcylation) de la TS 

Les équipes de Sprung (2005) puis de Hahne (2013) ont mis en évidence une autre MPT, la 

O-GlcNAcylation (O-N-AcétylGlucosaminylation), sur la TS de cellules de drosophile S2 et humaine 

HEK293 grâce à la stratégie TAS (TAgging-via-Substrate) (Sprung et al., 2005; Hahne et al., 2013). 

Celle-ci utilise la chimie-click couplée à l’analyse par spectrométrie de masse LC-MS/MS. Néanmoins, 

les sites modifiés ainsi que les rôles de cette MPT sur les propriétés de l’enzyme et leurs impacts sur la 

voie du 5-FU n’ont, depuis, pas été élucidés.  
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Chapitre 5 : La O-N-AcétylGlucosaminylation 

(O-GlcNAcylation)  

1. Généralités sur la glycosylation des protéines 
La glycosylation correspond à la liaison enzymatique de monosaccharides, assemblés en 

glycanes, à des protéines, des glucides, des lipides ou tout autre type de molécule. Elle représente 

l’une des MPT les plus abondantes puisque près de 1 à 2% du génome humain codent 236 GT 

(GlycosylTransférases) différentes dans la base de données CAZy (Carbohydrate-Active enZymes) et 

plus de 80% des protéines humaines sont glycosylées. Cette modification peut affecter le repliement, 

la stabilité, la localisation subcellulaire, l’interaction avec ses partenaires et l’activité biologique d’une  

glycoprotéine. 

 
Les glycosylations majeures des protéines sont classées selon l’atome qui lie le glycane à l’aglycone : 

N (azote) du groupement amide (R-CONH2) de l’Asn (Asparagine) pour la N-glycosylation et O 

(oxygène) du groupement hydroxyle (OH) des acides aminés Ser ou Thr pour la O-glycosylation. Les 

glycoprotéines complexes liées à la membrane plasmique et sécrétées présentent des N-glycanes avec 

un résidu β-GlcNAc (β-N-Acétyl-D-Glucosamine) lié à l’Asn sous formes oligomannosidiques, 

complexes ou hybrides. Les O-glycanes sont liés par l’α-GalNAc (α-N-AcétylGalactosamine) aux acides 

aminés Ser ou Thr et présentent diverses structures centrales et extensions. Les structures terminales 

des O-glycanes et des N-glycanes sont souvent sialylées et fucosylées et peuvent générer les antigènes 

Lewis. La β-O-GlcNAc unique (O-GlcNAcylation) se trouve sur de nombreuses protéines cytosoliques, 

nucléaires et mitochondriales (Figure 26).  

 

2. Historique et caractéristiques générales de la O-GlcNAcylation 

2.1. Découverte 

La modification des protéines par O-GlcNAcylation a été mise en évidence de manière fortuite 

pour la première fois dans les années 1980 par Toress et Hart (Torres and Hart, 1984). En effet, le 

marquage radioactif par le [3H]-Gal (Galactose) des résidus GlcNAc terminaux des protéines à la surface 

des lymphocytes murins a révélé que certaines protéines intracellulaires possédaient un unique résidu 

GlcNAc.  

 
Cette découverte a alors remis en question le dogme selon lequel la glycosylation est une modification 

complexe stable uniquement retrouvée sur des protéines membranaires ou de la voie de sécrétion. 

Depuis ces premiers travaux, plus de 4 000 protéines ont été identifiées comme étant O-GlcNAcylées. 
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Figure 26 : Types de glycosylation classiques retrouvées sur les protéines de mammifères.  Cette 

figure illustre les structures communes de glycoprotéines liées en N et en O ainsi que les structures 

des antigènes Lewis terminaux. Les glycosyltransférases clés responsables de l’addition des glycanes 

spécifiques sont indiquées. Figure adaptée de Very et al., 2017.  

α2FucT : α1,2-FucosylTransférase ; α3FucT : α1,3-FucosylTransférase ; α4FucT : α1,4-FucosylTransférase ; 

β3GalT : β1,3-GalactosylTransférase ; β3Gnt : β1,3-N-acétylGlucosaminylTransférase ; β4GalT : 

β1,4-GalactosylTransférase ; Asn : Asparagine ; C1GalT-1 : Core 1 β1,3-GalactosylTransférase 1 ; C2GnT : Core 2 

β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase ; C3GnT : Core 3 β1,3-N-acétylGlucosaminylTransférase ; C4GnT : Core 4 

N-acétylGlucosaminylTransférase ; GnT-5 : β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase 5 ; O-GlcNAc : 

β-O-N-Acétyl-D-Glucosamine ; OGT : O-GlcNAc Transférase ; poly-LacNAc : poly-N-AcétylLactosamine ; 

ppGalNAcT : polypeptide N-AcétylGalactosaminylTransférase ; R : Radical ; RE : Réticulum Endoplasmique ; s : 

sialyl ; Ser : Sérine ; ST3GalT : α 2,3-SialylTransférase ; ST6GalNAcT-1 : α-GalNAc α2,6-SialylTransférase 1 ; 

ST6GalT-1 : β-galactoside α2,6-SialylTransférase 1 ; T : Thomsen-Friedenreich ; Thr : Thréonine ; Tn : 

Thomsen-nouvelle. 
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2.2. Caractéristiques générales 

2.2.1. O-GlcNAcylation : O-glycosylation intracellulaire, simple et 

dynamique  

La O-GlcNAcylation est une MPT qui consiste en l’addition d’un unique monosaccharide GlcNAc 

sur le groupement hydroxyle des acides aminés Ser et Thr des protéines par l’intermédiaire d’une 

liaison covalente β-O-glycosidique. Ce résidu GlcNAc ne subit ni épimérisation ni substitution par 

d’autres sucres.  

 
Comme la phosphorylation, la O-GlcNAcylation est une modification dynamique et réversible. Des 

expériences de « pulse-chase » sur K8 (Kératine 8) et K18 puis l’α-cristalline ont révélé que la demi-vie 

de la O-GlcNAcylation est inférieure à celle des protéines qui la portent (Chou et al., 1992; Roquemore 

et al., 1996). Ces résultats suggèrent alors qu’une protéine peut être O-GlcNAcylée et dé-O-GlcNAcylée 

plusieurs fois au cours de sa vie. De cette manière, et au même titre que la phosphorylation, la 

O-GlcNAcylation pourrait réguler de façon transitoire des processus biologiques en réponse à un 

stimulus externe. 

 
La O-GlcNAcylation est majoritairement retrouvée dans le cytoplasme et le noyau des cellules, et plus 

particulièrement au niveau du pore nucléaire (Holt and Hart, 1986; Holt, Snow, et al., 1987; Hanover 

et al., 1987). La O-GlcNAcylation a également été identifiée sur des protéines mitochondriales de la 

chaine respiratoire, à savoir COX-1 (Cyclo-OXygénase 1) et NDUFA9 (NAD Dehydrogenase Ubiquinone 

Fe-S protein 1 Alpha subcomplex subunit 9) (Holt and Hart, 1986; Holt, Haltiwanger, et al., 1987; Hu et 

al., 2009). 

 
2.2.2. Site consensus de O-GlcNAcylation 

La O-GlcNAcylation ne possède pas de séquence peptidique consensus stricte. Cependant, 

certaines exigences seraient nécessaires à la spécificité de liaison du substrat à l’enzyme de transfert 

du résidu GlcNAc, l’OGT (O-GlcNAc Transférase). La cristallographie de l’OGT humaine a mis en 

évidence que cette GT préfère cibler les séquences riches en acides aminés hydroxylés (Ser et/ou Thr) 

et avec une conformation tridimensionnelle non structurée attribuée aux acides aminés Pro 

(notamment localisée en position -2 et -3), β-branchés incluant la Val (en position -1) ou encore la 

présence d’une Ala (en position +2) (Lazarus et al., 2011). Ainsi, les sites O-GlcNAcylés cartographiés à 

ce jour sont majoritairement localisés dans des régions de type Pro/Val-Pro/Val-Val-gSer/Thr-Ser/Thr 

(plus de 50% des sites) (Wang, Udeshi, Slawson, et al., 2010) ou encore Pro-X-gThr-X-Ala et Pro-Val-gS 

(Alfaro et al., 2012) où g est le site O-GlcNAcylé.  
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2.2.3. Phylogénie 

La O-GlcNAcylation est une modification quasi-universelle puisqu’elle est retrouvée chez les 

mammifères (souris (Torres and Hart, 1984), lapin (Oryctolagus cuniculus) (Haltiwanger et al., 1990), 

rat (Haltiwanger et al., 1992) et Homme (Holt, Haltiwanger, et al., 1987)), les amphibiens (xénope, 

Xenopus laevis) (Slawson et al., 2002), les insectes (drosophile) (Kelly and Hart, 1989), les invertébrés 

(Caenorhabditis elegans) (Hanover et al., 2005) et les végétaux (Arabidopsis thaliana) (Swain et al., 

2001). Elle est également retrouvée chez certains parasites (Plasmodium falciparum) (Dieckmann-

Schuppert et al., 1993), champignons (Aspergillus niger) (Woosley et al., 2006), bactéries (Listeria 

monocytogenes) (Schirm et al., 2004) et virus (Cytomégalovirus) (Greis et al., 1994).  

 
La O-GlcNAcylation n’a pas été identifiée chez la levure. En revanche, la O-mannosylation 

nucléocytoplasmique et mitochondriale a récemment été mise en évidence dans cet organisme 

(Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe) (Halim et al., 2015). Cette MPT est localisée 

sur des Ser et Thr à des sites proches de ceux de la phosphorylation et de la O-GlcNAcylation retrouvés 

sur les protéines orthologues d’eucaryotes supérieurs. Les auteurs suggèrent alors que la 

O-mannosylation serait l’équivalent de la O-GlcNAcylation chez la levure. La conservation 

phylogénique de la O-GlcNAcylation dans l’ensemble de ces organismes témoigne que cette 

modification est apparue très tôt au cours de l’évolution et a un rôle majeur dans les mécanismes 

biologiques fondamentaux.  

 
2.2.4. MPT ubiquitaire et essentielle 

La O-GlcNAcylation est une modification ubiquitaire. Néanmoins, elle est retrouvée en 

proportion variable selon les tissus avec la plus forte concentration en protéines O-GlcNAcylées dans 

le cerveau, un organe gluco-dépendant (Gao et al., 2001; Okuyama and Marshall, 2003).  

 
Il s’agit également d’une modification essentielle au développement embryonnaire des mammifères. 

En effet, le « KO » (Knock-Out) de la GT OGT entraîne la mort des CSE (Cellules Souches Embryonnaires) 

et des embryons murins (Shafi et al., 2000). De même, le KO inductible de l’OGT provoque la mort de 

l’embryon murin 4 à 5 jours après son implantation (O’Donnell et al., 2004). Il a également été reporté 

que le KO du gène MGEA5 (MeninGioma Expressed Antigen 5) codant sa GH (Glycoside Hydrolase), 

l’OGA (O-GlcNAcAse), provoque un retard de développement embryonnaire et la mort néonatale chez 

la souris (Yang et al., 2012). En revanche, les KO de l’OGT et de MGEA5 ne sont pas létaux chez 

Caenorhabditis elegans mais entrainent des défauts dans la formation de la larve dauer et le stockage 

des carbohydrates et des lipides (Hanover et al., 2005; Forsythe et al., 2006; Lee et al., 2010).  
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2.2.5. O-GlcNAcylation extracellulaire 

Une O-GlcNAcylation extracellulaire a été mise en évidence chez la drosophile (Sakaidani et al., 

2011) puis chez les mammifères (Homme, souris, sanglier Sus scrofa) (Shaheen et al., 2013; Nagnan-Le 

Meillour et al., 2014; Sawaguchi et al., 2017). Néanmoins, cette glycosylation n’est pas réalisée par 

l’enzyme responsable de la O-GlcNAcylation intracellulaire, l’OGT, mais par l’EOGT (EGF-domain specific 

OGT). Le gène EOGT a été conservé au cours de l’évolution et est localisé sur le chromosome 3 (en 

position 3p14.1). L’EOGT humaine présente 19,6% d’homologie avec la β-1,2-xylosyltransférase de la 

famille GT61 d’Arabidopsis thaliana. Ainsi, dans la lumière du RE, l’EOGT glycosyle les protéines 

membranaires et sécrétées contenant un domaine « EGF-like ». Chez les mammifères, l’EOGT utiliserait 

l’UDP-GlcNAc transporté du cytoplasme dans le RE (Réticulum Endoplasmique) potentiellement par 

SLC35B4 (Maszczak-Seneczko et al., 2011). La O-GlcNAcylation extracellulaire est impliquée dans divers 

processus biologiques tels que l’embryogenèse (Sakaidani et al., 2011), l’angiogenèse (Sawaguchi et al., 

2017) ou encore l’olfaction (Nagnan-Le Meillour et al., 2014). 

 

3. Les enzymes de la O-GlcNAcylation 

A la différence de la phosphorylation, la O-GlcNAcylation est régulée par un unique couple 

d’enzymes antagonistes : l’OGT qui transfert le résidu GlcNAc sur la protéine cible et l’OGA qui 

l’hydrolyse.  

 

3.1. OGT 

L’OGT (EC. 2.4.1.255) a été mise en évidence pour la première fois en 1990 par Haltiwanger 

dans des extraits cytosoliques de réticulocytes de lapin (Haltiwanger et al., 1990) puis caractérisée à 

partir d’extraits de foie de rat (Haltiwanger et al., 1992). Il s’agit d’une enzyme hautement conservée 

(67,8% d’identité de séquence entre l’OGT humaine et celle de Caenorhabditis elegans) 

nucléocytoplasmique et mitochondriale (Okuyama and Marshall, 2003; Hanover et al., 2003). Elle est 

ubiquitaire mais présente des niveaux d’expression plus élevés dans le cerveau, le cœur, le pancréas, 

les muscles squelettiques et le placenta (Lubas et al., 1997; Okuyama and Marshall, 2003).  

 
3.1.1. Séquence du gène OGT 

Chez les mammifères, l’OGT est codée par un seul gène localisé sur le chromosome X et à 

proximité du centromère (en position Xq13.1). Ce gène est composé de 23 exons et 21 introns (Shafi 

et al., 2000) (Figure 27). En revanche, l’OGT est codée par deux gènes (OGTA et OGTB) chez le 

poisson-zèbre (Danio rerio) après duplication génique (Webster et al., 2009).  

 
La région 5’-UTR du gène OGT contient notamment une boîte TATA (TATAAC localisée en -13 à -18 nt 

en amont de l’ATG) dans la région promotrice proximale. La région de -66 à +233 nt est définie comme 

la région promotrice principale. Les éléments promoteurs proximaux et distaux présentent plusieurs 
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motifs potentiels de liaison aux facteurs de transcription E2F (Muthusamy et al., 2015). Enfin, la région 

promotrice contient également un motif de liaison conservé au facteur de transcription TEAD 

(Transcriptional EnhAncer Domain) (Peng et al., 2017). 

 
Trois isoformes de l’OGT sont générées par épissage alternatif : l’isoforme ncOGT 

nucléocytoplasmique, plus communément appelée OGT, de 116 kDa, mOGT mitochondriale de 103 

kDa et sOGT (short OGT) courte nucléocytoplasmique de 75 kDa à partir des 23 exons, des exons 5-23 

et des exons 10-23 respectivement (Figure 27).  

 
3.1.2.  Structure protéique de l’OGT 

L’OGT est une GT membre de la famille GT41 dans la base de CAZy. Elle est composée de deux 

domaines fonctionnels distincts : un domaine d’interaction protéine-protéine N-ter et un domaine 

catalytique C-ter reliés par une région intermédiaire de liaison flexible dit « linker » (Kreppel et al., 

1997; Lubas et al., 1997). Les différentes isoformes de l’OGT possèdent un domaine C-ter identique 

mais diffèrent dans le domaine N-ter (Figure 27). Ce domaine leur confère alors une localisation 

subcellulaire et une activité différentes.  

 
Le domaine N-ter de l’OGT est caractérisé par la présence de plusieurs motifs dégénérés de répétition 

de 34 acides aminés appelés tétratricopeptides (TPR, TetratricoPeptide Repeat) (D’Andrea and Regan, 

2003). L’analyse cristallographique de l’OGT humaine a révélé que chaque motif TPR se replie en une 

paire d’hélices α antiparallèles formant une structure de super-hélice allongée (Jínek et al., 2004). Les 

motifs TPR interviennent, d’une part, dans la régulation des interactions protéine-protéine, de la 

fixation et de la sélectivité des substrats et, d’autre part, dans la multimérisation des isoformes de 

l’OGT (Kreppel and Hart, 1999; Clarke et al., 2008). Récemment, plusieurs résidus Asn (Asn322, Asn325, 

Asn356, Asn386, Asn390, Asn420, Asn424 et Asn454) conservés au niveau des 9-14ème motifs TPR ont été 

identifiés comme essentiels à l’interaction protéine-protéine. Ils ancrent la protéine cible de l’OGT 

dans la lumière du TPR par l’intermédiaire de liaisons hydrogènes avec leur chaine latérale (Rafie et 

al., 2017; Levine et al., 2018; Joiner et al., 2019). L’état de multimérisation affecterait l’affinité de 

liaison de l’OGT pour l’UDP-GlcNAc et son activité enzymatique (Kreppel and Hart, 1999). Ce domaine 

N-ter régulerait l’accessibilité du site actif de l’OGT en pivotant autour de la région « linker ». En effet, 

la liaison des 10ème et 11ème motifs TPR avec le site actif favorise une conformation fermée de l’OGT. La 

liaison du substrat aux motifs TPR entraine l’ouverture de cette conformation avec un mouvement 

charnière des domaines N- et C-ter autour des 12ème et 13ème motifs TPR et l’accessibilité du substrat 

au site actif (Lazarus et al., 2011).  
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Figure 27 : Gène, structure et isoformes de la O-N-acétylGlucosamineTransférase (OGT) humaine. A. 

Le gène OGT est localisé sur le chromosome X en position q13.1. Schéma issu de GeneCards 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=OGT&keywords=ogt). B. L’OGT est constituée 

d’un domaine TPR C-terminal d’interaction protéine-protéine et de 2 domaines N-terminaux 

catalytiques séparés par un domaine Int-D. Figure tirée de Janetzko and Walker, 2014. C. L’OGT 

possède 3 isoformes : la ncOGT, la mOGT et la sOGT.  

C-terminal : Carboxy-terminal ; CD : Catalytic Domain ; Chr : Chromosome ; kDa : kiloDalton ; mOGT : 

mitochondrial OGT ; MTS : Mitochondrial Targeting Sequence ; N-terminal : amino-terminal ; ncOGT : 

nucleocytoplasmic OGT ; NLS : Nuclear Localization Signal ; OGT : β-O-N-acétylGlucosaminTransférase ; PPO : 
PhosphatidylinositolPhosphate-binding domain activity of OGT ; sOGT : short OGT ; TPR : TetratricoPeptide 
Repeat. 

  

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=OGT&keywords=ogt
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La ncOGT, la mOGT et la sOGT possèdent un nombre différent de répétitions avec respectivement 

13,5, 9,5 et 3,5 motifs TPR. Cette hétérogénéité est responsable de la spécificité de substrats des 

différentes isoformes. La ncOGT présente la séquence NLS 451Asp-Phe-Pro453 dans son 14ème motif 

TPR. Grâce à cette séquence, la ncOGT interagit avec l’importine α5, une protéine adaptatrice qui se 

lie au pore nucléaire et permet l’import nucléaire de ses substrats (Seo et al., 2016). Comme la 

ncOGT, la sOGT est également nucléocytoplasmique mais les déterminants de la localisation 

nucléaire ne sont actuellement pas connus. La mOGT possède, quant à elle, une séquence 

d’adressage à la mitochondrie MTS de 20 acides aminés en amont des motifs TPR. Cette séquence 

lui permet d’être localisée au niveau de la membrane interne mitochondriale  (Love et al., 2003) et 

de glycosyler des protéines de la chaine respiratoire (Holt and Hart, 1986; Holt, Haltiwanger, et al., 

1987; Hu et al., 2009) à partir de l’UDP-GlcNAc importé notamment par le transporteur SLC25A33 

(Banerjee et al., 2015). Une étude récente a par ailleurs montré que la mOGT n’est exprimée que 

chez certains primates et, qu’en son absence, la ncOGT est nécessaire et suffisante pour 

O-GlcNAcyler des protéines mitochondriales (Trapannone et al., 2016) (Figure 27). 

 
Le domaine C-ter de l’OGT porte l’activité GT de l’enzyme (Kreppel et al., 1997; Lubas and Hanover, 

2000). Il présente une conformation GT-B qui consiste en deux domaines Rossmann (avec une 

topologie feuillet β/hélice α/feuillet β) : les domaines catalytiques I et II (CDI et CDII, Catalytic 

Domain I et II), séparés par un Inter-Domaine (Int-D) flexible dont la fonction n’est pas encore 

connue. La présence de nombreux acides aminés basiques en surface du domaine Int-D suggère son 

implication dans l’interaction avec les membranes ou les acides nucléiques (Roos and Hanover, 2000; 

Lazarus et al., 2011). Le CDI porte l’activité catalytique à proprement parlé alors que le CDII possède 

une activité de type lectinique liant l’UDP-GlcNAc (Wrabl and Grishin, 2001). Le domaine C-ter de la 

ncOGT contient également un sous-domaine de liaison au PIP3, PPO (PIP-binding domain activity of 

OGT), entre les acides aminés 958Arg-Ser1001 du CDII et contenant les résidus clés Lys986 et Lys989. Il 

est impliqué dans le recrutement de la ncOGT à la membrane plasmique en réponse à l’insuline mais 

également à l’enveloppe nucléaire (X. Yang et al., 2008; Kebede et al., 2012). Par homologie de 

séquence, ce domaine est également présent dans les autres isoformes de l’OGT (Figure 27). 

 
3.1.3. Activités enzymatiques de l’OGT 

L’OGT est une GT de type Leloir qui utilise comme substrat le nucléotide-sucre donneur 

l’UDP-GlcNAc, produit final de la voie de biosynthèse des hexosamines HBP (Hexosamine 

Biosynthetic Pathway). Elle agit selon un mécanisme séquentiel bi-bi ordonné indépendant des ions 

métalliques (Lazarus et al., 2011) (Figure 28).  
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Figure 28 : Réaction enzymatique de l’OGT. L’OGT fixe d’abord l’UDP-GlcNAc dans son site catalytique puis le substrat au niveau des motifs TPR. Dès lors, 

le résidu accepteur Ser ou Thr du substrat réalise une attaque nucléophile sur le carbone anomérique du donneur GlcNAc de l’UDP-GlcNAc pour former une 

liaison β-glycosidique. Le polypeptide O-GlcNAcylé et l’UDP sont ensuite séquentiellement libérés. 

G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine ; UDP : Uridine DiPhosphate. 
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Une étude récente a montré que l’OGT pouvait également utiliser l’UDP-Glc pour transférer le Glc sur 

un groupement hydroxyle de protéines nucléocytoplasmiques mais ce, de manière 25 fois moins 

efficace que le GlcNAc. De plus, ce monosaccharide ne serait pas hydrolysé par l’OGA mais par une 

autre β-glucosidase. Les auteurs suggèrent que cette modification serait la résultante d’une mauvaise 

incorporation métabolique par l’OGT suite à un influx important de Glc dans la cellule. Mais ils 

suggèrent, à l’inverse, qu’elle pourrait avoir un réel rôle physiologique dans les tissus ayant un ratio 

UDP-Glc/UDP-GlcNAc élevé (Shen et al., 2017).  

 
Outre ses activités de GT, l’OGT catalyse le clivage protéolytique et la maturation du régulateur du 

cycle cellulaire HCF-1 (Host Cell Factor-1) (Capotosti et al., 2011). Des expériences de « pulse-chase » 

suggèrent que ce clivage a principalement lieu dans le noyau mais également, et dans une moindre 

mesure, dans le cytoplasme (Wilson et al., 1995). Les fragments HCF-1N (HCF-1 N-ter) et HCF-1C (HCF-1 

C-ter) issus de son clivage sont respectivement impliqués dans la progression en phase G1 et la sortie 

de la phase M (Julien and Herr, 2003). Chez les vertébrés, les fragments HCF-1N et HCF-1C sont séparés 

par une région centrale de PROtéolyse (HCF-1PRO) constituée de 6 répétitions de 26 acides aminés, 

chacune présentant une région riche en Thr et une séquence de clivage CET (Cys-Glu-Thr). Lazarus et 

collaborateurs (2013) ont démontré, par la substitution du Glu en Ser de la séquence CET, que la 

O-GlcNAcylation et le clivage protéolytique de HCF-1 sont deux activités distinctes de l’OGT mais 

localisés dans le même site actif (Lazarus et al., 2013) (Figure 29). 

 
3.1.4. Régulation de l’OGT 

L’expression, l’activité enzymatique, la localisation subcellulaire et la spécificité de substrats 

de l’OGT peuvent être régulées aux niveaux génique, transcriptionnel et post-traductionnel par la 

disponibilité en substrat, les interactions protéiques ou encore la présence de MPT.  

 
3.1.4.1. Génique 

Chez les mammifères, le gène OGT est localisé à proximité du centre d’inactivation du 

chromosome X (XIC, X-Inactivation Center). Afin de maintenir le niveau transcriptionnel de l’OGT entre 

les individus mâles et femelles, une compensation du dosage est obtenue par inactivation aléatoire 

d’un des deux chromosomes X chez les femelles. Le long ARN non codant (lncRNA, long non-coding 

RNA) XIST (X Inactive Specific Transcript) recrute alors les protéines du groupe Polycomb (PcG, 

Polycomb-Group proteins). PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1) et PRC2 déposent des 

modifications répressives sur les histones de type H3K27me3 (triméthylation de la Lys27 de l’Histone 

3) et H2AK119Ub et répriment ainsi l’expression génique (Olivier-Van Stichelen and Hanover, 2014) 

(Figure 30).  
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Figure 29 : Réaction protéolytique de l’OGT. Dans un premier temps, l’OGT qui lie l’UDP-GlcNAc dans 

son site actif interagit stablement avec une région riche en Thr de HCF-1PRO via les résidus Asn 

conservés de ses motifs TPR (Kapuria et al., 2016; Rafie et al., 2017). Ensuite, l’OGT transfert le résidu 

GlcNAc à partir de l’UDP-GlcNAc sur l’acide aminé Glu de la séquence CET via une liaison glycosyl-ester. 

Cette glycosylation est alors suffisante pour induire l’autolyse de la liaison peptidique entre les acides 

aminés Cys et Glu et générer un pyroglutamate N-ter sur la sous-unité HCF-1C (Janetzko et al., 2016). 

Asn : Asparagine ; CET : Cys-Glu-Thr ; Cys : Cystéine ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; Glu : 
Glutamate ; H : Histidine ; HCF-1 : Host Cell Factor 1 ; HCF-1C : domaine Carboxy-terminal de HCF-1 ; HCF-1N : 
domaine amino-terminal de HCF-1 ; HCF-1PRO : région de PROtéolyse de HCF-1 ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; 
P : Proline ; R : aRginine ; S : Sérine : TGTTNTATT : T-Glycine-T-T-AsN-T-Alanine-T-T ; Thr : Thréonine ; TPR : 
TetratricoPeptide Repeat ; UDP : Uridine DiPhosphate ; V : Valine. 
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Le locus Xq13.1 sur lequel est localisé le gène OGT est une région associée aux maladies neurologiques 

et notamment la DYT3 (DYsTonie-Parkinsonisme lié au chromosome X 3) (Shafi et al., 2000; Nolte et al., 

2003). Alors que le mécanisme moléculaire sous-jacent n’est pas connu, Mazars et collaborateurs (2010) 

révèlent que l’OGT établit un lien entre les dystonies DYT3 et DYT6. En effet, la protéine THAP1 (THanatos 

Associated Protein 1), dont les mutations du gène sont responsables de la dystonie DYT6 (Fuchs et al., 

2009), interagit avec HCF-1 et l’OGT dans les cellules HeLa (Mazars et al., 2010) (Figure 30). 

 
Le séquençage de l’exome de plusieurs membres d’une même famille atteints de la déficience 

intellectuelle liée à l’X (XLID, X-Linked Intellectual Disability,) a récemment permis d’identifier une 

mutation faux-sens (759G>T) de l’OGT. Cette mutation provoque la substitution Leu254Phe au niveau 

du 7ème motif TPR et entraine la déstabilisation de l’enzyme sans affecter son activité. Au vu de la 

localisation de la mutation dans le domaine d’interaction protéine-protéine de l’OGT et de l’interaction 

de l’enzyme avec plusieurs protéines associées au XLID telles que HUWE1 (HECT (Homologous to the 

E6-AP Carboxyl Terminus domain), UBA (UBiquitin-Associated domain), and WWE (Trp-Trp-Glu 

domain) containing E3 ubiquitin protein ligase 1) (Giles et al., 2019), HCF-1 (Capotosti et al., 2011) et 

les HDAC (Histone DésACétylases) (Vaidyanathan et al., 2017), les auteurs suggèrent d’explorer 

l’interactome de l’OGT afin d’expliquer la ségrégation observée entre la mutation et le XLID 

(Vaidyanathan et al., 2017). Une autre mutation faux-sens (1942A>T) de novo de l’OGT provoquant la 

substitution Asn648Tyr a été très récemment identifiée chez un patient atteint de XLID. Cette mutation 

est localisée au niveau du domaine catalytique CDI de l’OGT et engendrerait des modifications 

conformationnelles au niveau de la poche de liaison au substrat accepteur et une altération de 

l’activité enzymatique. En effet, l’enzyme mutée est incapable de glycosyler TAB1 (TGF-Beta Activated 

kinase 1) in vitro et réduit la O-GlcNAcylation globale des protéines dans les CSE murines (Pravata et 

al., 2019) (Figure 30).  

 

Kamburov et collaborateurs (2015) mettent en évidence, grâce au projet PanCancer Atlas, un cluster 

de mutations faux-sens à l’interface du complexe OGT-HCF-1 dans plusieurs types de cancer. Ces 

mutations concernent les acides aminés Asn335, Gln372, Asp396, Tyr418, Phe428, Asp430 du domaine TPR, 

Pro569 et Tyr642 du domaine CDII de l’OGT et, Pro1078, Thr1087 et Thr1093 de HCF-1. Les auteurs suggèrent 

que ces mutations perturbent la régulation, par MPT ou clivage protéolytique, de HCF-1. Ce mécanisme 

participerait au processus de cancérisation en dérégulant l’oganisation chromatinienne, l’acétylation 

des histones, la transcription, le cycle cellulaire et la prolifération (Kamburov et al., 2015). De manière 

intéressante, la mutation faux-sens du résidu Asn420 est également identifiée dans plusieurs cancers 

(Kamburov et al., 2015). Or, ce résidu conservé apparait être essentiel dans la sélectivité de substrat 

de l’OGT et sa mutation augmente l’activité GT dans les cellules cancéreuses du col de l’utérus HeLa 

(Joiner et al., 2019) (Figure 30).  
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Figure 30 : Régulation génique de l’OGT. A. Le gène OGT est réprimé de manière épigénétique par les 

protéines PRC1/2 après liaison du lncRNA XIST au cours de l’inactivation du chromosome X. B. Le locus 

de l’OGT est une région associée à la dystonie XPD. C. Les mutations 759G>T et 1942A>T de l’OGT sont 

responsables du XLID. D. Dans le cancer, il existe un cluster de mutations faux-sens à l’interface du 

complexe OGT-HCF-1. Dans 40% des CCR de phénotype MSI, la délétion d’une T du microsatellite T(10) 

engendrerait une protéine tronquée. 

A : Adénine ; Asn : Asparagine ; Asp : Aspartate ; CCR : Cancer ColoRectal ; CD : Catalytic Domain ; DYT : 
DYsTonie ; G : Guanine ; Gln : Glutamine ; H : Histidine ; HCF-1 : Host Cell Factor 1 ; Int-D : Inter-Domaine ; K : 
lysine ; lncRNA : long non-coding RiboNucleic Acid ; Leu : Leucine ; me3 : triméthylation ; MSI : MicroSatellite 
Instable ; NLS : Nuclear Localization Signal ; OGT : β-O-N-acétyl-D-GlucosamineTransférase ; Phe : 
Phénylalanine ; PPO : PhosphatidylinositolPhosphate-binding domain activity of OGT ; PRC : Polycomb 
Repressive Complex ; Pro : Proline ; T : Thymine ; TAF1 : TATA-box-Associated Factor 1 ; THAP1 : THanatos 
Associated Protein 1 ; Thr : Thréonine ; Tyr : Tyrosine ; Ub : Ubiquitine ; XIST : X Inactive Specific Transcript ; 
XLID : X-Linked Intellectual Disability ; XPD : X-linked Dystonia-Parkinsonism. 
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De manière intéressante, des délétions d’une T (Thymidine) affectant le microsatellite T(10) dans l’exon 5 

du gène OGT sont responsables d’un décalage du cadre de lecture et ont été observées dans environ 40% 

des CCR avec le phénotype MSI mais dans aucun avec le phénotype MSS (Woerner et al., 2001; Kim et 

al., 2002). En revanche, les déséquilibres chromosomiques (CI, Chromosomal Imbalances) dans les 

tumeurs MSI-H n’affecteraient pas l’incidence de ces mutations décalantes de l’OGT (Li et al., 2003). Ces 

mutations entrainent l’expression d’une protéine OGT mutante de 35 kDa contenant 28 acides aminés de 

type sauvage suivi de 19 acides aminés codés par la traduction altérée du cadre de lecture en aval du site 

de mutation et la présence prématurée d’un codon stop intrinsèque (Ripberger et al., 2003). Ces 

mutations tronqueraient donc l’OGT au milieu du domaine régulateur N-ter et élimineraient ses domaines 

catalytiques C-ter (Woerner et al., 2001) (Figure 30).  

 
3.1.4.2. Transcriptionnelle 

L’expression de l’OGT est régulée par le facteur de transcription E2F-1. En effet, des 

expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP, Chromatin ImmunoPrecipitation) ont 

démontré que E2F-1 se lie directement sur le promoteur de l’OGT. La surexpression ou le KO de E2F1 

réprime et augmente respectivement l’expression de l’OGT de manière dépendante de pRB  

(Muthusamy et al., 2015). Tout au long de la phase G1 du cycle cellulaire, pRB associée à E2F-1 est 

hypo-phosphorylée et O-GlcNAcylée (Wells et al., 2011). Puis, au cours de la transition G1/S, la 

phosphorylation de pRB relargue E2F-1 et active l’expression des gènes nécessaires à la réplication. Le 

niveau de O-GlcNAcylation diminue également au cours de la transition G1/S puis augmente en fin de 

phase S pour atteindre un pic en phase M (Dehennaut et al., 2007; Yang et al., 2012; Drougat et al., 

2012). Ainsi, la diminution des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation induite par E2F-1 au cours de la 

transition G1/S pourrait favoriser les états d’hypo-O-GlcNAcylation et d’hyper-phosphorylation de pRB 

ainsi que la progression en phase S (Figure 31).  

 
Après activation de la voie Hippo, l’effecteur YAP (Yes-Associated Protein) agit comme co-activateur 

transcriptionnel du facteur de transcription TEAD. Ce dernier régule alors l’expression de gènes 

impliqués dans le métabolisme du glucose tels que GLUT3 et OGT. Ainsi, le knock-out de YAP et le 

« KD » (Knock-Down) de TEAD diminuent la quantité de transcrits OGT dans les cellules cancéreuses 

pancréatiques L3.6 et HEK293T respectivement. De manière intéressante, il existe une boucle de 

rétroaction positive puisque la O-GlcNAcylation de YAP sur la Ser109 augmente son activité 

transcriptionnelle (Peng et al., 2017) (Figure 31).  

 
Zhang et collaborateurs (2015) montrent que l’activation de la voie de signalisation MAPK/ERK 

augmente l’expression de l’OGT via le facteur de transcription Elk-1 (Ets like-1) dans différentes lignées 

cellulaires. Dans cette même étude, les auteurs ont identifié p300, une HAT (Histone AcétylTransférase) 

activée en aval de la signalisation MAPK/ERK, comme répresseur transcriptionnel de l’OGT (X. Zhang 

et al., 2015) (Figure 31).  
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Figure 31 : Régulation transcriptionnelle de l’OGT. L’expression de l’OGT est augmentée par les 

facteurs de transcription E2F-1, Elk-1 et TEAD et diminuée par p300. 

Elk-1 : E26 transformation-specific like 1 ; ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase ; G : GlcNAc ; G1 : Gap 1 
phase ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; LATS : LArge Tumor Suppressor kinase ; MAPK : Mitogen-Activated 
Protein Kinase ; MEK : MAPK/ERK Kinase ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p300 : protéine de 300 
kilodaltons ; pRB : protéine du RétinoBlastome ; RAF : Rapidly Accelerated Fribrosarcoma ; RTK : Récepteur 
Tyrosine Kinase ; S : Synthesis phase ; TEAD : Transcriptional EnhAncer Domain ; YAP : Yes-Associated Protein. 
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3.1.4.3. Post-traductionnelle 

3.1.4.3.1. Régulation par la biodisponibilité en substrat 

L’OGT possède une très faible constante de Michaelis (Km) pour l’UDP-GlcNAc de l’ordre de 

545 nM (Haltiwanger et al., 1992), l’OGT montre donc une très bonne affinité pour son substrat. Ainsi, 

l’activité enzymatique de l’OGT est maximale pour de faibles concentrations intracellulaires en 

UDP-GlcNAc. Cette caractéristique lui confère un avantage compétitif par rapport aux transporteurs 

d’UDP-GlcNAc (Km de l’ordre de 3-4 µM) (Perez and Hirschberg, 1987) et aux GT (Km respectivement de 

40 µM ; 0,9 mM ; 5 mM et 11 mM pour MGAT1 (α-1,3-Mannosyl-Glycoprotein 

2-β-N-AcétylglucosaminylTransférase 1), MGAT2, MGAT4 et MGAT5) (Grigorian et al., 2007) résidant 

dans l’appareil de Golgi et présentant un Km plus élevé. Cependant, l’affinité de l’OGT pour ses substrats 

et son activité varient en fonction des concentrations intracellulaires en UDP-GlcNAc (de l’ordre de 0,1 à 

1 mM) (Hart and Akimoto, 2009). Ainsi, l’OGT adapte son Km de 6 à 217 µM pour des concentrations en 

UDP-GlcNAc allant de 0,05 µM à 4,8 mM respectivement (Kreppel and Hart, 1999).  

 
3.1.4.3.2. Régulation par les interactions protéiques 

La stabilité de l’OGT peut être régulée par son interaction avec des protéines chaperons telles 

que Hsp90A (Heat shock protein 90-Alpha). D’autre part, la liaison de l’OGT avec certains partenaires 

permettrait son recrutement auprès des protéines cibles à O-GlcNAcyler. Parmi ces partenaires, 

CARM1 (Coactivator-associated Arginine Methyltransferase 1), HCF-1, mSIN3A (mammalian 

Stress-activated protein kinase Interacting protein 3A), MYPT1 (Myosin Phosphatase Target subunit 

1), p38, PGC1α (Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1-α), TET (Ten-Eleven 

Translocation) et TRAK1 (TRAfficking Kinesin protein 1) ont été identifiés (Figure 32).  

 
Dans plusieurs lignées cancéreuses mammaires, l’expression de l’OGT est positivement régulée par la 

voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR. En aval de mTOR, le facteur de transcription c-Myc augmente 

l’expression de la protéine de choc thermique Hsp90A qui se lie à l’OGT afin de prévenir sa dégradation 

protéasomale (Sodi et al., 2015) (Figure 32). La régulation in vitro et in vivo de l’expression de l’OGT par 

mTOR dans le côlon a fait l’objet de la publication d’un article original intégré en page 321 : 

 
Very N, Steenackers A, Dubuquoy C, Vermuse J, Dubuquoy L, Lefebvre Tand El Yazidi-Belkoura I. (2018). 

Cross regulation between mTOR signaling and O-GlcNAcylation. Journal of Bioenergetics and 

Biomembranes. 50 (3) : 213-222. 

 
Dans cette étude, nous avons montré une corrélation positive des niveaux de mTOR phosphorylé 

activé et d’OGT in vitro dans les lignées coliques non cancéreuses CCD 841 CoN et cancéreuses HCT116, 

et in vivo dans les tissus colorectaux de souris C57BL/6 (C57 BLack 6) et ob/ob. L’utilisation de 

régulateurs pharmacologiques de mTOR (activateur MHY1485 et inhibiteur rapamycine) a permis de 

montrer que l’expression de l’OGT est dépendante du statut d’activation de mTOR. 
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Cheung et collaborateurs (2008) ont montré que l’OGT interagit avec MYPT1 et CARM1 dans les 

cellules de neuroblastome Neuro-2A (Cheung et al., 2008). MYPT1 est une protéine d’échafaudage qui 

régule la MP (Myosine Phosphatase) et qui a un rôle dans la contraction du muscle lisse, la migration, 

l’adhésion et le cycle cellulaires (Matsumura and Hartshorne, 2008). CARM1 est, quant à elle, une HMT 

(Histone MéthylTransférase) impliquée dans la régulation épigénétique de l’expression génique 

(Wysocka et al., 2006). Des expériences de « GST (Glutathione S-Transferase) pull-down » ont montré 

que l’interaction de l’OGT avec MYPT1 ou CARM1 ne modifiait pas son activité enzymatique mais 

altérait sa spécificité de substrat. En revanche, les protéines O-GlcNAcylées en réponse au recrutement 

de l’OGT par MYPT1 et CARM1 n’ont pas été identifiées (Figure 32).  

 
La voie de signalisation p38MAPK est impliquée dans la régulation de la réponse inflammatoire, de la 

différenciation cellulaire, du cycle cellulaire, de l’apoptose ou encore de la sénescence. Elle est 

notamment activée en réponse aux stress (Coulthard et al., 2009). Par exemple, la privation en glucose 

de cellules Neuro-2A promeut l’activation de la kinase p38 et sa liaison à l’OGT via la région 

979Ile-Met1036 de la GT. L’OGT peut alors O-GlcNAcyler NF-H (NeuroFilament H), une des cibles de p38, 

et augmenter sa solubilité. La dépolymérisation de NF-H au niveau des neurofilaments pourrait ainsi 

affecter la structure axonale (Cheung and Hart, 2008) (Figure 32).  

 
Le co-activateur de transcription PGC1α joue un rôle clé dans la régulation de l’expression des gènes 

du métabolisme énergétique en réponse au stress (Finck and Kelly, 2006). Dans les cellules d’hépatome 

Fao, PGC1α cible l’OGT aux protéines FoxO (Forkhead box de classe O), des facteurs de transcription 

régulant l’expression des gènes impliqués dans la gluconéogenèse et la réponse au stress. La 

O-GlcNAcylation des protéines FoxO augmente alors leur activité transcriptionnelle (Housley et al., 

2009) (Figure 32).  

 
Les membres de la famille TET sont des méthylcytosine dioxygénases qui catalysent la conversion de 

la 5mC (5-méthylCytosine) en 5hmC (5-hydroxyméthylCytosine). Ils participent à la déméthylation de 

l’ADN et à la régulation épigénétique (Melamed et al., 2018). Les protéines TET2 et TET3 interagissent 

avec l’OGT et permettent son recrutement au niveau des îlots CpG et des régions promotrices de gènes 

cibles. En O-GlcNAcylant HCF-1 du complexe SET1/COMPASS (Su(var)3-9 ; Enhancer-of-zeste and 

Trithorax 1/COMplex Proteins ASsociated with SET1), l’OGT stabilise ce complexe qui catalyse la 

modification H3K4me3 et induit l’activation transcriptionnelle (Deplus et al., 2013). En interagissant 

avec TET2 au niveau des sites d’initiation de la transcription, l’OGT active également l’expression 

génique en glycosylant l’histone H2B sur la Ser112 (Chen et al., 2013). Enfin, Kang et collaborateurs 

(2016) montrent que l’interaction de l’OGT avec TET1 et HCF-1 permet son recrutement au niveau du 

promoteur du gène NRF2 (Nuclear Respiratory Factor 2) et l’activation de la transcription (Kang et al., 

2016) (Figure 32). 
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Figure 32 : Régulation post-traductionnelle de l’OGT. L’interaction et les MPT de l’OGT par certaines 

protéines régulent sa stabilité, sa sélectivité de substrat, son activité enzymatique ou encore sa 

localisation subcellulaire. 

βTrCP1 : β-Transducin repeats-Containing Protein 1 ; Aβ : Amyloïde β ; AMPK : Adenosine 
MonoPhosphate-activated protein Kinase ; CaMKIV : Calcium/CalModulin-dependent protein Kinase IV ; 
CARM1 : Coactivator-associated ARginine Methyltransferase 1 ; CHK1 : CHeckpoint Kinase 1 ; COMPASS : 
COMplex Proteins ASsociated with SET1 ; CTSD : CaThepSine D ; EB1 : End-Binding protein 1 ; FoxO : Forkhead 
box de classe O ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GSK3-β : Glycogene Synthase Kinase 3β ; H : 
Histone ; H3K4me3 : triméthylation de la lysine4 de H3 ; HCF-1 : Host Cell Factor 1 ; Hsp90A : Heat shock protein 
90A ; IR : Insulin Receptor ; LSD2 : Lysine-Specific histone Demethylase 2 ; MGEA5 : MeninGioma Expressed 
Antigen 5 ; mSIN3A : mammalian Stress-activated protein kinase INteracting protein 3A ; mTOR : mammalian 
Target Of Rapamycin ; MPT : Modification Post-Traductionnelle ; MYPT1 : MYosin Phosphatase Target 1 ; NF-H : 
NeuroFilament H ; NO : Nitric Oxide ; NRF : Nuclear Respiratory Factor ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : 
Phosphate ; p38 : protéine de 38 kDa ; PGC1α : Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 
1α ; Pol II : acide ribonucléique Polymérase II ; PS2 : ParaSporine 2 ; Ser : Sérine ; SET1 : Su(var)3-9 ; 
Enhancer-of-zeste and Trithorax 1 ; sOGT : short OGT ; TET : Ten-Eleven Translocation ; Thr : Thréonine ; TRAK1 : 
TRAfficking Kinesin protein 1 ; Tyr : Tyrosine ; Ub : Ubiquitine. 
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En interagissant avec de nombreux facteurs de transcription et modificateurs de la chromatine, le 

co-régulateur transcriptionnel HCF-1 régule leur liaison à l’ADN (Capotosti et al., 2011). HCF-1 

interagit à la fois avec l’OGT et le facteur de transcription NRF1 dans les cellules HEK293F. Ce 

complexe permet à l’OGT de O-GlcNAcyler NRF1 sur les résidus Ser448 et Ser451 et de le stabiliser en 

réponse à l’inhibition du protéasome dans les cellules cancéreuses HeLa ou MDA-MB-231 (Sekine et 

al., 2018) (Figure 32). 

 
Le co-répresseur mSIN3A forme un complexe multiprotéique avec les HDAC et joue un rôle crucial 

dans l’inactivation de la transcription (Adams et al., 2018). TRAK1, quant à lui, est impliqué dans la 

régulation du trafic cellulaire (Ogawa et al., 2014). Yang et collaborateurs (2002) ont montré dans 

les cellules cancéreuses hépatiques HepG2 que mSIN3A recrute l’OGT au niveau des promoteurs des 

gènes cibles (tels que PS2 (ParaSporine 2), EB1 (End-Binding protein 1) et CTSD (CaThepSine D)) et 

réprime leur expression. Les protéines liant ces gènes cibles sont O-GlcNAcylées. Les auteurs 

suggèrent que ces protéines pourraient être des facteurs de transcription ou encore Pol II (ARN 

Polymérase II) (cf. 7.1 page 166) qui sont inactivés par la glycosylation (Yang et al., 2002) (Figure 32). 

 
3.1.4.3.3. Régulation par les MPT 

Plusieurs MPT telles que la O-GlcNAcylation, la phosphorylation, l’ubiquitination et la 

S-nitrosylation ont été identifiées sur l’OGT (Figure 33).  

 
O-GlcNAcylation 

L’OGT est elle-même la cible de la O-GlcNAcylation. A l’heure actuelle, de multiples sites 

de O-GlcNAcylation ont été identifiés sur la ncOGT en amont des motifs TPR sur les Ser3 et Ser4 ; au 

niveau des motifs TPR sur la Ser389 (11ème TPR), la Ser437 (13ème TPR) et la région 390Ile-Lys406 (11-12ème 

TPR); au niveau du domaine Int-D dans la région 826Thr-Arg832; et en aval du domaine CDII sur la 

Thr1043 et la région 1037Ile-Ala1046 (H. Tai et al., 2004; X. Liu et al., 2014; Seo et al., 2016; Fan et al., 

2018). Cette glycosylation a également été retrouvée sur la sOGT au niveau des acides aminés Ser10, 

Thr12, Ser18, Ser52, Ser56, 445Thr-Arg451 et Thr449 (correspondant respectivement aux résidus Ser391, 

Thr393 (11ème TPR), Ser399 (12ème TPR), Ser433 (13ème TPR), Ser437, 826Thr-Arg832 et Thr830 de la ncOGT) (X. 

Liu et al., 2014; Fan et al., 2018). Enfin, Rexach et collaborateurs (2010) montrent que la ncOGT et 

la sOGT sont majoritairement non glycosylées ou mono-O-GlcNAcylées (3,3% de ncOGT et 36,5% de 

sOGT) dans les neurones (Rexach et al., 2010) (Figure 33). 
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Figure 33 : Modifications post-traductionnelles de l’OGT. L’OGT est notamment la cible de la O-GlcNAcylation, la phosphorylation et la S-nitrosylation. 

Aβ : Amyloïde β ; Ala : Alanine ; AMPK : Adenosine MonoPhosphate-activated protein Kinase ; Arg : Arginine ; CD : Catalytic Domain ; CHK1 : CHeckpoint Kinase 1 ; Cys : 
Cystéine ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GSK3-β : Glycogene Synthase Kinase 3β ; Ile : Isoleucine ; Int-D : Inter-Domaine ; Lys : Lysine ; NLS : Nuclear 
Localization Signal ; NO : Nitric Oxide ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; PPO : 
PhosphatidylinositolPhosphate-binding domain activity of OGT ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine ; TPR : TetratricoPeptide Repeat ; Tyr : Tyrosine. 
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La O-GlcNAcylation de la ncOGT sur les résidus Ser389, Ser437 et 390Ile-Lys406 est située à proximité de la 

séquence NLS (451Asp-Phe-Pro453). Ainsi, la mutation de la Ser389 ne modifie pas l’activité enzymatique 

ou les interactions protéine-protéine de la ncOGT mais abolit presque totalement sa localisation 

nucléaire. La O-GlcNAcylation de certains résidus de la ncOGT pourrait favoriser l’exposition de la 

séquence NLS, l’interaction de l’enzyme avec l’importine α5 et sa translocation nucléaire (Seo et al., 

2016) (Figures 32 et 33).  

 
D’autre part, la présence de nombreux sites O-GlcNAcylés au niveau des 11-13ème motifs TPR et du 

domaine Int-D de la ncOGT et de la sOGT pourrait réguler l’accessibilité du substrat au site actif de 

l’OGT ou son interaction avec les membranes ou les acides nucléiques (Lazarus et al., 2011). Dans ce 

sens, Liu et collaborateurs (2019) ont récemment montré que la O-GlcNAcylation de la sOGT sur la 

Thr12 et la Ser56 (respectivement Thr393 et Ser437 de la ncOGT) ne module pas son activité enzymatique 

mais sa sélectivité de substrats dans les cellules HEK293T. Notamment, la mutation de ces sites 

diminue et augmente respectivement la O-GlcNAcylation de hnRNP-U (heterogeneous nuclear 

RiboNucleoProtein U) et PDCD6IP (ProgrammeD Cell Death 6-Interacting Protein) ainsi que la 

prolifération cellulaire (Liu et al., 2019, p.12) (Figures 32 et 33). 

 

La O-GlcNAcylation située en aval du domaine CDII pourrait, quant à elle, être impliquée dans la 

régulation de la liaison de l’UDP-GlcNAc et de l’activité enzymatique (Wrabl and Grishin, 2001) 

(Figure 33).  

 

Phosphorylation 

L’OGT est phosphorylée sur plusieurs sites notamment en amont des motifs TPR sur les Ser3/4 

par GSK3-β (Bullen et al., 2014); au niveau des motifs TPR sur la Ser20 (1er TPR) par CHK1 (Z. Li et al., 

2017), la Thr325 (9ème TPR) (Olsen et al., 2010) et la Thr454 (14ème TPR) par l’AMPK (AMP (Adenosine 

MonoPhosphate)-activated protein Kinase) (Kaasik et al., 2013); au niveau du domaine CDII sur la Tyr976 

(Rigbolt et al., 2011), la Thr985 et la Ser1004 (Tsai et al., 2015); et en aval du domaine CDII sur la Ser1045 

(Sharma et al., 2014). Le récepteur à l’insuline (IR, Insulin Receptor) et CaMKIV (CalM 

(Calcium/CalModulin)-dependent protein Kinase type IV) sont également des kinases de l’OGT mais 

les sites phosphorylés n’ont pas été identifiés (Figures 32 et 33). 

 
La liaison de l’insuline à son récepteur IR déclenche le recrutement et la phosphorylation de PI3K 

indirectement via la phosphorylation de protéines adaptatrices telles que IRS-1 (IR Substrate-1) ou 

IRS-2. Ainsi phosphorylée, PI3K catalyse la formation de PIP3 et active la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR impliquée dans la régulation du métabolisme, de la synthèse protéique, de la 

croissance, de l’angiogenèse ou encore de l’autophagie (Tian et al., 2019). En réponse à l’insuline, le 

domaine PPO de l’OGT permet sa translocation vers la membrane plasmique dans les adipocytes 

murins 3T3-L1 (Whelan et al., 2008) et les fibroblastes de singe COS-7 (X. Yang et al., 2008) et au niveau 
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des radeaux lipidiques comme observé dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2 (Perez-Cervera 

et al., 2013). Dans les fibroblastes 3T3-L1, cette translocation faciliterait la Tyr-phosphorylation et 

augmenterait l’activité de l’OGT par le récepteur IR (Whelan et al., 2008) (Figures 32 et 33).  

 
En parallèle, mTOR peut être inhibé par le senseur d’énergie cellulaire AMPK quand le ratio AMP/ATP 

est élevé. Dans les myotubes de muscles squelettiques différenciés murins C2C12, l’AMPK phosphoryle 

l’OGT sur le résidu Thr444 (Thr454 chez l’Homme) au niveau du 14ème motif TPR, à proximité de la 

séquence NLS et des résidus Asn424 et Asn454 essentiels à l’interaction protéine-protéine. La 

phosphorylation de la Thr444 induit la translocation nucléaire de l’OGT dans les myotubes C2C12 (Bullen 

et al., 2014), et altère sa sélectivité de substrat et son association à la chromatine dans les cellules 

rénales embryonnaires HEK293T (Bullen et al., 2014; Xu et al., 2014) (Figures 32 et 33). 

 
La kinase GSK3-β est notamment impliquée dans la régulation de la transcription, du métabolisme, du 

cycle cellulaire ou encore du cycle circadien. Elle phosphoryle in vitro l’OGT sur la Ser3 ou la Ser4 en amont 

des motifs TPR et augmente son activité enzymatique. L’activité de l’OGT pourrait être régulée par un 

dialogue « Yin-Yang » entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation puisque ces deux modifications 

ciblent les mêmes résidus (Kaasik et al., 2013) (Figures 32 et 33).  

 
L’OGT est également la cible de CHK1, une kinase impliquée dans la régulation du cycle cellulaire 

(cf. 3.1.1 page 57). CHK1 phosphoryle et stabilise l’OGT sur la Ser20 dans les cellules HeLa. Cette 

phosphorylation induit également la relocalisation de l’OGT au niveau du pont intercellulaire 

(« midbody ») lors de la cytokinèse où elle contrôle le désassemblage des filaments intermédiaires de 

vimentine (Z. Li et al., 2017) (Figures 32 et 33).  

 
Enfin, après dépolarisation des cellules de neuroblastomes NG-108-15, la kinase CaMKIV phosphoryle 

l’OGT sur un ou plusieurs sites non encore identifiés. La phosphorylation augmente l’activité 

enzymatique de l’OGT qui peut alors activer le facteur de transcription AP-1 et induire l’expression de 

Tim-1 (Tissue inhibitor of metalloproteinase-1) (Song et al., 2008) (Figure 32).  

 
Ubiquitination 

Les analyses par spectrométrie de masse de l’ubiquitome ont permis d’identifier plus d’une 

trentaine de sites ubiquitinylés localisés sur l’ensemble des domaines de l’OGT (Wagner et al., 2011; 

Kim et al., 2011; Udeshi et al., 2013; Mertins et al., 2013; Akimov et al., 2018). En revanche, aucune de 

ces études n’a attribué à ces modifications des ubiquitine ligases E3 spécifiques. De manière 

intéressante, l’inhibition pharmacologique de CHK1 et l’utilisation de siRNA contre HCF-1 augmentent 

l’ubiquitination de l’OGT et déstabilisent l’enzyme (Daou et al., 2011; Z. Li et al., 2017).  
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La poly-ubiquitination aurait donc un rôle dans la dégradation protéasomale de l’OGT. Ainsi, en 

réponse à l’hypoxie, l’ubiquitine ligase E3 βTrCP1 (β-Transducin repeats-Containing Protein 1) est 

responsable de la dégradation de l’OGT par le protéasome 26S et de l’augmentation de la réponse 

inflammatoire de l’endothélium vasculaire in vitro et in vivo (H. Liu et al., 2014). LSD2 (Lysine-Specific 

histone Demethylase 2) qui possède une activité ubiquitine ligase E3 induit également la dégradation 

de l’OGT et l’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses pulmonaires A549 (Y. Yang et al., 2015, 

p.2) (Figure 33). 

 
S-nitrosylation 

 La S-nitrosylation est une MPT qui correspond à l’ajout covalent d’un NO sur le groupement thiol 

d’un résidu Cys de la protéine cible pour former une nitrocystéine. Dans la plupart des cas, la spécificité 

de la S-nitrosylation est gouvernée par des motifs consensus Lys-Arg-His-Asp-Glu-Cys-Asp-Glu riches en 

acides aminés acides et basiques. Cette MPT régule l’activité enzymatique, la localisation subcellulaire 

ou encore les interactions protéine-protéine (Kovacs and Lindermayr, 2013).  

 
Dans les macrophages murins à l’état de repos, la S-nitrosylation de l’OGT inhibe son activité 

enzymatique de plus de 80%. La stimulation par le LPS (LipoPolySaccharide) activateur de la réponse 

immunitaire innée provoque la dénitrosylation et l’activation de l’OGT in vitro et in vivo (Ryu and Do, 

2011). Récemment, le traitement des cellules de neuroblastome avec le peptide Aβ (Amyloïde β) induit 

la S-nitrosylation de l’OGT sur les résidus Cys845, Cys921 et Cys965 du domaine CDII. Cette MPT diminue 

l’activité enzymatique de l’OGT et accélère la neurotoxicité notamment par l’hypo-O-GlcNAcylation et 

l’hyper-phosphorylation de Tau (Tubulin associated unit) (Ryu et al., 2016) (Figures 32 et 33).  

 

3.2. β-O-linked N-AcetylGlucosaminidAse (OGA) 

L’OGA (EC. 3.2.1.169) a été Initialement décrite comme l’HexC (Hexosaminidase C) qui, 

contrairement aux HexA et HexB, n’est pas lysosomale, est active à pH neutre et a pour seul substrat le 

résidu GlcNAc (Braidman et al., 1974). Elle a été isolée et caractérisée en 1994 par Dong et Hart dans des 

extraits cytosoliques de rate de rat (Dong and Hart, 1994). Son ADN complémentaire fut cloné et séquencé 

en 2001 à partir d’extraits de cerveau humain (Gao et al., 2001). Ce séquençage a permis de mettre en 

évidence qu’il était identique à celui de MGEA5 codant une hyaluronidase putative impliquée dans la 

réponse immunitaire chez les patients atteints de méningiome (Heckel et al., 1998). L’OGA est une enzyme 

relativement conservée (30,5% d’identité de séquence entre l’OGA humaine et celle de Caenorhabditis 

elegans) nucléocytoplasmique et mitochondriale (Gao et al., 2001; Banerjee et al., 2015). Elle est 

ubiquitaire mais présente des niveaux plus élevés dans le cerveau, le placenta, le pancréas et le cœur (Gao 

et al., 2001). 

 



 

133 

 

Figure 34 : Gène, structure et isoformes de la O-N-acétylGlucosaminidAse (OGA) humaine. A. Le gène 

MGEA5 est localisé sur le Chr10 en position q24.1-q24.3. Schéma issu de GeneCards 

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MGEA5&keywords=mgea5). B. L’OGA est 

constituée d’un domaine GH N-ter et d’un « pseudo »-domaine HAT C-ter séparés par une région 

« linker ». Figure tirée de Vocadlo, 2012. C. L’OGA possède 2 isoformes : l’OGA et la sOGA.  

C-ter : Carboxy-terminal ; Chr : Chromosome ; GH : Glycoside Hydrolase ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; 
HAT : Histone AcétylTransférase ; kDa : kiloDalton ; MGEA5 : MeninGioma Expressed Antigen ; N-ter : 
amino-terminal ; OGA : β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; sOGA : short OGA. 

  

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MGEA5&keywords=mgea5
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3.2.1. Séquence du gène MeninGioma Expressed Antigen 5 (MGEA5) 

Chez les mammifères, l’OGA est codée par un seul gène localisé sur le chromosome 10 (en 

position 10q24.1-q24.3) et composé de 16 exons et 15 introns (Comtesse et al., 2001). La région 

promotrice principale de MGEA5 est riche en GC et est localisée en -48 à +181 nt. Comme pour l’OGT, 

cette région contient plusieurs motifs potentiels de liaison aux facteurs de transcription E2F (Muthusamy 

et al., 2015). Chez l’Homme deux isoformes de l’OGA sont générées par épissage alternatif. L’isoforme 

longue OGA nucléocytoplasmique et mitochondriale de 130 kDa à partir des 16 exons, et l’isoforme sOGA 

(short OGA) courte cytoplasmique de 78 kDa à partir des exons 1-10 (Comtesse et al., 2001) (Figure 33). 

Chez le rat, l’épissage alternatif engendre deux isoformes inactives supplémentaires de 84 et 90 kDa par 

perte des exons 8 et 9, et de l’exon 8 respectivement (Toleman et al., 2004).  

 
3.2.2. Structure et activités enzymatiques 

L’OGA est une GH membre de la famille GH84 selon la classification CAZy. Elle possède deux 

domaines fonctionnels distincts : un domaine GH N-ter et un « pseudo »-domaine HAT C-ter séparés par 

une région « linker ». La sOGA est dépourvue du domaine HAT (Comtesse et al., 2001) mais possède 14 

acides aminés en position C-ter qui lui sont propres (Figure 34). 

 
La région « linker » de l’OGA comprend notamment les résidus 404His-Tyr548 qui constituent un domaine 

d’interaction avec les 6 premiers motifs TPR de l’OGT (Figure 34). En effet, les deux enzymes antagonistes 

sont partenaires d’interaction dans un complexe appelé O-GlcNAczyme (Whisenhunt et al., 2006). 

 
Le domaine N-ter de l’OGA est apparenté structurellement et mécaniquement à celui des hyaluronidases 

de la famille GH18 selon la classification CAZy. Ces enzymes effectuent une hydrolyse des glycosides avec 

une rétention nette de la configuration anomérique. Elles utilisent un mécanisme catalytique assisté par 

le substrat et impliquant l’attaque nucléophile de l’oxygène carbonyle du groupement N-acétyl sur le 

centre anomérique (Alonso et al., 2014) (Figure 35). 

 
Le domaine C-ter de l’OGA est homologue à celui des HAT de la famille GNAT (GCN5 (General Control 

Nonderepressible 5) related family of AcetylTransferase) qui transfèrent le groupement acétyl à partir 

de l’acétyl-CoA sur le groupement ε-amine de résidus de lysine des histones cibles (Schultz and Pils, 

2002). In vitro, l’OGA est capable de lier la queue de l’histone H4 au sein des nucléosomes grâce à un 

motif type doigt de zinc et d’acétyler la Lys8 (Toleman et al., 2004; C.A. Toleman et al., 2006). De plus, 

les acides aminés Asp853, Asp884 et Tyr891 sont nécessaires à son activité HAT in vitro (Toleman et al., 2004). 

Néanmoins, cette activité n’a pas été validée in vivo (Butkinaree et al., 2008; Rao et al., 2013). En effet, 

l’OGA ne possède pas le motif consensus Arg/Gln-X-X-Gly-X-Gly/Ala de liaison des GNAT à l’acétyl-CoA 

(Schultz and Pils, 2002) et n’est pas capable de fixer ce cofacteur in vivo (Rao et al., 2013). Le domaine 

C-ter est ainsi catalytiquement incompétent et est considéré comme un « pseudo »-domaine HAT (Rao 

et al., 2013) (Figure 34).  



 

135 

 

Figure 35 : Réaction enzymatique de l’OGA. De manière spécifique et sans séquence consensus, l’OGA 

reconnait et fixe dans sa poche catalytique le résidu GlcNAc dont le carbone C1 est engagé dans la 

liaison en anomérie β avec la protéine cible (Shen et al., 2012). L’OGA catalyse alors la formation d’un 

intermédiaire bi-cyclique oxazoline qui est ensuite hydrolysé afin de libérer l’OGA et le résidu GlcNAc. 

Chez l’Homme, le site catalytique de l’OGA est caractérisé par les résidus conservés Asp174 et Asp175. 

Le résidu Asp174 polarise le groupement 2-acétamido de l’oxygène carbonyle du substrat afin 

d’augmenter son pouvoir nucléophile, et le résidu Asp175 fonctionne comme un catalyseur général 

acide/base (Çetinbaş et al., 2006). 

Asp : Aspartate ; C : Carbone ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; OGA : β-O-GlcNAcAse ; Ser : Sérine ; Thr : 
Thréonine. 
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Singh et collaborateurs (2020) ont très récemment démontré que l’OGA ne possède pas d’activité KAT 

(Lysine AcétylTransférase) intrinsèque mais que son « pseudo »-domaine HAT lui permet d’interagir avec 

des protéines la possédant. Ainsi, le « pseudo »-domaine HAT de l’OGA est indispensable à l’acétylation 

de PKM2 dans les cellules cancéreuses (Singh et al., 2020). D’autre part, la sOGA dépourvue du 

« pseudo »-domaine HAT possède une activité glycosidase 400 fois moins importante que l’OGA in vitro 

(Macauley and Vocadlo, 2009). De manière intéressante et par rapport à l’enzyme de pleine longueur, 

la sOGA présente une certaine résistance in vitro aux inhibiteurs pharmacologiques de l’OGA (Kim et al., 

2007). Ce résultat renforce l’idée d’un du « pseudo »-domaine HAT dans la régulation du mécanisme 

catalytique de l’OGA notamment en recrutant certains cofacteurs ou protéines. 

 
La sOGA possède 14 acides aminés en C-ter lui permettant d’interagir avec les gouttelettes lipidiques 

naissantes impliquées dans le stockage des lipides neutres. Elle est responsable du remodelage des 

protéines de la surface des gouttelettes lipidique par activation du protéasome 26S (Keembiyehetty et 

al., 2011) (cf. 7.3 page 172).  

 
3.2.3. Régulation de l’OGA 

Plusieurs mécanismes de régulations géniques, transcriptionnelles et post-traductionnelles de 

l’OGA ont été mis en évidence (Figure 36). 

 
3.2.3.1. Régulation génique 

Le gène MGEA5 est localisé au niveau du locus 10q. Le polymorphisme de ce locus peut jouer un 

rôle dans la prédisposition génétique liée à la maladie d’Alzheimer (Bertram et al., 2000; Myers et al., 

2000) et au DT2 chez certaines populations telles que les Américains d’origine mexicaine (Duggirala et 

al., 1999) et les Indiens de la tribu Pima (Farook et al., 2002). Le séquençage de MGEA5 de 44 individus 

Mexicano-Américains diabétiques et non diabétiques a permis d’identifier un polymorphisme SNP 

LLY-MGEA5-14 au niveau de l’intron 10. Le codon stop alternatif généré est lié à l’âge et au phénotype 

diabétique du début de la maladie. Ce SNP diminuerait l’expression et l’activité de l’OGA (Lehman et al., 

2005).  

 
3.2.3.2. Régulation transcriptionnelle 

Comme l’OGT, le gène MGEA5 est lié et négativement régulé par le facteur de transcription E2F-1 

et ce, dépendamment de pRB (Muthusamy et al., 2015). Ainsi, au cours du cycle cellulaire l’homéostasie 

de la O-GlcNAcylation serait maintenue par la régulation simultanée des deux enzymes (Figure 36). 

Récemment, Vaidyanathan et collaborateurs (2017) ont montré que l’OGT peut interagir avec le 

complexe répresseur transcriptionnel mSIN3A/HDAC1 dans des cellules lymphoblastoïdes de patients 

porteurs de la mutation 759G>T de l’OGT. Ce complexe est alors enrichi au niveau du promoteur proximal 

de MGEA5, diminuant son activité transcriptionnelle et permettant ainsi de maintenir l’homéostasie de 

la O-GlcNAcylation (Vaidyanathan et al., 2017) (Figure 36).  
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Figure 36 : Mécanismes de régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle de l’OGA. A. L’expression de MGEA5 est négativement régulée au niveau 

génique par le facteur de transcription E2F-1 et épigénétique par le complexe OGT/mSIN3A/HDAC1. B. Au cours de l’apoptose, l’OGA est clivée par la caspase-3 

en 2 domaines distincts qui restent physiquement liés. L’association de l’OGA avec TIF1β et SPT5 régule son interaction avec Pol II.  

Asp : Aspartate ; G : GlcNAc ; G1 : Gap 1 phase ; GH : Glycoside Hydrolase ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; HAT : Histone AcétylTransférase ; HDAC1 : Histone 
DésACétylase 1 ; Leu : Leucine ; MGEA5 : MeninGioma Expressed Antigen ; mSIN3A : mammalian Stress-activated protein kinase INteracting protein 3A ; OGA : 
β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; Phe : Phénylalanine ; Pol II : acide ribonucléique Polymérase II ; pRB : protéine du RétinoBlastome ; S : 
Synthesis phase ; SPT5 : SuPpressor of Ty 5 ; TIF1β : Transcriptional Intermediary Factor 1β. 
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3.2.3.3. Régulation post-traductionnelle 

3.2.3.3.1. Par clivage protéolytique 

Le résidu Asp413 du domaine d’interaction avec l’OGT au niveau de la région « linker » est clivé 

par la caspase-3 au cours de l’apoptose in vitro et in vivo (Wells, Gao, et al., 2002; Butkinaree et al., 

2008). Néanmoins, les deux domaines N-ter et C-ter resteraient associés ou se réassocieraient après 

clivage permettant à l’OGA de conserver son activité enzymatique (Butkinaree et al., 2008). Le rôle de 

ce clivage n’est, à ce jour, toujours pas connu (Figure 36).  

 

3.2.3.3.2. Par les interactions protéiques 

Comme l’OGT, l’interaction de l’OGA avec certains partenaires induirait son recrutement 

auprès de protéines cibles à déglycosyler. Ainsi, dans les cellules HeLa, sa liaison avec les facteurs 

d’élongation SPT5 (SuPpressor of Ty 5) et TIF1β (Transcriptional Intermediary Factor 1β) au niveau du 

site d’initiation de la transcription des gènes cibles permettrait la dé-O-GlcNAcylation de Pol II et 

l’élongation de la transcription (Resto et al., 2016) (Figure 36). 

 
3.2.3.3.3. Par les MPT 

Des analyses protéomiques ont permis d’identifier la O-GlcNAcylation, la phosphorylation et 

l’ubiquitination sur l’OGA.  

 
Ainsi, l’OGA est phosphorylée sur les acides aminés Ser6 , Ser522 (Mertins et al., 2016) et Ser268 (Rigbolt 

et al., 2011) du domaine GH, Ser364 et Thr370 (Kettenbach et al., 2011) de la région « linker », Ser505, 

Ser509 et Ser511 (Sharma et al., 2014) du domaine d’interaction avec l’OGT et, Thr709, Ser712 (Kettenbach 

et al., 2011) et Ser915 (Klammer et al., 2012) du « pseudo »-domaine HAT. Elle est également 

O-GlcNAcylée sur la Ser405 du domaine d’interaction avec l’OGT (Khidekel et al., 2007) et ubiquitinylée 

sur plus d’une vingtaine de sites répartis sur l’ensemble de l’enzyme (Wagner et al., 2011; Udeshi et 

al., 2013; Akimov et al., 2018). En revanche, le rôle de ces MPT n’est pas encore élucidé. Néanmoins, 

Rexach et collaborateurs (2010) montrent que, comme l’OGT, l’OGA est majoritairement non 

glycosylée ou mono-O-GlcNAcylée (10,8% d’OGA mono-glycosylée) dans les neurones (Rexach et al., 

2010) (Figure 37).  

 

4. La voie de biosynthèse des hexosamines (Hexosamine Biosynthetic 

Pathway, HBP) 

4.1. Généralités 

Le nucléotide-sucre donneur substrat de l’OGT est l’UDP-GlcNAc, le produit final de la voie 

HBP. La voie HBP est au carrefour des métabolismes du glucose, des acides aminés (Gln en particulier 

mais également des acides aminés glucogéniques et cétogéniques), des acides gras (acétyl-CoA) et des 

nucléotides (UTP) (Wang et al., 1998) (Figure 37).  
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Figure 37 : Modifications post-traductionnelles de l’OGA. L’OGA est notamment la cible de la O-GlcNAcylation et de la phosphorylation. 

Asp : Aspartate ; G : GlcNAc ; GH : Glycoside Hydrolase ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; HAT : Histone AcétylTransférase ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGA : β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine. 
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Via ces différents métabolismes, l’apport nutritionnel peut moduler la quantité d’UDP-GlcNAc 

synthétisé dans la voie HBP. Cette caractéristique confère alors à l’UDP-GlcNAc un statut de senseur 

nutritionnel cellulaire. Il est estimé qu’environ 2 à 3% du glucose entrant dans la cellule par les 

transporteurs membranaires GLUT (GLUcose Transporter) emprunte cette voie (Marshall et al., 

1991b). La production d’UDP-GlcNAc à partir de Glc suit un ensemble de réactions enzymatiques 

successives, certaines communes à la glycolyse et d’autres spécifiques à la voie HBP (Figure 38). 

 

4.2. Régulation de la voie HBP 

La voie HBP peut être régulée par le flux en substrats mais également par l’activité de certaines 

de ses enzymes et notamment de la GFAT, la GNPNAT et PGM3. 

 
4.2.1. Par le flux en substrats 

Les flux de Glc, de Gln et de GlcNH2 régulent la concentration d’UDP-GlcNAc (Marshall et al., 

2004). Ainsi, l’addition de ces substrats de la voie HBP dans le milieu de culture augmente le niveau de 

O-GlcNAcylation globale (Taylor et al., 2008; Laczy et al., 2011) (Figure 38). D’autre part, les fortes 

concentrations extracellulaires en GlcNH2 entraine sa phosphorylation en GlcNH2-6-P dans la voie HBP, 

une séquestration du phosphate cellulaire et une déplétion rapide en ATP qui pourrait être létale pour 

la cellule (Marshall et al., 2004).  

 
4.2.2. Par les enzymes de la voie HBP 

 La GFAT (EC :2.6.1.16) est l’enzyme limitante de la voie HBP (Marshall et al., 1991a) (Figure 38). 

En plus de catalyser une réaction irréversible, elle subit un rétrocontrôle négatif par l’UDP-GlcNAc et 

potentiellement par la GlcN-6-P afin d’éviter l’augmentation trop importante de la concentration 

intracellulaire en nucléotide-sucre (Kornfeld, 1967; Broschat et al., 2002). Chez les mammifères, la 

GFAT consiste en une enzyme homotétramérique cytoplasmique constituée de deux domaines : un 

domaine glutaminase N-ter de liaison à la Gln et un domaine isomérase C-ter de liaison au Fru-6-P 

reliés par une région « linker » flexible. Deux gènes distincts GFPT1 (Glutamine :Fructose-6-Phosphate 

amidoTransférase 1) et GFPT2 localisés sur les chromosomes 2 et 5 (en position 2p13.3 et 5q34-q35) 

codent les isoformes GFAT1 et GFAT2 respectivement. Ces dernières sont très conservées (56,9% et 

57,3% d’identité de séquence entre l’Homme et Caenorhabditis elegans pour la GFAT1 et la GFAT2 

respectivement). Chez l’Homme, ces deux enzymes présentent 77,3% d’homologie, ont des activités 

enzymatiques et des caractéristiques biochimiques similaires mais diffèrent par leur répartition 

tissulaire. En effet, la GFAT1 est plus exprimée dans le pancréas, le placenta, les testicules et la prostate 

alors que la GFAT2 est surtout exprimée dans le cœur, le placenta et le système nerveux central (Oki 

et al., 1999).  
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Figure 38 : Voie de biosynthèse de novo et de sauvetage des hexosamines. HK phosphoryle le Glc 

pour produire du Glc-6-P qui est alors isomérisé en Fru-6-P par la PGI. Ces deux réactions sont 

communes aux voies HBP et de la glycolyse. Dans la voie HBP, la GFAT catalyse le transfert irréversible 

du groupement amine de la Gln sur le Fru-6-P pour former la GlcNH2-6-P. La GlcNH2-6-P peut 

également être formée à partir de la GlcNH2 par la NAGK. La GlcNH2-6-P est alors acétylée par GNPNAT 

à partir de l’acétyl-CoA pour former du GlcNAc-6-P, converti ensuite en GlcNAc-1-P par PGM. Enfin, 

UAP active le GlcNAc-1-P en UDP-GlcNAc en utilisant l’UTP. Une voie de sauvetage faisant intervenir la 

NAGK permet de synthétiser l’UDP-GlcNAc en circuit fermé. La NAGK catalyse la phosphorylation du 

GlcNAc hydrolysé par l’OGA en GlcNAc-6-P qui est réinjecté dans la voie HBP.  

CoA : Coenzyme A ; Fru : Fructose ; GFAT : Gln :Fru-6-P AmidoTransférase ; Glc : Glucose ; GlcNH2 : 
Glucosamine ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; Gln : Glutamine ; Glu : Glutamate ; GLUT : GLUcose 
Transporter ; GNPNAT : GlcN-6-P N-AcétylTransférase ; HK : HexoKinase ; NAGK : N-Acétyl-Glucosamine Kinase ; 
OGA : β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; PGI : PhosphoGlucose Isomérase ; PGM : 
PhosphoGlucoMutase ; PPi : PyroPhosphate inorganique ; PPP : Pentose Phosphate Pathway ; Ser : Sérine ; Thr : 
Thréonine ; UAP : UDP-N-Acétylglucosamine Pyrophosphorylase ; UDP : Uridine DiPhosphate ; UTP : Uridine 
TriPhosphate. 
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L’activité enzymatique de la GFAT est régulée en fonction des signaux nutritionnels, énergétiques et 

mitogéniques. D’une part, la déprivation en glucose induit la phosphorylation de GFAT1 (Ser243) par l’AMPK 

et par conséquent son inhibition (Eguchi et al., 2009). D’autre part, en réponse à l’AMPc (AMP cyclique), 

PKA phosphoryle la Ser205 de GFAT1 et diminue son activité alors qu’elle augmente celle de GFAT2 (Chang 

et al., 2000; Hu et al., 2004). Ainsi, quelle que soit la concentration en AMPc, une synthèse minimale 

d’UDP-GlcNAc serait maintenue par l’une ou l’autre des isoformes de GFAT. Le KO de GFPT1 entraîne la 

léthalité embryonnaire chez la souris. En revanche, son KO conditionnel dans les tissus musculaires 

dérégule la transmission neuromusculaire (Issop et al., 2018). Ce défaut est retrouvé chez les patients 

atteints de SMC (Syndromes Myasthéniques Congénitaux) présentant une mutation de GFPT1 (Senderek 

et al., 2011). D’autre part, la présence de SNP au niveau du 3’-UTR (rs7725) ou de l’exon 14 (substitution 

Ile471Val, rs2303007) est associée au DT2 dans la population Caucasienne (Zhang et al., 2004).  

 
La GNPNAT (EC :2.3.1.4) est une autre enzyme clé de la voie HBP (Figure 38). Chez l’Homme, elle est 

codée par le gène GNPNAT localisé sur le chromosome 14 (en position 14q22.1). Il s’agit d’un 

homodimère associé à la membrane plasmique et, constitué d’un domaine N-ter de liaison à la 

GlcN-6-P et d’un domaine C-ter de liaison à l’acétyl-CoA (Boehmelt, Fialka, et al., 2000). Le KO de 

GNPNAT dans les cellules ES murines entraîne la mort de l’embryon à 7,5 jours de gestation. Les cellules 

présentent alors une diminution des niveaux de O-GlcNAcylation globale et, une perturbation de la 

prolifération et de l’adhésion cellulaires (Boehmelt, Wakeham, et al., 2000).  

 
Enfin, la PGM3 (EC :5.4.2.3) (Figure 38) est codée par le gène PGM3 localisé sur le chromosome 6 (en 

position 6q14.1-q14.2). Elle est formée de quatre domaines : un domaine catalytique et trois domaines 

de liaison au Mg2+ (Magnésium II), au GlcNAc-6-P et au phosphate respectivement. Le KO de PGM3 

entraine la diminution du niveau d’UDP-GlcNAc et la mort des embryons murins entre 3,5 et 6,5 jours. 

Le knock-down de PGM3 conduit, quant à lui, à des souris viables mais avec des défauts 

hématologiques et de fertilité (Greig et al., 2007). 

 

5. Méthodes d’étude des protéines O-GlcNAcylées 

5.1. Régulation du niveau de O-GlcNAcylation globale 

La compréhension des fonctions biologiques de la O-GlcNAcylation sur les protéines cibles et 

son impact sur les mécanismes cellulaires fondamentaux a nécessité le développement d’outils de 

régulation des enzymes de la voie HBP, de l’OGT et de l’OGA. Ainsi, l’inactivation des enzymes de la 

voie HBP ou de l’OGT diminue le niveau de O-GlcNAcylation globale alors que celle de l’OGA 

l’augmente. A l’échelle de l’organisme, les KO constitutifs de l’OGT, l’OGA, GFPT1, GNPNAT et PGM3 

sont létaux. En revanche, il est possible de réaliser des KO tissus spécifiques (O’Donnell et al., 2004; 

Stichelen et al., 2017; Issop et al., 2018). Enfin, l’utilisation d’inhibiteurs permet d’étudier le rôle de la 

O-GlcNAcylation sans affecter le niveau d’expression des enzymes et en conservant leurs activités non 

catalytiques.  
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5.1.1. Inhibiteurs de l’OGT 

5.1.1.1. Composés naturels 

Comme décrit précédemment, l’OGT est inhibée par l’UDP-GlcNAc ainsi que par l’UDP/UTP 

(concentrations inhibitrices médianes (IC50, half maximal Inhibitory Concentration) respectivement de 

0,18 µM et 0,20 µM). L’UDP-GalNAc, l’UMP et le NaCl (Chlorure de sodium)/KCl (Chlorure de 

potassium) sont de moins puissants inhibiteurs (IC50 de 16 µM, 19 µM et 50 mM) (Haltiwanger et al., 

1992; Marshall et al., 2003). Néanmoins, le fait que ces composés soient incapables de pénétrer dans 

la cellule et qu’ils soient substrats d’une multitude d’enzymes a incité au développement d’inhibiteurs 

pharmacologiques spécifiques de l’OGT. 

 
5.1.1.2. Alloxane 

Historiquement, l’alloxane (2, 4, 5, 6,-tétraoxypyrimidine) (Figure 39) a été le premier 

inhibiteur pharmacologique de l’OGT (IC50 de 18 µM) (Konrad et al., 2002; Dorfmueller et al., 2011). Il 

s’agit d’un analogue de l’uracile utilisé comme agent diabétogène. Il est incorporé dans la cellule par 

un transporteur GLUT (Elsner et al., 2002) et il est suggéré qu’il entre directement en compétition avec 

l’UDP-GlcNAc au niveau du domaine CDII de l’OGT (Dorfmueller et al., 2011). Néanmoins, l’alloxane 

est une molécule chimiquement instable (demi-vie de 1,5 minutes à pH 7,4 et à 37°C) (Lenzen and 

Munday, 1991) qui présente une faible spécificité puisqu’elle inhibe également la GK (GlucoKinase) et 

l’OGA (Lenzen et al., 1987; Lee et al., 2006). De plus, il induit une forte toxicité cellulaire notamment 

par la génération de ROS (Zhang et al., 1992). Ces observations ont limité son utilisation et ont incité 

au développement d’autres inhibiteurs pharmacologiques basés sur la structure de l’UDP-GlcNAc.  

 
5.1.1.3. Mimétiques de l’Uridine DiPhosphate (UDP)-GlcNAc  

UDP-1-désoxy-1-Thio-GlcNAc (UDP-S-GlcNAc) 

Le remplacement de l’atome d’oxygène endocyclique glycosidique de l’UDP-GlcNAc par un 

atome de soufre (UDP-S-GlcNAc) (Figure 39) lui confère une résistance à l’hydrolyse enzymatique et 

chimique. Malgré une efficacité démontrée in vitro (IC50 de 93 µM) (Dorfmueller et al., 2011), l’activité 

de l’UDP-S-GlcNAc est limitée in cellulo du fait de sa faible incorporation cellulaire. Afin d’assurer la 

perméabilité cellulaire, l’inhibiteur doit posséder une polarité et une charge minimales.  

 
1,3,4,6-tétra-O-acétyl-2-désoxy-5-Thio-GlcNAc (Ac4-5S-GlcNAc) 

Ainsi, Gloster et collaborateurs (2011) ont synthétisé l’Ac4-5S-GlcNAc (1,3,4,6-tétra-O-acétyl-

2-désoxy-5-Thio-GlcNAc) (Figure 39) (IC50 de 5 µM in cellulo) qui pénètre plus facilement dans la cellule 

car plus lipophile. L’Ac4-5S-GlcNAc est ensuite désacétylé par des estérases, puis phosphorylé en 

5S-GlcNAc-6P par la NAGK dans la voie de sauvetage HBP. Il sera ensuite isomérisé en 5S-GlcNAc-1P 

puis activé afin de donner l’UDP-5S-GlcNAc (Gloster et al., 2011).  
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Or, l’UDP-5S-GlcNAc est utilisé 3 200 fois moins rapidement par l’OGT que son analogue UDP-GlcNAc 

(Lazarus et al., 2012) et l’OGA hydrolyse le résidu 5S-GlcNAc 5 fois moins efficacement que le GlcNAc 

(Gloster et al., 2011). Ces résultats suggèrent que l’effet inhibiteur de l’UDP-5S-GlcNAc provient du fait 

qu’il encombre le site catalytique de l’OGT et le rend inaccessible au substrat naturel UDP-GlcNAc. Il 

est cependant à noter que ces molécules, tout comme le BADGP (Benzyl-2-Acétamido-2-Désoxy-α-D-

GalactoPyranoside), peuvent également inhiber d’autres GT participant aux glycosylations complexes 

et utilisant l’UDP-GlcNAc ou son épimère UDP-GalNAc comme nucléotide-sucre donneur (Hennebicq-

Reig et al., 1998; Dorfmueller et al., 2011). A l’heure actuelle, l’Ac4-5S-GlcNAc demeure l’inhibiteur 

pharmacologique de l’OGT le plus utilisé malgré la découverte récente d’autres petites molécules 

inhibitrices. 

 
5.1.1.4. Petites molécules inhibitrices 

Dérivé de BenZoXazolinone (BZX) 

Afin d’identifier des petites molécules inhibitrices de l’OGT, l’équipe de Walker a utilisé la méthode 

de criblage à haut débit (HTS, High-Throughput Screening) par polarisation de fluorescence de 64 000 

composés. Elle a notamment identifié un dérivé de BZX (BenZoXazolinone, 4-méthoxyphényl 6-acétyl-2-

oxobenzo[d]oxazole-3(2H)-carboxylate, IC50 de 10 µM) (Figure 39) (Gross et al., 2005). Cet isostère 

disphosphate est un inhibiteur covalent irréversible de l’OGT dont l’activité a été observée sur l’ovocyte de 

xénope (Dehennaut et al., 2007) ainsi que sur la lignée mammaire MCF-10A (Caldwell et al., 2010). 

 
ES1 et UDP-ES1 

Worth et collaborateurs (2019) ont très récemment synthétisé un autre inhibiteur covalent, 

ES1 (1,3,4,6-tétra-O-acétyl-2-[[(2E)-1-oxo-4-chloro-2-butèn-1-yl]amino]-2-désoxy-5-thio-α-D-glucose) 

(Figure 39), qui traverse la membrane plasmique et interagit spécifiquement avec le résidu Cys917 non 

conservé de l’OGT. Ainsi, il a été montré qu’il ne modifie pas le profil des O-glycanes et N-glycanes des 

cellules cancéreuses mammaires MCF-7. De plus, cette équipe a également synthétisé l’analogue 

UDP-ES1 (Figure 39) qui inhibe spécifiquement l’OGT in vitro avec une efficacité Kinact/Ki de 0,06 µM-1 

min-1 (Worth et al., 2019).  

 
OGT with a Small Molecular Inhibitor 1 (OSMI-1) 

La méthode HTS a également permis d’identifier OSMI-1 (OGT with a Small Molecule 

Inhibitor 1, αR-[[(1,2-dihydro-2-oxo-6-quinolinyl)sulfonyl]amino]-N-(2-furanylméthyl)-2-méthoxy-N-

(2-thiénylméthyl)-benzèneacétamide, IC50 de 2,7 µM) (Figure 439). Cette petite molécule inhibitrice 

de la classe des Q6S (Quinolinone-6-Sulfonamides) n’altère pas les glycosylations membranaires 

complexes. En revanche, malgré que la membrane plasmique lui soit perméable, elle est relativement 

large, a une faible solubilité aqueuse et induirait une toxicité limitant son activité in cellulo (Ortiz-Meoz 

et al., 2015). 
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Figure 39 : Inhibiteurs de l’OGT. Les inhibiteurs de l’OGT regroupent des analogues de son substrat 

(UDP-GlcNAc) et de ses précurseurs (uracile et GlcNAc) ou encore des petites molécules inhibitrices. 

Ac4-5S-GlcNAc : 1,3,4,6-tétra-O-acétyl-2-désoxy-5S-GlcNAc ; Ala : Alanine ; BADGP : Benzyl-2-Acétamido-2-
Désoxy-α-D-GalactoPyranoside ; BZX : BenZoXazolinone ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; Goblin 1 : OGT’ 
bisubstrate-linked inhibitor 1 ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; OSMI-1 : OGT with a Small Molecule Inhibitor 1 ; 
Pro : Proline ; S-GlcNAc : Thio-GlcNAc ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine ; UDP : Uridine DiPhosphate ; Val : Valine. 
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L01 

Très récemment et à partir d’un criblage virtuel basé sur la structure d’environ 61 000 

composés, Liu et collaborateurs (2017) ont identifié la première petite molécule inhibitrice naturelle 

de l’OGT, L01 (Figure 39) (IC50 de 21 µM), extrait de la noix de cajou produit de l’anacardier 

(Semecarpus anacardium). Il s’agit d’un dérivé amentoflavone qui se lie au domaine CDII de l’OGT et 

dont l’activité in cellulo et in vivo n’affecte pas les glycanes de surface et ne produit qu’une faible 

toxicité (Liu et al., 2017).  

  
Inhibiteurs d’OGT bi-substrats (OGT’s bisubstrate-linked inhibitor, goblin) 

Enfin, des inhibiteurs d’OGT bi-substrats (goblin, OGT’ bisubstrate-linked inhibitor) goblin 1 et 

2 (Figure 39) (IC50 de 18 µM et 40 µM respectivement) ont été synthétisés en couplant un peptide 

accepteur Val-Thr-Pro-Val-Ser-Thr-Ala à l’UDP avec un petit espaceur qui remplace le motif GlcNAc du 

substrat donneur. La limitation actuelle de ces composés est le manque de perméabilité cellulaire 

(Borodkin et al., 2014). 

 
5.1.2. Inhibiteurs de l’OGA 

5.1.2.1. PUGNAc 

Le PUGNAc (O-(2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosylidène)amino-N-phénylcarbamate) 

(Figure 40) est historiquement le premier inhibiteur décrit de l’OGA (Dong and Hart, 1994). Il s’agit 

d’un inhibiteur général des β-N-acétylglucosaminidases comprenant l’OGA mais également les HexA 

et HexB lysosomales (Beer et al., 1990) (IC50 de 0,05 µM et ratio de sélectivité HexA/B/OGA de 1 in 

vitro) (Dorfmueller and van Aalten, 2010). L’inhibition des hexosaminidases par le PUGNAc altère le 

catabolisme des N-glycoprotéines et provoque l’accumulation d’oligosaccharides libres dans les 

cellules ovariennes de hamster CHO (Mehdy et al., 2012). En plus de manquer de spécificité, le PUGNAc 

ne traverse pas la barrière hémato-encéphalique (Zou et al., 2007) et ne peut atteindre le cerveau où 

l’OGA est la plus exprimée (Gao et al., 2001).  

 
5.1.2.2. STreptoZotocine (STZ) 

La STZ (STreptoZotocine, 2-désoxy-2-[[(méthylnitrosamino)carbonyl]amino]-D-glucopyranose) 

(Figure 40) est une molécule méthylnitrosourée analogue de la GlcNAc utilisée comme agent diabétogène 

(Roos et al., 1998). Dans les cellules β pancréatiques, la STZ pénètrerait via un transporteur GLUT, produirait 

du NO et provoquerait des dommages à l’ADN. Elle induirait ainsi leur mort cellulaire par apoptose et un 

DT1 (Bennett and Pegg, 1981; Elsner et al., 2000). La STZ est, par ailleurs, un inhibiteur modeste de l’OGA 

(IC50 de 1 500 µM et ratio de sélectivité HexA/B/OGA de 30) (Dorfmueller and van Aalten, 2010). L’OGA lie 

la STZ dans son site actif et la convertit en un composé, énergétiquement plus stable, analogue de l’état de 

transition de son ligand naturel énergétiquement plus stable. Ainsi, la STZ agit en encombrant le site actif 

de l’OGA, de ce fait l’hydrolyse des résidus O-GlcNAc est altérée (C. Toleman et al., 2006).  
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Figure 40 : Inhibiteurs de l’OGA. Les inhibiteurs de l’OGA regroupent des analogues de son substrat 

(GlcNAc) et de l’intermédiaire oxazoline. 

Asp : Aspartate ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; NAG-thiazoline : N-Acétyl-Glucosamine-thiazoline ; OGA : 
β-O-GlcNAcAse ; Ser : Sérine ; STZ : STreptoZotocine ; Thr : Thréonine. 
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5.1.2.3. Inhibiteurs thiazolines 

N-Acétyl-Glucosamine-thiazoline (NAG-thiazoline) et NButGT 

La NAG-thiazoline (N-Acétyl-Glucosamine-thiazoline ; 1,2-didésoxy-2’-méthyl-α-D-

glucopyranoso-[2,1-d]-Δ2’-thiazoline) (Knapp et al., 1996) et son dérivé NButGT (1,2-didésoxy-2’-propyl-

α-D-glucopyranoso-[2,1-d]-Δ2’-thiazoline) (Macauley et al., 2005) (Figure 40) sont d’autres analogues de 

l’intermédiaire bicyclique de type oxazoline qui se lient au site actif de l’OGA (IC50 de 0,07 µM et 0,23 µM 

et, ratio de sélectivité HexA/B/OGA de 1 et 1 500 respectivement) (Macauley et al., 2005). Bien que le 

NButGT ait une bonne sélectivité, sa stabilité chimique en solution aqueuse est limitée (Yuzwa et al., 

2008).  

 

Thiamet-G 

Yuzwa et collaborateurs (2008) se sont inspirés de ces inhibiteurs pour synthétiser le dérivé 

aminothiazoline Thiamet-G (3aR,5R,6R,7R,7aR)-2-(éthylamino)-3a,6,7,7a-tétrahydro-5-

(hydroxyméthyl)-5H-pyrano[3,2-d]thiazole-6,7-diol) (Figure 40), d’IC50 de 0,02 µM et de ratio de 

sélectivité HexA/B/OGA de 37 000. Comparé au NButGT, la basicité du groupement aminothiazoline 

du Thiamet-G augmente sa stabilité chimique au delà de 9 jours en solution aqueuse et à température 

ambiante. Ainsi, le Thiamet-G est l’inhibiteur de l’OGA le plus utilisé in vitro mais également in vivo 

puisqu’il présente une excellente sélectivité, est biodisponible oralement et est capable de traverser 

la barrière hémato-encéphalique (Yuzwa et al., 2008).  

 
Dérivé 2’-aminopropylthiazoline 

Plus récemment, Cekic et collaborateurs (2016) ont synthétisé un dérivé 

2’-aminopropylthiazoline (Figure 40) qui représente l’inhibiteur de l’OGA le plus sélectif synthétisé à 

ce jour (IC50 de 0,002 µM et ratio de sélectivité HexB/OGA de 1 850 000) (Cekic et al., 2016). 

 
5.1.2.4. GlcNAcstatines 

En parallèle, les GlcNAcstatines sont une classe d’inhibiteurs d’OGA découverte et optimisée 

par Dorfmueller et collaborateurs (2006) (Dorfmueller et al., 2006). Elles sont des dérivés 

gluco-configurés de la nagstatine (tétrahydroimidazol[1,2-α]pyridine), une molécule naturelle isolée 

d’un bouillon de fermentation de Streptomyces amakuscaensis et qui possède une activité inhibitrice 

des hexosaminidases lysosomales (Aoyama et al., 1992). Ainsi, la GlcNAcstastine G ((E)-N-

((2S,3S,4aR,5S,10R,10aR)-2,3-diméthoxy-2,3-diméthyl-7-phenéthyl-10-

(((triisopropylsilyl)oxy)méthyl)-2,3,4a,5,10,10a-hexahydro-[1,4]dioxino[2,3-d]imidazo[1,2-a]pyridine-

5-yl)penta-2,4-diénamide) (Figure 40) est un puissant inhibiteur de l’OGA (IC50 de 0,004 µM et ratio de 

sélectivité HexA/B/OGA de 900 000). Néanmoins, malgré qu’elle soit diffuse à travers la membrane 

plasmique, la GlcNAcstatine G possède une faible solubilité aqueuse et sa synthèse est compliquée 

(Borodkin and van Aalten, 2010; Dorfmueller et al., 2010). 
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Figure 41 : Inhibiteurs de la Glutamine : Fructose-6-phosphate AmidoTransférase (GFAT). Les 

inhibiteurs de la GFAT regroupent des analogues de son substrat (Gln) et des petites molécules 

inhibitrices. 

Azasérine : O-(2-diazoacétyl)-L-sérine ; DON : 6-Diazo-5-OxoNorleucine ; Fru-6-P : Fructose-6-Phosphate ; 
GFAT : Gln:Fru-6-P AmidoTransférase ; GlcN-6-P : Glucosamine-6-Phosphate ; Gln : Glutamine ; Glu : Glutamate. 
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5.1.3. Inhibiteurs de la Glutamine : Fructose-6-phosphate 

AmidoTransférase (GFAT) 

La GFAT est l’enzyme clé de la voie HBP. C’est l’enzyme limitante dans la synthèse du produit 

final de cette voie, l’UDP-GlcNAc, et par conséquent son activité se reflète très largement sur les 

niveaux de O-GlcNAcylation globale. Ainsi, deux analogues structuraux de la Gln, l’azasérine 

(O-(2-diazoacétyl)-L-sérine, IC50 de 1,3 µM) (Figure 42) et le DON (6-Diazo-5-OxoNorleucine) 

(Figure 41), sont des inhibiteurs compétitifs et non métabolisables de la GFAT (Marshall et al., 1991b). 

Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques de la GFAT car ils inhibent également l’ensemble des 

amidotransférases et affectent les voies de biosynthèse des acides nucléiques (Barclay et al., 1962; 

Miller-Patrick et al., 1993).  

 
Au cours d’une analyse HTS, Bobzin et collaborateurs (2000) ont identifié le premier inhibiteur de la 

GFAT non dérivé d’un acide aminé et naturel, l’aaptamine (Figure 41) (IC50 de 120 µM). Il s’agit d’un 

alcaloïde 1H-benzo[de][1,6]-naphtyridine extrait de l’éponge Aaptos sp. (Bobzin et al., 2000). 

Ultérieurement, Qian et collaborateurs (2011) ont synthétisé le composé RO0509347 (Figure 41) 

(IC50 de 1 µM), un dérivé 1-arylcarbonyl-6,7-diméthoxyisoquinoline. C’est un inhibiteur réversible qui 

traverse la membrane plasmique et présente une faible clairance et une bonne biodisponibilité orale 

in vivo (Qian et al., 2011). 

 

5.2. Enrichissement, détection et identification des protéines O-GlcNAcylées 

Initialement, la O-GlcNAcylation a été mise en évidence à la surface des lymphocytes murins 

(Torres and Hart, 1984). C’est l’utilisation combinée de GalT (GalactosylTransférase) bovine 

imperméante et du nucléotide-sucre UDP-[3H]-Gal qui a permis de marquer les résidus GlcNAc 

terminaux de protéines membranaires. L’analyse des produits de β-élimination des glycanes ainsi 

marqués révélera l’existence de Gal1,4GlcNAcitol, preuve de l’abondance de la O-GlcNAcylation dans 

ce modèle cellulaire. Des études complémentaires réalisées sur du foie de rat et publiées deux années 

plus tard démontreront que ce type de glycosylation est présent au sein même de la cellule et en 

particulier dans les fractions nucléaire et soluble (Holt and Hart, 1986). L’étude de cette MPT reste 

difficile du fait de son dynamisme, de sa sub-stœchiométrie et de sa labilité nécessitant le 

développement de nouveaux outils. L’utilisation d’anticorps, de lectines et de la chimie-click permet 

la détection et l’enrichissement des protéines O-GlcNAcylées, la spectrométrie de masse quant à elle 

permet la détection et l’identification des résidus O-GlcNAcylés. 

 
5.2.1. Anticorps 

Les anticorps RL2 et CTD110.6 sont les plus fréquemment utilisés pour l’enrichissement des 

protéines O-GlcNAcylées par IP (ImmunoPrécipitation) et leur détection par immunoblotting ou IF 

(ImmunoFluorescence) in cellulo. L’anticorps monoclonal RL2 a initialement été identifié pour 
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reconnaître le résidu O-GlcNAc et une partie peptidique adjacente (Holt, Snow, et al., 1987) des 

protéines du pore nucléaire de foie de rat (Snow et al., 1987). Bien que moins sensible, le RL2 présente 

moins de problèmes de spécificité que l’anticorps monoclonal CTD110.6. Le CTD110.6, développé 

beaucoup plus tard que le RL2, est dirigé quant à lui contre le motif O-GlcNAc du domaine CTD (C-Ter 

Domain) de la Pol II murine (Comer and Hart, 2001) (Figure 42). La fiabilité de l’anticorps CTD110.6 a 

été remise en doute. En effet, cet anticorps reconnait également les épitopes N-GlcNAcβ(1-4)GlcNAc 

induits par la déprivation en glucose (Isono, 2011; Reeves et al., 2014) ou encore les GlcNAc terminaux 

des glycoprotéines à la surface cellulaire (Tashima and Stanley, 2014). Il est donc préconisé de réaliser 

un pré-traitement à la PNGase F (Peptide-N-Glycosidase F) avant d’utiliser cet anticorps afin d’éliminer 

les N-glycanes. Enfin, plus récemment, les anticorps monoclonaux 18B10.C7, 9D1.E4 et IF5.D6 ont été 

générés (Teo et al., 2010). Pour ce faire, les auteurs ont combiné la technologie des hybridomes à la 

méthodologie immunogène à trois composants : un peptide O-GlcNAcylé dérivé de CK2α, l’épitope du 

CMH II (Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe II) murin et un agoniste du récepteur TLR2 

(Toll-Like Receptor 2). Ces anticorps ont permis l’identification de plus de 200 nouvelles protéines 

O-GlcNAcylées de mammifères mais restent peu utilisés (Teo et al., 2010) (Figure 42). 

 
5.2.2. Lectines 

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines essentiellement d’origine végétale 

capables de reconnaitre des glycanes plus ou moins sélectivement. Les lectines de germe de blé 

(Triticum vulgaris) (WGA, Wheat Germ Agglutinin), de Griffonia simplicifolia (GSL-II, Griffonia 

Simplicifolia Lectin-II), d’Agrocybe aegerita (AAL-2, Agrocybe Aegerita Lectin 2) et de Psathyrella 

velutina (PVL, Psathyrella Velutina Lectin) ou encore les lectines synthétiques sont utilisées pour 

enrichir les protéines O-GlcNAcylées par chromatographie d’affinité, ou pour les détecter à la manière 

d’un anticorps en immunoblotting ou in cellulo par IF (Figure 42).  

 
Historiquement, le couplage de la WGA au FITC (Fluorescein IsoThioCyanate) a été la première 

méthode utilisée pour localiser par fluorescence les protéines O-GlcNAcylées des chromosomes 

polytènes de glandes salivaires de drosophile (Kelly and Hart, 1989). La WGA reconnait les résidus 

β-GlcNAc internes ou terminaux non réducteurs mais également les acides sialiques, son utilisation 

nécessite de ce fait quelques précautions. Ainsi, pour l’étude des protéines O-GlcNAcylées, il est 

préférable d’utiliser la forme succinylée de la WGA (sWGA, succinyl-WGA) qui évite la reconnaissance 

des acides sialiques par répulsion électrostatiques des charges négatives (Monsigny et al., 1979) 

(Figure 42). 
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Figure 42 : Techniques d’enrichissement, de détection et d’identification des protéines 

O-GlcNAcylées. Les anticorps, les lectines et la chimie-click permettent d’enrichir les protéines 

O-GlcNAcylées par IP ou chromatographie d’affinité et de les détecter par immunobloting ou IF. Les 

sites O-GlcNAcylés peuvent être prédits par différents algorithmes et identifiés par spectrométrie de 

masse. 

AAL-2 : Agrocybe Aegerita Lectin 2 ; BEMAD : β-Elimination followed by Michael Addition of DTT ; LC-MS/MS : 
Liquid Chromatography tandem-Mass Spectrometry ; CID : Collision Induced Dissociation ; CTD : 
Carboxy-Terminal Domain ; DTT : DiThioThréitol ; ECD : Electron Capture Dissociation ; ETD : Electron Transfer 
Dissociation ; G : GlcNAc ; GalNAz : N-azidoAcétylGalactosamine ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GSL-II : 
Griffonia Simplicifolia Lectin II ; IF : ImmunoFluorescence ; IP : ImmunoPrécipitation ; Leu : Leucine ; 
O-GlcNAcPRED ; PEG : PolyEthylène Glycol ; PGlcS : Prediction of O-GlcNAcylated Sites ; PVL : Psathyrella 
Velutina Lectin ; Ser : Sérine ; sWGA : succinyl-WGA ; Thr : Thréonine ; Tyr : Tyrosine ; UDP : Uridine 
DiPhosphate ; WGA : Wheat Germ Agglutinin. 
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La lectine végétale GSL-II reconnait les résidus GlcNAc terminaux non réducteurs de manière Ca2+ (Calcium 

(II))-dépendante (Jiang et al., 2012). La lectine fongique AAL-2 reconnait les résidus α-GlcNAc et β-GlcNAc 

internes ou terminaux non réducteurs et possèderait une affinité plus importante pour ces résidus que la 

WGA ou la GSL-II (Jiang et al., 2012). La PVL est une autre lectine fongique qui lie également les résidus 

GlcNAc internes ou terminaux non réducteurs et le Neu5Ac (acide N-AcétylNeuraminique). Elle possède 

une spécificité et une structure similaire à l’AAL-2 avec 6 sites de liaison aux glycanes (Cioci et al., 2006). De 

manière intéressante, la lectine PVL recombinante (rPVL, recombinant PVL) présente une affinité plus forte 

pour le résidu GlcNAc que pour le Neu5Ac (Machon et al., 2017) (Figure 42). Enfin, des lectines synthétiques 

polycycliques ont été récemment synthétisées à partir de l’association d’un pyrène tétramine et d’un 

espaceur de type isophtaloyle et, présentent une affinité 25 fois plus importante pour le motif β-GlcNAc 

que la WGA (Rios et al., 2016) (Figure 42). 

 
5.2.3. Chimie-click 

La chimie-click fait intervenir l’enzyme GalT1 mutée par substitution Tyr289Leu (Ramakrishnan 

and Qasba, 2002). Cette mutation lui confère la capacité de transférer un Gal modifié par le 

groupement non naturel azido GalNAz (N-azidoAcétylGalactosamine) à partir de l’UDP-GalNAz sur un 

résidu GlcNAc terminal. Ce transfert est suivi d’une réaction biorthogonale consistant à la cycloaddition 

chimique du groupement azido du GalNAz et du groupement alcyne porté par une biotine ou une 

molécule fluorescente. Cette réaction chimio-enzymatique spécifique permet donc l’enrichissement 

des protéines O-GlcNAcylées à partir d’un extrait protéique par chromatographie d’affinité ainsi que 

leur détection par immunobloting. La chimie-click peut également être utilisée pour visualiser in cellulo 

les protéines glycosylées par traitement et incorporation métabolique d’Ac4GlcNAz 

(N-azidoAcétylGlucosamine peracétylée). En effet, ce monosaccharide modifié pénètre dans la cellule 

puis est désacétylé dans le cytoplasme afin d’intégrer la voie de sauvetage de l’UDP-GlcNAc et former 

de l’UDP-GlcNAz (Vocadlo et al., 2003). Enfin, afin de déterminer la stœchiométrie de la 

O-GlcNAcylation, la chimie-click peut être suivie d’un marquage avec du PEG (PolyEthylène Glycol), 

une molécule soluble chimiquement inerte et de masse moléculaire définie de l’ordre du kDa. Ainsi, 

une unique molécule de PEG se fixe sur un résidu GlcNAc et l’augmentation subséquente de la masse 

moléculaire de la protéine O-GlcNAcylée est alors visible et quantifiable par la présence d’un shift 

moléculaire en immunoblotting (Rexach et al., 2010) (Figure 42). 

 
5.2.4. Algorithmes de prédiction des sites O-GlcNAcylés 

Il est également possible de prédire informatiquement les sites O-GlcNAcylés à l’aide 

d’algorithmes plus ou moins puissants notamment basés sur les séquences glycosylées déjà identifiées. 

A l’heure actuelle, ces algorithmes incluent YinOYang (Gupta and Brunak, 2002), O-GlcNAcScan (Wang 

et al., 2011), O-GlcNAcPRED-I et -II (Jia et al., 2013; Jia et al., 2018) ou encore PGlcS (Prediction of 

O-GlcNAcylated Sites) (Zhao et al., 2015) (Figure 42). 



 

154 

5.2.5. Spectrométrie de masse 

La O-GlcNAcylation est une modification neutre sub-stœchiométrique de 203 Da dont la liaison 

glycosidique avec l’acide aminé Ser ou Thr présente une forte labilité chimique et enzymatique (Kim, 

2011). Pour s’affranchir de ces limitations, il est préférable de coupler une des techniques 

d’enrichissement des protéines O-GlcNAcylées préalablement citées à la spectrométrie de masse de 

type LC-MS/MS (Chalkley and Burlingame, 2003). Cette technique permet d’identifier les protéines et 

les sites occupés par une HexNAc (N-AcétylHexosamine) de 203 Da (GlcNAc ou GalNAc) ; il sera donc 

nécessaire de confirmer la présence spécifique de O-GlcNAcylation par une méthode d’identification 

alternative. Par la suite, la mutation des sites O-GlcNAcylés permet de déterminer leur rôle sur les 

propriétés de la protéine cible et leur impact sur les mécanismes cellulaires (Figure 42).  

 
En raison de la labilité de la liaison glycosidique, une technique d’ionisation douce telle que la 

dissociation par transfert (ETD, Electron Transfer Dissociation) ou capture d’électrons (ECD, Electron 

Capture Dissociation) est alors préférée à la dissociation induite par collision (CID, Collision Induced 

Dissociation). En effet, contrairement à la méthode conventionnelle CID, l’ETD et l’ECD induisent la 

fragmentation des protéines O-GlcNAcylées le long de l’axe peptidique en préservant la liaison 

glycosidique. Néanmoins, l’ETD présente une faible efficacité de fragmentation, ce qui limite 

l’efficacité d’identification des sites O-GlcNAcylés (Guthals and Bandeira, 2012) (Figure 42).  

 
Il est possible d’utiliser la technique de BEMAD (β-Elimination followed by Michael Addition of DTT 

(DiThioThreitol)) afin de remplacer la liaison peptide-GlcNAc labile par une liaison peptide-DTT stable 

conservée au cours de l’ionisation CID (Wells, Vosseller, et al., 2002). La β-élimination libère les résidus 

O-liés de l’axe polypeptidique résultant en un groupement α,β-insaturé pouvant être lié par le DTT. 

Néanmoins, cette technique peut induire une dégradation du squelette peptidique et une perte de 

données de séquence (Hahne et al., 2013). De plus, d’autres MPT telles que la phosphorylation sont 

réactives au BEMAD, il est donc nécessaire de réaliser un traitement à la phosphatase alcaline 

(Figure 42).  

 

6. Régulation des propriétés protéiques par O-GlcNAcylation 

6.1. Dialogue entre O-GlcNAcylation et phosphorylation 

La O-GlcNAcylation et la phosphorylation sont deux MPT qui partagent de nombreux points 

communs. D’une part, elles modifient, de manière dynamique et réversible, le groupement hydroxyle 

des acides aminés Ser et Thr des protéines cibles cytoplasmiques, nucléaires et mitochondriales. 

D’autre part, elles dépendent du métabolisme cellulaire puisque la synthèse de leur substrat donneur, 

l’UDP-GlcNAc et l’ATP respectivement, reflète respectivement les états nutritionnel et énergétique. Il 

est ainsi considéré que la O-GlcNAcylation est l’équivalent « sucré » de la phosphorylation.  
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Les principales différences entre ces MPT sont que la O-GlcNAcylation est une modification non 

chargée et que sa dynamique est catalysée uniquement par l’OGT et l’OGA. Les mécanismes de 

phosphorylation apportent une charge anionique aux protéines cibles et sont catalysés par plus de 500 

kinases et 150 phosphatases (Manning et al., 2002). De manière intéressante, l’ensemble des protéines 

O-GlcNAcylées identifiées à ce jour sont également phosphorylées et plusieurs études révèlent un 

dialogue complexe entre ces deux MPT (Figure 43).  

 
Tout d’abord, plusieurs études montrent que ces deux MPT peuvent s’exclure mutuellement. En effet, 

la O-GlcNAcylation globale des protéines est diminuée en réponse à l’inhibition des phosphatases 

(Lefebvre et al., 1999; Wang et al., 2008) mais est augmentée en retour à l’inhibition des kinases PKA 

et PKC (Griffith and Schmitz, 1999). Réciproquement, la phosphorylation globale est diminuée par 

surexpression de l’OGT ou inhibition pharmacologique de l’OGA (Wang et al., 2008; Wang, Udeshi, 

Slawson, et al., 2010). Néanmoins, cette observation globale ne peut être généralisée à toutes les 

protéines ciblées par ces MPT. En effet, Wang et collaborateurs (2007) montrent dans les fibroblastes 

COS-7 que l’inhibition de la kinase GSK3-β augmente la O-GlcNAcylation de certaines protéines 

chaperonnes (Hsp90β) ou du cytosquelette (vimentine) mais diminue celle de facteurs de transcription 

(HCF-1) ou des protéines interagissant avec l’ARN (hnRNP-C) (Z. Wang et al., 2007). De même, l’analyse 

du phosphoprotéome des cellules HeLa montre que la surexpression de l’OGT induit la diminution de 

plus de 50% de la phosphorylation sur 17% des sites analysés mais également son augmentation de 

plus de 200% sur 7% des sites (Wang, Udeshi, Slawson, et al., 2010). Ainsi, la O-GlcNAcylation et la 

phosphorylation ne sont pas toujours exclusives mais peuvent être également coopératives 

(Figure 43). 

 
O-GlcNAcylation et phosphorylation peuvent entrer en compétition sur un même résidu Ser ou Thr de 

la protéine cible. C’est le cas, par exemple, de la Thr58 de c-Myc (Chou et al., 1995), la Ser16 du récepteur 

aux œstrogènes β (ERβ, Estrogen Receptor β) (Cheng and Hart, 2001), la Ser1177 d’eNOS (endothelial 

NO Synthase) (Federici et al., 2002), la Ser10 de l’histone H3 (Kaleem et al., 2008), la Ser10 de la 

Δ-lactoferrine (Hardivillé et al., 2010), la Ser473 de AKT (Kang et al., 2008), la Thr41 de la β-caténine 

(Olivier-Van Stichelen et al., 2014), les Ser2, Ser5 et Ser7 de Pol II (Kelly et al., 1993; Ranuncolo et al., 

2012; Lewis et al., 2016) ou encore la Thr410 de PKCζ (Miura et al., 2018). Par encombrement stérique 

ou par modification des charges de surface, ces deux MPT peuvent également s’exclure mutuellement 

sur des sites distincts, souvent séparés par un maximum de 10 acides aminés. Cette régulation a été 

démontrée, par exemple, lorsque la O-GlcNAcylation et la phosphorylation ciblent respectivement la 

Ser149 et la Thr155 de p53 (W.H. Yang et al., 2006), les Thr57/Ser58 et la Thr200 de CAMKIV (Dias et al., 

2009), la Ser347 et la Thr344 de CK2α (Tarrant et al., 2012), les Thr305/Thr312 et la Thr308 de AKT (Wang et 

al., 2012) ou encore les Ser219/Thr239/Thr241 et la Ser51 d’eIF2α (eukaryotic Initiation Factor 2 subunit α) 

(Jang et al., 2015) (Figure 43).  
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Figure 43 : Dialogue entre la O-N-AcétylGlucosaminylation (O-GlcNAcylation) et la phosphorylation. 

La O-GlcNAcylation et la phosphorylation peuvent entrer en compétition sur le même site (A), sur des 

sites adjacents (B) ou être coopératives (C).  

CaMKIV : Calcium/CalModulin-dependent protein Kinase IV ; CK2α : Casein Kinase 2α ; eIF2α : eukaryotic 
Initiation Factor2α ; eNOS : endothelial Nitric Oxide Synthase ; ERβ : Estrogen Receptor β ; G : GlcNAc ; GlcNAc : 
N-Acétyl-D-Glucosamine ; IRS-1 : Insulin Receptor Substrate 1 ; K18 : Kératine 18 ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGA : β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p53 : 
protéine de 53 kilodaltons ; Pol II : acide ribonucléique Polymérase II ; PKCζ : Protéine Kinase Cζ. 
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Ce mécanisme de compétition est appelé « Yin Yang », en référence au symbole taoïste de dualité. 

Néanmoins, ces modifications peuvent également coopérer de sorte que la présence de l’une favorise 

l’intervention de l’autre. Ainsi, dans les adipocytes murins 3T3-L1 stimulés par l’insuline, l’inhibition 

pharmacologique de l’OGA par le PUGNAc induit l’augmentation de la O-GlcNAcylation de IRS-1 mais 

également de sa phosphorylation sur les résidus Ser307 et Ser632/635 (X. Yang et al., 2008). D’autre part, 

la O-GlcNAcylation de AKT sur les résidus Thr430 et Thr479 favorise sa phosphorylation sur la Ser473 dans 

des modèles de vaisseaux diabétiques in vitro et in vivo (Heath et al., 2014). Enfin, la glycosylation de 

K18 sur la Ser30 augmente sa phosphorylation sur la Ser33 dans les hépatocytes immortalisés HHL-17 

(Kakade et al., 2016) (Figure 43). 

 
De plus, plusieurs études ont mis en évidence des complexes contenant l’OGT et/ou l’OGA ainsi que 

des kinases et/ou des phosphatases. Ainsi, dans des extraits de cerveau de rat, l’OGT est associée avec 

les phosphatases PP1β (Protein Phosphatase 1 β) et PP1γ dans un complexe stable et actif (Wells et 

al., 2004). D’autre part, l’OGT et l’OGA, complexées avec la kinase AKB (Aurora Kinase B) et la 

phosphatase PP1c, s’assemblent au niveau du « midbody » afin de réguler le statut 

post-transcriptionnel de la vimentine lors de la cytokinèse des cellules HeLa (Slawson et al., 2008; Z. Li 

et al., 2017). Enfin, comme mentionné précédemment, l’OGT et l’OGA sont elles-mêmes les cibles de 

la phosphorylation, en contrepartie de nombreuses kinases et phosphatases sont également 

O-GlcNAcylées (Cheung et al., 2008; Dias et al., 2012). Ainsi, une étude protéomique réalisée à partir 

d’extraits synaptiques a révélé que, contrairement aux phosphatases (8%), les kinases (16%) sont plus 

fréquemment O-GlcNAcylées que les autres classes de protéines (10%) (Trinidad et al., 2012). Ces MPT 

régulent ainsi mutuellement les interactions protéine-protéine, la stabilité, la localisation subcellulaire 

mais également l’activité enzymatique des protéines cibles.  

 

6.2. Régulation des propriétés protéiques 

La O-GlcNAcylation modifie les propriétés de protéines cibles impliquées dans de nombreux 

mécanismes cellulaires fondamentaux. Cette régulation peut se faire directement via le résidu de GlcNAc 

même ou par dialogue entre la O-GlcNAcylation et tout autre MPT telle que la phosphorylation. Dans le 

premier cas comme dans l’autre, c’est généralement la modification de la surface d’interaction entre les 

partenaires qui régit leur association ou leur dissociation (Tarbet et al., 2018). 

 
6.2.1. Interactions protéine-protéine 

Plusieurs études ont révélé que la O-GlcNAcylation de certaines protéines, dont Sp1, empêche 

leur interaction avec leurs partenaires. Au contraire, d’autres études ont mis en évidence que la 

modification d’autres protéines, et notamment PGC-1α, pouvait favoriser leurs interactions protéiques 

(Tarbet et al., 2018). De manière intéressante, la O-GlcNAcylation peut également promouvoir les 

interactions lectiniques avec les protéines de choc thermique telles que Hsp70 et Hsc70 (71 kDa Heat 

shock cognate) (Lefebvre et al., 2001; Guinez et al., 2004, p.20; Guinez et al., 2007). 
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Inhibition 

Le facteur de transcription Sp1 intervient dans la régulation de l’expression de gènes impliqués 

dans la régulation du métabolisme, de la croissance et de la mort cellulaires (Beishline and Azizkhan‐

Clifford, 2015). La O-GlcNAcylation de Sp1 a initialement été identifiée sur la Ser491 au niveau de son 

second domaine de transactivation riche en Gln. Cette glycosylation empêche, in vitro, l’interaction de 

ce domaine avec celui des protéines TAF110 (TATA-box-Associated Factor 110) et holo-Sp1 de 

drosophile. Dans les cellules HeLa, la O-GlcNAcylation de la Ser491 de Sp1 diminue son activité 

transcriptionnelle (Roos et al., 1997). D’autres études ont montré que la O-GlcNAcylation de Sp1 au 

niveau de sa seconde région riche en Ser/Thr (localisée entre les résidus 326Ser-Thr333) inhibe sa liaison 

aux facteurs de transcription Elf1 (E74-like factor 1), Oct1 (Octamer-binding transcription factor 1) ou 

encore SREBP2 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 2). La O-GlcNAcylation empêche ainsi la 

liaison coopérative de Sp1 aux promoteurs de gènes cibles tels que Pem, RNU2 (RNA U2 small nuclear) 

et AceCS1 (Acétyl-CoA Synthétase 1) (Lim and Chang, 2009b; Lim and Chang, 2009a, p.1; Lim and Chang, 

2010). 

 
D’autres protéines perdent également l’interaction avec leurs partenaires une fois O-GlcNAcylées. Ainsi, 

en condition hyperglycémique dans les cellules musculaires de rat VSMC, la O-GlcNAcylation de la Thr352 

de la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-кB diminue sa liaison avec son inactivateur IкBα, et 

favorise sa translocation nucléaire et l’activation de ses gènes cibles (W.H. Yang et al., 2008). La 

glycosylation des facteurs de transcription CREB (c-AMP Response Element-Binding protein) (Lamarre-

Vincent and Hsieh-Wilson, 2003) et YY1 (Yin Yang 1) (Hiromura et al., 2003) perturbe leur interaction 

respectivement avec TAF4 dans les cellules ovariennes d’insecte Sf9 et pRB dans les cellules musculaires 

humaines CASMC. La O-GlcNAcylation du domaine cytoplasmique de la E-cadhérine (cadhérine 

Epithéliale) empêche sa liaison avec la protéine d’échafaudage PIPKIγ (PI Phosphate Kinase type I γ) et 

induit l’apoptose des cancéreuses mammaires MCF-7 (Geng et al., 2012). D’autre part, notre équipe a 

montré que la O-GlcNAcylation cible les six sous-unités du complexe de pré-réplication MCM2-7 

(MiniChromosome Maintenance protein 2-7) et déstabilise ce dernier dans les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 (Leturcq et al., 2018). Plus récemment encore, Hardivillé et collaborateurs (2019) ont 

démontré que la glycosylation de TBP (TATA-box Binding Protein) sur la Thr144 bloque son interaction 

avec BTAF1 (B-TFIID TATA-box-binding protein Associated Factor 1) et régule l’expression génique dans 

plusieurs lignées cellulaires (Hardivillé et al., 2019). La modification des résidus Ser362, Thr365, Thr405 et 

Ser406 de PKM2 perturbe les interactions du tétramère et favorise la glycolyse dans les cellules MCF-7 et 

HeLa (Y. Wang et al., 2017; Singh et al., 2020). Dans les cellules MCF-7, la O-GlcNAcylation de la Ser149 du 

facteur de transcription p53 diminue sa phosphorylation sur la Thr155, son interaction avec l’ubiquitine 

ligase E3 MDM2 et augmente ainsi sa stabilité (W.H. Yang et al., 2006). Cette MPT augmente également 

la stabilité du coactivateur transcriptionnel YAP en affectant sa liaison avec la kinase LATS1 (LArge Tumor 

Suppressor kinase 1) puis l’ubiquitine ligase E3 βTrCP dans les cellules cancéreuses hépatiques BEL-7402 
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et SMMC-7721 et pancréatiques L3.6 (Zhang et al., 2017; Peng et al., 2017). Enfin, Sekine et 

collaborateurs (2018) montrent que la glycosylation du facteur de transcription NRF1 diminue sa 

phosphorylation sur les résidus Ser448 et Ser451 et son interaction avec βTrCP (Sekine et al., 2018).  

 
Favorisation 

Le co-activateur transcriptionnel PGC-1α est O-GlcNAcylé sur la Ser333 dans les cellules HEK293T, 

ce qui facilite le recrutement de la DUB BAP1 (Breast cancer 1 Associated Protein-1). La déubiquitination 

de PGC-1α augmente sa stabilité ainsi que son activité transcriptionnelle sur les gènes gluconéogéniques 

cibles tels que G6Pase (Glucose-6-Phosphatase) (Ruan et al., 2012). 

 
Après stimulation des cellules cancéreuses mammaires murines HC11 par la prolactine, le facteur de 

transcription STAT5 (Signal Transducer and Activator of Transcription 5) est O-GlcNAcylé sur la Thr92. 

Cette glycosylation est nécessaire pour son interaction avec le co-activateur transcriptionnel CBP et 

l’activation de la transcription (Gewinner et al., 2004). Dans les cellules HeLa, la O-GlcNAcylation de la 

Ser112 de l’histone H2B permet le recrutement de l’ubiquitine ligase E3 Bre1A qui, en retour, 

mono-ubiquitinyle la Lys120 et active la transcription (Fujiki et al., 2011). Wang et collaborateurs (2015) 

ont également montré qu’en réponse aux cassures double-brin de l’ADN, la Ser112 de H2B est 

O-GlcNAcylée et recrute la protéine de réparation de l’ADN NSB1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1) (P. 

Wang et al., 2015). Enfin, dans les cellules HeLa S3 arrêtées en phase G1 du cycle cellulaire, pRB est 

O-GlcNAcylée. Cette modification induit son hypo-phosphorylation, sa liaison et la neutralisation au 

facteur de transcription E2F-1 qui contrôle l’entrée en phase S (Wells et al., 2011). 

 
Enfin, le résidu GlcNAc peut être spécifiquement reconnu par des protéines de choc thermique via des 

interactions lectiniques. Ainsi, Hsp70 et Hsc70 se lient aux protéines O-GlcNAcylées 

nucléocytoplasmiques hépatiques in vitro et ex vivo (Lefebvre et al., 2001; Guinez et al., 2004, p.20). De 

manière intéressante, cette interaction augmente au cours du stress cellulaire, ce qui suggère qu’elle 

protègerait les protéines O-GlcNAcylées de la dégradation (Guinez et al., 2007). 

 
6.2.2. Stabilité 

La O-GlcNAcylation régule la stabilité des protéines cibles en modulant leur ubiquitinylation 

(Ruan, Nie, et al., 2013). Elle peut notamment modifier les interactions des protéines cibles avec des 

ubiquitine ligases E3 (exemple de CK2α) ou des DUB (exemples de PGC-1α, BMAL1 (Brain and Muscle 

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-Like protein 1) et CLOCK) et ce, de manière directe ou 

indirecte par compétition avec la phosphorylation (exemple de la β-caténine). En effet, la 

phosphorylation est une modification qui peut créer un signal de reconnaissance pour la liaison d’une 

ubiquitine ligase E3 mais également indure la relocalisation de la protéine cible au niveau du 

compartiment contenant l’enzyme de dégradation (Hunter, 2007) (Figure 44). 
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Figure 44 : Régulation de la stabilité des protéines par la O-GlcNAcylation. Par compétition avec 

l’ubiquitination, la O-GlcNAcylation stabilise les chaines polypeptidiques naissantes au niveau 

co-traductionnel (A) et les protéines matures au niveau post-traductionnel (B). La O-GlcNAcylation 

peut empêcher la liaison de la protéine cible avec une ubiquitine ligase E3, favoriser sa liaison avec une 

DUB, inhiber l’activité protéolytique du protéasome 26S. En parallèle, la O-GlcNAcylation peut 

favoriser la dégradation protéasomale de sa cible en favorisant l’interaction ou l’activité de l’ubiquitine 

ligase E3. 

ADP : Adénosine DiPhopshate ; ARNm : Acide RiboNucléique messager ; ATP : Adénosine TriPhosphate ; 
BMAL1 : Brain and Muscle Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-Like protein 1 ; CK2α : Casein Kinase 
2α ; D-box : Destruction box ; DUB : DésUBiquitinase ; FAS : Fatty Acid Synthase ; G : GlcNAc ; GlcNAc : 
N-Acétyl-D-Glucosamine ; K18 : Kératine 18 ; kDa : kiloDalton ; KEN-box : Lysine-Glutamate-Asparagine box ; 
NRF1 : Nuclear Respiratory Factor 1 ; Nup62 : Nucléoporine de 62 kDa ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; p53 : protéine de 53 kDa ; PEST : 
Proline-Glutamate-Sérine-Thréonine ; PGC-1α : Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 
1α ; Rpt2 : Regulatory particle triple-A ATPase 2 ; Sp1 : Specificity protein 1 ; TNFAIP3 : Tumor Necrosis Factor 
Alpha-Induced Protein 3 ; Ub : Ubiquitine ; Uba1 : Ubiquitin activating enzyme 1 ; UCH-L1 : Ubiquitin 
Carboxy-terminal Hydrolase L1 ; YAP : Yes-Associated Protein. 
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Inhibition 

CK2α est une kinase qui phosphoryle des centaines de substrats impliqués dans tous les 

processus cellulaires, majoritairement la croissance cellulaire (Trembley et al., 2009). Dans les 

fibroblastes embryonnaires de rat REF52, la O-GlcNAcylation de CK2α sur la Ser347 diminue la 

phosphorylation de la Thr344 elle-même antagoniste à son ubiquitination. Ainsi, la glycosylation de 

CK2α diminue sa stabilité (Tarrant et al., 2012) (Figure 44).  

 
La O-GlcNAcylation peut diminuer la stabilité d’autres protéines cibles. Ainsi, l’hyperglycémie favorise 

la O-GlcNAcylation et la dégradation de la protéine à doigt de zinc TNFAIP3 (TNF Alpha-Induced Protein 

3) in vitro et in vivo. TNFAIP3 possède un domaine d’activité ubiquitine ligase E3 qui serait régulé par 

O-GlcNAcylation favorisant l’auto-ubiquitination de l’enzyme (Shrikhande et al., 2010). Dans les 

cellules cancéreuses hépatiques HepG2, la O-GlcNAcylation des résidus Ser29, Ser30 et Ser48 de la 

kératine K18 augmente sa solubilité, son ubiquitination et sa dégradation protéasomale (Srikanth et 

al., 2010). Enfin, le facteur de transcription Nkx2.5 (Nk2 homeobox transcription factor related, locus 

5) est O-GlcNAcylé et déstabilisé in vitro dans les cellules HEK293 traitées avec le PUGNAc et in vivo 

dans le tissu cardiaque de souris diabétiques (Kim et al., 2012) (Figure 44). 

 

Favorisation 

Comme mentionné précédemment, la liaison de la DUB BAP1 à PGC-1α est permise grâce à la 

O-GlcNAcylation de la Ser333
 du coactivateur transcriptionnel. Néanmoins, cette interaction n’est pas due 

à une modification de la phosphorylation de PGC-1α mais à un effet direct de la glycosylation (Ruan et al., 

2012). Similairement, la glycosylation de BMAL1 sur la Ser418 et de CLOCK augmente leur stabilité par 

recrutement de BAP1 (Li et al., 2013). Enfin, notre équipe a également montré que la O-GlcNAcylation de 

la FAS (Fatty Acid Synthase) hépatique augmente son interaction avec la DUB USP2A (Ubiquitin-Specific 

Protase-2A) et sa stabilité in vitro et in vivo (Baldini et al., 2016) (Figure 44). 

 
La β-caténine agit comme co-activateur transcriptionnel nucléaire dans la voie de signalisation Wnt 

(cf. 2.2.1 page 36) et comme constituant des adhésions cellulaires en s’associant avec la cadhérine au 

niveau de la membrane plasmique (Prakash and Swaminathan, 2015). Elle subit notamment une série 

séquentielle de phosphorylations sur la Ser45 par CK1α puis sur les acides aminés Thr41, Ser37 et Ser33 

par GSK3-β au niveau de la D-box. L’ubiquitine ligase E3 βTrCp peut alors lier les résidus Ser33 et Ser37 

phosphorylés (Liu et al., 2002), induire l’ubiquitination des résidus Lys19 et la Lys49 (Winer et al., 2006) 

et la dégradation protéasomale de la β-caténine. Dans les cellules cancéreuses coliques HT-29, la 

β-caténine est O-GlcNAcylée sur les acides aminés Ser23, Thr40, Thr41 et Thr112. La O-GlcNAcylation de 

la Thr41 empêche sa phosphorylation et provoque ainsi la stabilisation de la β-caténine (Olivier-Van 

Stichelen et al., 2014). En augmentant l’expression de la β-caténine, la O-GlcNAcylation favorise 

également son activité transcriptionnelle dans les cellules MCF7 et dans les fibroblastes murins NIH3T3 

(Olivier-Van Stichelen, Guinez, et al., 2012; Harosh-Davidovich and Khalaila, 2018) (Figure 44). 
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La O-GlcNAcylation exclut la phosphorylation inductrice du signal de dégradation d’autres protéines 

cibles. C’est le cas du facteur de transcription c-Myc sur la Thr58 (Kamemura et al., 2002; Luanpitpong 

et al., 2017; Lee et al., 2020) et de la Δ-lactoferrine sur la Ser10 (Hardivillé et al., 2010). La 

O-GlcNAcylation de p53 (W.H. Yang et al., 2006), YAP (Zhang et al., 2017; Peng et al., 2017) et NRF1 

(Sekine et al., 2018) diminue leur phosphorylation et leur interaction avec les ubiquitine ligases MDM2 

et βTrCP respectivement (Figure 44).  

 
6.2.3. Localisation subcellulaire 

La découverte de la O-GlcNAcylation de nucléoporines, constituants essentiels du pore nucléaire 

impliqués dans le transport nucléaire (Holt and Hart, 1986; Holt, Snow, et al., 1987; Hanover et al., 1987), 

a ouvert l’investigation du rôle de cette MPT dans la localisation subcellulaire de ses protéines cibles 

(Figure 46). La O-GlcNAcylation modulerait la sélectivité des pores nucléaires et le trafic 

nucléocytoplasmique des protéines. Ainsi, la O-GlcNAcylation au niveau des domaines de répétions FG 

(Phe-Gly) de Nup62 (Nucléoporine de 62 kDa) et de Nup98 affaiblit la cohésion entre ces répétitions et 

facilite l’import nucléaire des complexes cargo/NTR (Nuclear Transport Receptor) (Labokha et al., 2013). 

Plusieurs études montrent que les formes O-GlcNAcylées de certaines protéines sont majoritairement 

nucléaires. C’est la cas de Pax6 (Paired box 6) (Lefebvre et al., 2002, 6) et STAT5 (Nanashima et al., 2005).  

 
Par ailleurs, d’autres études mécanistiques montrent que la O-GlcNAcylation régule le transport 

nucléaire de la β-caténine dans les cellules cancéreuses de prostate DU-14 5 (Sayat et al., 2008), des 

facteurs de transcription Sp1 (Majumdar et al., 2003; Majumdar et al., 2006) et NeuroD1 (Neurogenic 

Differentiation 1) dans les cellules β-pancréatiques murines MIN6 (Andrali et al., 2007), Tau dans les 

cellules de neuroblastome Kelly (Lefebvre et al., 2003) ou encore la protéine de choc thermique Hsp27 

dans des lignées de carcinome hépatocellulaire (Guo et al., 2012) (Figure 45).  

 
6.2.4. Activité enzymatique 

De manière intéressante, Trinidad et collaborateurs (2012) révèlent que, contrairement à la 

phosphorylation, la O-GlcNAcylation est rarement localisée dans le domaine catalytique des kinases 

(Trinidad et al., 2012). Ainsi, la O-GlcNAcylation modifierait l’activité enzymatique principalement par 

un mécanisme « Yin-Yang » avec la phosphorylation et par modification des interactions protéiques 

ou de la localisation subcellulaire de ses protéines cibles.  

 
Selon le contexte pathologique, la O-GlcNAcylation peut réguler différentiellement l’activité 

enzymatique de sa cible. Par exemple, certains travaux démontrent que la glycosylation de AKT inhibe 

la kinase dans le cancer et les désordres métaboliques mais l’active dans les maladies vasculaires liées 

au diabète (cf. 8 page 190) (Figure 46). 
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Figure 45 : Régulation de la localisation nucléaire des protéines par la O-GlcNAcylation. La 

translocation nucléaire des protéines peut être favorisée par leur O-GlcNAcylation ou par celle des 

Nup. Au contraire la O-GlcNAcylation peut inhiber la translocation nucléaire des protéines en 

empêchant leur interaction avec les importines ou le NPC.  

G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; Hsp : Heat shock protein : ncOGT : nucleocytoplasmic 
β-O-GlcNAcTransférase ; NeuroD1 : Neurogenic Differentiation 1 ; NLS : Nuclear Localization Signal ; NPC : 
Nuclear Pore Complex ; NTR : Nuclear Transport Receptor ; Nup : Nucléoporine ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; Sp1 : Specificity protein 1 ; Tau : Tubulin associated unit. 
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Figure 46 : Régulation de l’activité enzymatique des protéines par la O-GlcNAcylation. La 

O-GlcNAcylation peut augmenter ou diminuer l’activité enzymatique de sa protéine cible. Notamment, 

elle inactive AKT par diminution de son interaction avec PDK1 et elle l’active par augmentation de son 

interaction avec mTORC2.  

CaMKIV : Calcium/CalModulin-dependent protein Kinase IV ; eNOS : endothelial Nitric Oxide Synthase ; EZH2 : 

Enhancer of Zeste Homolog 2 ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; MLL5 : Mixed-Lineage Leukemia 

5 ; mTORC2 : mammalian Target Of Rapamycin Complex 2 ; P : Phosphate ; PDK1 : Phosphoinositide-Dependent 

Kinase 1 ; PFK1 : PhosphoFructoKinase 1 ; PGK1 : PhosphoGlycérate Kinase 1 ; Rpt2 : Regulatory particle triple-A 

adenosine triphosphatase 2 ; Ser : Sérine ; SIRT1 : SIRTuine 1 ; Thr : Thréonine. 
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Inhibition 

AKT est une kinase de la voie de signalisation mitogène PI3K/AKT/mTOR. Son activation dépend 

des phosphorylations sur la Thr308 de sa boucle d’activation par PDK1 (Phosphoinositide-Dependent 

Kinase 1) et sur la Ser473 de son extrémité C-ter par mTORC2 (mTOR Complex 2) (Bhaskar and Hay, 2007). 

Dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7, la O-GlcNAcylation de AKT sur les résidus Thr305 et 

Thr312 empêche la phosphorylation sur la Thr308 par perturbation de l’interaction entre AKT et PDK1. Ainsi, 

l’inhibition de AKT réprime la prolifération et la migration cellulaires (Wang et al., 2012) La diminution de 

la phosphorylation de AKT concomitante à sa O-GlcNAcylation a également été observée dans les 

adipocytes et est associée au mécanisme de résistance à l’insuline (Park et al., 2005; Whelan et al., 2010). 

Enfin, l’inhibition de AKT par O-GlcNAcylation de la Ser473 conduit à l’apoptose des cellules 

β-pancréatiques murines en condition d’hyperglycémie (Kang et al., 2008) (Figure 46).  

 
D’autres enzymes sont inhibées par O-GlcNAcylation. Ainsi, en réponse à l’hyperglycémie dans les 

cellules endothéliales HCAEC, eNOS est O-GlcNAcylé sur la Ser1177, site activateur et cible de la 

phosphorylation par AKT (Federici et al., 2002). La modification de la sous-unité Rpt2 (Regulatory particle 

triple-A ATPase (ATP hydrolase) subunit 2) du protéasome 26S diminue son activité ATPasique dans les 

cellules rénales de rat NRK (Zhang et al., 2003). En réponse à l’hypoxie, PFK1 (PhosphoFructoKinase 1) 

est inactivée par O-GlcNAcylation de la Ser529 dans les cellules cancéreuses pulmonaires H1299 (Yi et al., 

2012, p.1) (Figure 46).  

 
Activation 

Heath et collaborateurs (2014) révèlent que la O-GlcNAcylation de AKT sur les acides aminés 

Thr430 et Thr479 favorise sa liaison avec la sous-unité RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion of mTOR) 

du complexe mTORC2 et sa phosphorylation activatrice sur la Ser473 in vitro dans les cellules musculaires 

lisses vasculaires murines VSMC et in vivo dans les artères de souris diabétiques. Ainsi activée, AKT 

stimule l’expression du facteur de transcription ostéogénique RUNX2 et la calcification (Heath et al., 

2014) (Figure 46).  

 
La O-GlcNAcylation favorise également l’activité enzymatique d’autres protéines cibles dont figure un 

bon nombre d’enzymes du « marquage » épigénétique. Ainsi, la O-GlcNAcylation de MLL5 

(Mixed-Lineage Leukemia 5) sur son domaine SET (Thr440) augmente son activité H3K4 HMT dans les 

cellules leucémiques HL60 (Fujiki et al., 2009). Très récemment, il a été montré que la glycosylation de 

SIRT1 (SIRTuine 1) sur la Ser549 augmente son activité désacétylase dans les cellules cancéreuses 

pulmonaires NCI-H1299 en réponse au stress. Elle régulerait l’efficacité catalytique et l’affinité de 

substrats de l’enzyme (Han et al., 2017, p.1). De même, la O-GlcNAcylation de EZH2 (Enhancer of Zeste 

Homolog 2) sur la Ser729 modifie la sous-conformation de son domaine SET, et est nécessaire pour 

l’activité HMT et la formation des marques épigénétiques H3K27me2/3 dans les cellules HEK293T (Lo et 

al., 2018, p.2) (Figure 46). 
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7. Régulation des mécanismes cellulaires fondamentaux par O-GlcNAcylation 

A l’heure actuelle, plus de 4 000 protéines O-GlcNAcylées ont été identifiées. L’analyse du 

O-GlcNAcome a révélé la diversité des protéines cibles de mammifères engagées dans de nombreux 

mécanismes cellulaires fondamentaux. Ceux-ci incluent la transcription/traduction (26% des 

protéines O-GlcNAcylées), le métabolisme (13%), l’architecture (14%), la réponse au stress (11%) la 

signalisation (8%), le trafic intracellulaire (7%), la conformation protéique (7%), le cycle cellulaire 

(2%) ou encore la dégradation protéasomale, l’apoptose et le développement (Love and Hanover, 

2005).  

 

7.1. Transcription 

Les premières études sur le rôle de la O-GlcNAcylation dans la transcription génique datent 

de la fin des années 1980. En effet, Kelly et Hart (1989) montrent un enrichissement des protéines 

O-GlcNAcylées au niveau de la chromatine de drosophile et notamment dans les régions condensées 

inactives (Kelly and Hart, 1989). Chez Caenorhabditis elegans, l’analyse transcriptionnelle sur 

l’entièreté du génome a démontré par mutation de l’OGT et de MGEA5 que les produits de ces deux 

gènes régulent respectivement 688 et 509 gènes (environ 3,6% et 2,7% du génome) majoritairement 

impliqués dans l’immunité innée, la réponse au stress, la détoxification, le vieillissement et, le 

métabolisme des glucides et des lipides (Love et al., 2010). Ces observations suggèrent l’implication 

de la O-GlcNAcylation dans la régulation de la machinerie transcriptionnelle, des facteurs de 

transcription mais également des acteurs épigénétiques remodelant la structure de la chromatine 

(Figure 47). 

 
Pour faciliter le contrôle des programmes de transcription, le génome eucaryote est empaqueté sous 

forme de chromatine dont l’unité de base, le nucléosome, correspond à l’enroulement de l’ADN 

autour d’un octamère d’histones. Le remodelage de la chromatine par modification épigénétique de 

l’ADN et des histones régule l’accès de la machinerie transcriptionnelle (Vakoc et al., 2006). La 

O-GlcNAcylation a notamment pour cibles les protéines PcG, les HMT et les histones (Decourcelle et 

al., 2019).  

 
Chez la drosophile, l’OGT est codée par Sxc (Super sex combs) classifié parmi les gènes PcG impliqués 

dans la répression des gènes homéotiques Hox (Homeobox) au cours du développement (Gambetta 

et al., 2009). Il existe un chevauchement entre les sites de liaison des protéines O-GlcNAcylées et les 

éléments de réponse aux protéines PcG (PRE, PcG Responsive Element) des complexes PRC1, PRC2 

et PhoRC (Pleiohomeotic-Repressive Complexe) (Gambetta et al., 2009). La O-GlcNAcylation de Ph 

prévient son agrégation et promeut le bon assemblage du complexe PRC1 (Gambetta and Müller, 

2014). La glycosylation stabilise tout un ensemble d’acteurs des complexes PRC : c’est le cas pour 

BMI-1 de PRC1 sur la Ser255 (Y. Li et al., 2017), EZH2 de PRC2 sur les Ser76 et Ser84 (Chu et al., 2014, 
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p.2; Lo et al., 2018) et ASXL1 (Additional SeX combs Like 1) de PR-DUB (Polycomb Repressive 

DeUBiquitinase) sur la Ser199 (D. Inoue et al., 2018). La O-GlcNAcylation de RING1B (RING finger 

protein 1B) sur les résidus Thr250, Ser251 et Ser278 régule sa liaison aux autres sous-unités de PRC1 

dans les CSE humaines (Maury et al., 2015). YY1 de PhoRC est également O-GlcNAcylé (Hiromura et 

al., 2003; Y. Li et al., 2017). Enfin, la O-GlcNAcylation de EZH2 sur la Ser729 augmente son activité 

HMT H3K27me2/3 (Lo et al., 2018). Récemment, il a été démontré un enrichissement des protéines 

O-GlcNAcylées et de la marque répressive H3K27me3 au niveau des promoteurs de 61 gènes dont 

celui du facteur de transcription MYBL1 (MYB proto-oncogene Like 1) régulant le phénotype souche 

des cellules cancéreuses coliques HT-29 (Guo et al., 2017). D’autre part, l’OGT permet le recrutement 

d’EZH2 du complexe PRC2 et le dépôt de la marque H3K27me3 sur le promoteur de 16 gènes 

suppresseurs de tumeur incluant IL1R1 (IL-1 Receptor type 1) et UNC5A dans les cellules cancéreuses 

mammaires MCF-7 (Chu et al., 2014, p.2). De manière intéressante, il existe une boucle de régulation 

puisque les CSE murines dépourvues d’un complexe PRC2 fonctionnel présentent une diminution 

des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale (Myers et al., 2011).  

 

La O-GlcNAcylation régule l’activité d’autres H3K4 HMT telles MLL5 et SETD1A (SET Domain 

containing 1A). Ainsi, dans les cellules leucémiques HL60, la O-GlcNAcylation du domaine SET de 

MLL5 (Thr440) augmente son activité et co-active RARα (Retinoic Acid Receptor α) au niveau des 

promoteurs des gènes cibles (Fujiki et al., 2009). L’activité de l’OGT est nécessaire pour l’intégrité 

du complexe SET1/COMPASS et la liaison de SETD1A à la chromatine (Deplus et al., 2013) (Figure 47). 

 
Enfin, la O-GlcNAcylation a été identifiée sur l’ensemble des sous-unités du core d’histones, à savoir 

H2A (Ser40 et Thr101), H2B (Ser36 et Ser112), H3 (Ser10 et la Thr32) et H4 (Ser47) (Kaleem et al., 2008; 

Sakabe et al., 2010; Fujiki et al., 2011; Fong et al., 2012; Hirosawa et al., 2016) (Figure 47). Alors que 

la O-GlcNAcylation de la Ser10 de H3 induirait la répression génique par compétition avec la 

phosphorylation et méthylation de la Lys9 (Kaleem et al., 2008), celle de la Ser112 de H2B conduirait 

à l’activation génique par augmentation de l’interaction avec l’ubiquitine ligase E3 RNF20/40 et la 

mono-ubiquitination de la Lys120
 (Fujiki et al., 2011). L’interaction de l’OGT avec TET2 favoriserait la 

glycosylation de H2B au niveau des sites d’initiation de la transcription (Chen et al., 2013). Enfin, en 

réponse au stress induit par le choc thermique, les niveaux d’OGT, de O-GlcNAcylation des histones 

H2B, H3 et H4, et de compaction de la chromatine sont augmentés (Sakabe et al., 2010) (Figure 47).  
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Figure 47 : Régulation de la transcription par la O-GlcNAcylation. A. L’OGT participe à la régulation 

des marques épigénétiques et de l’expression génique en interagissant et en O-GlcNAcylant les 

protéines PcG, les HMT ou encore les histones. B. L’OGT et l’OGA régulent l’initiation et l’élongation 

de la transcription en modulant l’état de O-GlcNAcylation et de phosphorylation de Pol II. C. La 

O-GlcNAcylation régule également la stabilité de certains facteurs de transcription ainsi que leur 

transport nucléaire, leur interaction avec des séquestrateurs ou des co-activateurs, et leur fixation à 

l’ADN. 

Ac : Acétyle ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; ASXL1 : Additional SeX combs Like 1 ; BAP1 : Breast cancer 1 
Associated Protein 1 ; BMI-1 : B-cell-specific Moloney murine leukemia virus Insertion site 1 ; BTAF1 : B-TFIID 
TATA-box-binding protein Associated Factor 1 ; CDK9 : Cyclin-Dependent Kinase 9 ; COMPASS : COMplex 
Proteins ASsociated with SET1 ; CREB : C-Adenosine monophosphate Response Element-Binding protein ; CTSD : 
CaThepSine D ; EB1 : End-Binding protein 1 ; EED : Embryonic Ectoderm Development ; EZH2 : Enhancer of Zeste 
Homolog 2 ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; H : Histone ; HAT : Histone AcétylTransférase ; 
HCF-1 : Host Cell Factor 1 ; HDAC : Histone DésACétylase ; IL1R1 : InterLeukine-1 Receptor 1 ; Lys : Lysine ; M : 
Méthyle ; MGEA5 : MeninGioma Expressed Antigen ; MLL5 : Mixed-Lineage Leukemia 5 ; mSIN3A : mammalian 
Stress-activated protein kinase INteracting protein 3A ; NeuroD1 : Neurogenic Differentiation 1 ; NF-κB : Nuclear 
Factor κB ; OGA : β-O-GlcNAcAse ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : 
β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p53 : protéine de 53 kilodaltons ; PcG : Polycomb-Group proteins ; 
Pdx1 : Pancreatic and duodenal homeobox 1 ; PhoRC : Pleiohomeotic-Repressive Complexe ; Pol II : acide 
ribonucléique Polymérase II ; PRC : Polycomb Repressive Complex ; PR-DUB : Polycomb Repressive 
DeUBiquitinase ; PRE : PcG Responsive Element ; PS2 : ParaSporine 2 ; RbAp : RetinoblastomA-binding protein ; 
RING1B : Really Interesting New Gene 1B ; Ser : Sérine ; SET1 : Su(var)3-9 ; Enhancer-of-zeste and Trithorax 1 ; 
SFMBT1 : Structural maintenance of chromosomes like with Four Malignant Brain Tumor domains 1 ; Sp1 : 
Specificity protein 1 ; SPT5 : SuPpressor of Ty 5 ; STAT5 : Signal Transducer and Activator of Transcription 5 ; 
Suz12 : Suppressor-of-zeste 12 ; TATA : Thymine-Adénine-Thymine-Adénine ; TBP : TATA-box Binding Protein ; 
TF : B-Transcription Factor ; Thr : Thréonine ; TIF1β : Transcriptional Intermediary Factor 1β ; TRAK1 : TRAfficking 
Kinesin protein 1 ; Ub : Ubiquitine ; YY1 : Yin Yang 1. 
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L’initiation de la transcription par les ARN polymérases fait intervenir une machinerie 

transcriptionnelle complexe dont l’un des facteurs clés est la protéine TBP. La transcription par l’ARN 

polymérase Pol II peut être initiée par la formation du complexe TFIID (B-Transcription Factor II D) 

formé par TBP et BTAF1. La O-GlcNAcylation de TBP sur la Thr144 bloque son interaction avec BTAF1, 

modifie le transcriptome et régule le métabolisme cellulaire (Hardivillé et al., 2019). L’activité in vitro 

de l’OGT est également nécessaire pour le recrutement de Pol II au niveau des promoteurs (Lewis et 

al., 2016). L’interaction de l’OGT avec TRAK1 permettrait son recrutement à Pol II au niveau des 

complexes transcriptionnels (Iyer et al., 2003). Le domaine CTD C-ter de Pol II est phosphorylé au 

niveau des résidus Ser5 et Ser7 par TFIIH puis de la Ser2 par CDK9 lors de la transition des phases 

d’initiation et d’élongation de la transcription (Buratowski, 2009). La O-GlcNAcylation des Ser2, Ser5 et 

Ser7 de Pol II a été identifiée in vitro et in vivo (Kelly et al., 1993; Ranuncolo et al., 2012; Lewis et al., 

2016). La glycosylation de Ser5 et Ser7 est nécessaire à la formation du complexe de pré-initiation de la 

transcription et leur déglycosylation par l’OGA permet leur phosphorylation et l’élongation de la 

transcription (Comer and Hart, 2001; Ranuncolo et al., 2012) (Figure 47).  

 
L’OGA est complexée avec les facteurs d’élongation SPT5 et TIF1β au niveau des sites d’initiation de la 

transcription (Resto et al., 2016). La O-GlcNAcylation modifie également d’autres composants de la 

machinerie transcriptionnelle tels que les protéines de liaison à l’ARN hnRNP (Nandi et al., 2006; Z. 

Wang et al., 2007; Liu et al., 2019) et les facteurs de transcription (Özcan et al., 2010). La liaison de 

l’OGT au corépresseur mSIN3A favoriserait la répression génique par modification de Pol II ou de 

facteurs de transcription au niveau des promoteurs des gènes cibles (Yang et al., 2002) dont MGEA5 

(Vaidyanathan et al., 2017) (Figure 47).  

 
La O-GlcNAcylation augmente la transcription en stabilisant c-Myc (Kamemura et al., 2002; 

Luanpitpong et al., 2017; Lee et al., 2020), p53 (W.H. Yang et al., 2006) et c-Fos (Choi et al., 2019) et 

en favorisant le transport nucléaire de NeuroD1 (Andrali et al., 2007) et Sp1 (Majumdar et al., 2003; 

Dauphinee et al., 2005; Majumdar et al., 2006). Elle inhibe l’interaction de NF-кB avec son inactivateur 

IкBα (W.H. Yang et al., 2008), et de E2F-1 (Wells et al., 2011) et YY1 (Hiromura et al., 2003) avec la 

protéine de séquestration pRB. Elle augmente l’interaction de STAT5 avec le co-activateur 

transcriptionnel CBP (Gewinner et al., 2004) et favorise la fixation à l’ADN de Pdx1 (Pancreatic and 

duodenal homeobox 1) (Gao et al., 2003). Au contraire, la O-GlcNAcylation réprime la transcription en 

inhibant l’interaction de Sp1 et de CREB avec les facteurs de transcription Elf1, Oct1 et SREBP2 (Lim 

and Chang, 2009b; Lim and Chang, 2009a, p.1; Lim and Chang, 2010) et TAF4 (Lamarre-Vincent and 

Hsieh-Wilson, 2003) respectivement ou en déstabilisant p53 (Luanpitpong et al., 2017) (Figure 47).  
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Figure 48 : Régulation de la traduction par la O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation cible des protéines 

d’initiation et d’élongation de la traduction, des protéines ribosomiques ou encore des protéines 

résidentes des granules de stress. 

ARNm : Acide RiboNucléique messager ; eEF1 : eukaryotic Elongation Factor 1 ; eIF2α : eukaryotic Initiation 

Factor 2α ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GAPDH : GlycérAldéhyde-3-Phosphate 

DésHydrogénase ; OGA : β-O-GlcNAcAse ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : 

β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p67 : protéine de 67 kilodaltons ; PERK : Protein kinase R-like 

Endoplasmic Reticulum Kinase ; PHB2 : ProHiBitine 2 ; RACK1 : Receptor of Activated protein C Kinase 1 ; RPL : 

Ribosomal Protein of the Large subunit ; RPS : Ribosomal Protein of the Small subunit ; Ser : Sérine. 
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7.2. Traduction 

La O-GlcNAcylation contrôle la synthèse protéique en ciblant des facteurs d’initiation et 

d’élongation de la traduction, des protéines ribosomiques ainsi que des protéines résidentes des 

granules de stress (Figure 48).  

 
En réponse au stress, la phosphorylation de la Ser51 du facteur d’initiation eIF2α inhibe la formation du 

complexe de pré-initiation de la traduction 43S. La protéine p67 lie et protège eIF2α de cette 

phosphorylation inhibitrice. La O-GlcNAcylation initie la traduction en modifiant eIF2α et p67. Plus 

particulièrement, la glycosylation de eIF2α sur les résidus Ser219, Thr239 et Thr241 inhibe sa phosphorylation 

sur la Ser51 par PERK (Protein kinase R-like Endoplasmic Reticulum Kinase) (Jang et al., 2015). D’autre 

part, la O-GlcNAcylation stabilise p67 en ciblant la région 60Ser-Ser63 (Datta et al., 2003) (Figure 48).  

 
Le facteur d’élongation de la traduction eEF1 (eukaryotic Elongation Factor 1) a également été identifié 

comme O-GlcNAcylé dans les ovocytes de xénope mais son rôle n’a pas été investigué (Dehennaut, 

Slomianny, et al., 2008). Les deux enzymes de la dynamique de la O-GlcNAcylation, l’OGT et l’OGA, sont 

associées aux ribosomes actifs dans les foies de rat (Zeidan et al., 2010). Ainsi, une trentaine de protéines 

des sous-unités 40S (RPS, Ribosomal Protein of the Small subunit) et 60S (RPL, Ribosomal Protein of the 

Large subunit) du ribosome (80S) sont actuellement connues pour être O-GlcNAcylées (Gurcel et al., 

2008; Ohn et al., 2008; Dehennaut, Slomianny, et al., 2008; Teo et al., 2010; Zeidan et al., 2010). En 

revanche, le rôle de cette glycosylation reste inconnu (Figure 48).  

 
Enfin, il est connu que les granules de stress régulent la synthèse protéique mais également la 

dégradation des ARNm. En réponse au stress, induit par l’arsénite, la O-GlcNAcylation cible plusieurs 

protéines de ces granules telles que certaines RPS et RPL, RACK1 (Receptor of Activated protein C 

Kinase 1), GAPDH et PHB2 (ProHiBitine 2). La glycosylation des sous-unités ribosomiques favoriserait 

l’agrégation de RNP (RiboNucléoProtéines) 48S constituées d’ARNm non traduits dans les granules de 

stress (Ohn et al., 2008) (Figure 48). 

 

7.3. Dégradation protéasomale 

Le système ubiquitine-protéasome (UPS, Ubiquitin Proteasome System) est le principal 

mécanisme de dégradation ATP-dépendant des protéines dans le cytoplasme et le noyau des cellules. 

Le protéasome 26S en est l’élément central. Il s’agit d’un complexe enzymatique multiprotéique 

composé de deux complexes régulateurs 19S qui lient la chaine d’ubiquitine et possèdent une activité 

ATPasique, et d’un cœur catalytique 20S à activité protéolytique. L’UPS dégrade les protéines mal 

conformées, oxydées, mutées, endommagées et potentiellement toxiques ainsi que les protéines en 

fin de vie. Les motifs de dégradation PEST (Pro-Glu-Ser-Thr), les séquences D-box (motif consensus 

Arg-X-X-X-Leu-X-X-X-X-Asn/Asp/Glu) et KEN-box (Lys-Glu-Asn-X-X-X-Asn) favorisent la 

poly-ubiquitination des protéines par un système multienzymatique. La protéine ainsi 

poly-ubiquitinylée est alors ciblée au protéasome 26S, dépliée par des ATPases puis dégradée en 
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peptides de 2 à 22 acides aminés. La O-GlcNAcylation peut réguler la dégradation protéasomale des 

protéines en modulant leur ubiquitination ainsi que l’activité du protéasome 26S (Figure 44). 

 
Comme décrit précédemment, la O-GlcNAcylation module l’ubiquitination des protéines en modifiant 

leur interaction avec des ubiquitine ligases E3 et des DUB (cf. 6.2.2 page 159). D’autre part, l’enzyme 

E1 Uba1 et la DUB UCH-L1 (Ubiquitin C-terminal Hydrolase L1) sont O-GlcNAcylées (Cole and Hart, 

2001; Guinez et al., 2008) mais le rôle de la MPT sur l’activité de ces enzymes n’est pas connu 

(Figure 44). Pourtant de manière intriguante, il existe ainsi une corrélation positive entre les niveaux 

de O-GlcNAcylation et d’ubiquitination globales des protéines (Guinez et al., 2008). Plusieurs sous-

unités des complexes 19S (Zhang et al., 2003; Sümegi et al., 2003) et 20S (Sümegi et al., 2003; Overath 

et al., 2012) sont la cible de la O-GlcNAcylation. Notamment, la glycosylation diminue l’activité 

ATPasique de Rpt2 du complexe 19S (Zhang et al., 2003; Xu et al., 2012) (Figure 44). Enfin et de manière 

plus générale, l’OGT inhibe le protéasome 26S alors que l’OGA l’active (Zhang et al., 2003). Par 

exemple, la sOGA active le protéasome 26S promouvant la dégradation des périlipines essentielles au 

maintien des stockages lipidiques. Par rétroaction négative, elle induit également sa propre 

dégradation protéasomale limitant ainsi sa disponibilité en fonction des réserves lipidiques 

(Keembiyehetty et al., 2011). 

 
Un des processus de contrôle qualité des protéines naissantes implique l’ubiquitination 

co-traductionnelle qui entraine la dégradation prématurée des chaines polypeptidiques à la sortie des 

ribosomes. L’OGT interagit stablement avec les ribosomes actifs (Zeidan et al., 2010), et la 

O-GlcNAcylation co-traductionnelle stabilise les chaines polypeptidiques de Sp1 et de Nup62 par 

compétition avec l’ubiquitine (Zhu et al., 2015) (Figure 44). Ainsi, Sp1 naissant est plus O-GlcNAcylé 

que la protéine mature, soulignant le rôle de cette modification dans le contrôle qualité des protéines 

(Zhu et al., 2015). La glycosylation de ces polypeptides est retrouvée au niveau de régions 

désordonnées, ce qui expliquerait la présence de certains sites O-GlcNAcylés inaccessibles à l’OGT sur 

les protéines matures telles que la Thr170 de l’α-cristalline (Roquemore et al., 1996).  

 

7.4. Trafic intracellulaire 

La O-GlcNAcylation peut réguler le trafic intracellulaire des protéines à la membrane 

plasmique et au noyau ainsi que la mobilité des mitochondries (Figure 49). 

 
La E-cadhérine est un acteur essentiel dans l’adhésion des cellules épithéliales par le biais de son 

domaine extracellulaire. Quant à sa queue cytoplasmique, elle se lie à la β-caténine afin d’assurer son 

propre transport vers la membrane plasmique et son association avec l’α-caténine et le cytosquelette 

d’actine. L’association de la E-cadhérine avec p120 la stabilise à la membrane et empêche sa 

dégradation endocytaire.  
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Figure 49 : Régulation du trafic intracellulaire par la O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation régule le 

trafic intracellulaire de certaines protéines à la membrane plasmique et au noyau ainsi que la mobilité 

des mitochondries. 

E-cadhérine : cadhérine Epithéliale ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; MIRO : MItochondrial RAS 
hOmolog gene family ; NPC : Nuclear Pore Complex ; NTR : Nuclear Transport Receptor ; Nup : Nucléoporine ; 
O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; p120 : protéine de 120 
kilodaltons ; PIPKIγ : PhosphatidylInositolPhosphate Kinase type Iγ ; RE : Réticulum Endoplasmique ; Ser : Sérine ; 
TRAK : TRAfficking Kinesin protein. 
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La O-GlcNAcylation de la β-caténine et de p120 pourrait réguler leur liaison à la E-cadhérine puisque 

la localisation membranaire de cette dernière est diminuée dans les cellules cancéreuses mammaires 

murines 4T1 (Gu et al., 2010). Enfin, PIPKIγ agit comme protéine d’échafaudage liant un complexe 

protéique adaptateur nécessaire au recrutement de la E-cadhérine au niveau des sites d’adhésion. La 

O-GlcNAcylation du domaine cytoplasmique de la E-cadhérine empêche sa liaison avec PIPKIγ, induit 

sa rétention dans le RE et l’apoptose des cellules MCF-7 (Geng et al., 2012) (Figure 49). 

 
Les nucléoporines ont rapidement été identifiées comme groupe de protéines O-GlcNAcylées (Holt 

and Hart, 1986; Holt, Snow, et al., 1987; Hanover et al., 1987). Leur O-GlcNAcylation régulerait la 

sélectivité des pores nucléaires et le trafic nucléocytoplasmique des protéines. La O-GlcNAcylation de 

certaines protéines peut modifier leur conformation et ainsi leur capacité à lier les protéines du pore 

nucléaire. En ce sens, la glycosylation de la β-caténine diminue sa translocation nucléaire dans les 

cellules DU-14 (Sayat et al., 2008) (Figures 45 et 49). 

 
La distribution des mitochondries est déterminée par la régulation de leur motilité via l’interaction de 

la kinésine, de la dynéine et des protéines d’ancrage aux microtubules. Le complexe 

moteur/adaptateur mitochondrial joue un rôle central dans la régulation de ce mécanisme. Ainsi, la 

GTPase MIRO (MItochondrial RhO GTPase) interagit avec la protéine adaptatrice TRAK1/2 qui couple 

la kinésine et la dynéine à la mitochondrie. L’OGT interagit avec TRAK1 (Iyer et al., 2003), TRAK2, MIRO 

et la kinésine (Pozo and Stephenson, 2011). L’OGT altère l’association entre TRAK1/2 et la kinésine, et 

engendre l’agrégation des mitochondries dans les fibroblastes COS-7 (Pozo and Stephenson, 2011). 

Dans les neurones, la O-GlcNAcylation de MIRO sur les résidus Ser447, Ser829, Ser830 et Ser938 arrête la 

motilité des mitochondries (Pekkurnaz et al., 2014) (Figure 49).  

 

7.5. Signalisation 

Plusieurs études ont montré l’implication de la O-GlcNAcylation dans la signalisation cellulaire 

notamment en régulant la phosphorylation de plusieurs acteurs des voies PI3K/AKT/mTOR, MAPK ou 

encore NF-κB (Figure 50). Réciproquement, l’OGT est régulée par les voies PI3K/AKT/mTOR et MAPK 

(cf.3.1.4 page 119).  

 
Comme décrit précédemment, en réponse à l’insuline, l’OGT est transloquée à la membrane plasmique 

grâce à son domaine PPO et est activée par le récepteur IR. Selon le contexte physiopathologique, l’OGT 

cible et régule différents acteurs de la voie PI3K/AKT/mTOR et notamment IRS-1 (Patti et al., 1999; 

Federici et al., 2002; Park et al., 2005; Klein et al., 2009; Whelan et al., 2010), PI3K (Federici et al., 2002), 

PDK1 (Whelan et al., 2010), AKT (Park et al., 2005; Kang et al., 2008, p.473; Wang et al., 2012; Shi et al., 

2015), AMPK (Bullen et al., 2014; Ishimura et al., 2017), 4E-BP1 (eiF4E (eukaryotic translation initiation 

factor 4E)-Binding Protein-1) (Miller et al., 2016) et RPS6 (Zeidan et al., 2010) (Figure 50).  
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Figure 50 : Régulation de la signalisation cellulaire par O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation régule 

nombre d’acteurs des voies de signalisation MAPK, PI3K/AKT/mTOR et NF-κB. Il existe un « cross-talk » 

puisque l’expression, l’activité et la localisation subcellulaire de l’OGT sont également régulées par les 

voies MAPK et PI3K/AKT/mTOR. 

4E-BP1 : eukaryotic translation initiation factor 4E-Binding Protein 1 ; Ac : Acétyle ; AMPK : Adenosine 
MonoPhosphate-activated protein Kinase ; BCL2L1 : B-Cell Lymphoma 2-Like protein 1 ; CCND1 : CyCliN D1 ; 
Elk-1 : Ets like 1 ; ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; 
GTPase : Guanosine TriPhosphate hydrolase ; Hsp90A : Heat shock protein 90A ; IκBα : Inhibitory κB α ; IKK : 
Inhibitory KappaB Kinase ; IR : Insulin Receptor ; IRS-1 : IR Substrate 1 ; kDa : kiloDalton ; LPS : 
LipoPolySaccharide ; Lys : Lysine ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; MAPKK : MAPK Kinase ; MAPKKK : 
MAPKK Kinase ; MEK : MAPK/ERK Kinase ; MKK : MAPKK ; mTOR : mammalian Target Of Rapamycin ; mTORC : 
mTOR Complex ; NF-κB : Nuclear Factor κB ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : 
β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p300 : protéine de 300 kDa ; p38 : protéine de 38 kDa ; p44/42 : 
protéine de 44/42 kDa ; p50 : protéine de 50 kDa ; p65 : protéine de 65 kDa ; PDK1 : 
Phosphoinositide-Dependent Kinase 1 ; PI : PhosphatidylInositol ; PI3K : PI-3-Kinase ; PIP2 : PI-4,5, 
BisPhosphate ; PIP3 : PI-3,4,5 TriPhosphate ; RAC : RAS-related C3 botulinum toxin substrate ; RHO : RAS 
HOmolog gene family ; RPS6 : Ribosomal Protein of the Small subunit 6 ; RTK : Récepteur Tyrosine Kinase ; S6K1 : 
S6 Kinase 1 ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine ; TSC2 : Tuberous SClerosis 2 ; VIM : VIMentine. 
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Le dialogue (« cross-talk ») entre la O-GlcNAcylation et la voie de signalisation mTOR dans le contexte 

physiopathologique du côlon a été décrite in vitro et in vivo dans l’article original (en page 321) : 

 
Very N, Steenackers A, Dubuquoy C, Vermuse J, Dubuquoy L, Lefebvre Tand El Yazidi-Belkoura I. (2018). 

Cross regulation between mTOR signaling and O-GlcNAcylation. Journal of Bioenergetics and 

Biomembranes. 50 (3) : 213-222. 

 
Nous avons montré dans cette étude une corrélation positive des niveaux d’OGT et de mTOR activé 

(phosphorylation sur la Ser2448) in vitro dans les lignées coliques non cancéreuses CCD 841 CoN et 

cancéreuses HCT116, et in vivo dans des tissus colorectaux de souris C57BL/6 et ob/ob. L’activation de 

mTOR (phosphorylations activatrices de mTOR et de sa cible S6K1 sur la Thr389) est diminuée par 

l’inhibition de la GFAT (azasérine) et augmentée par le knock-down de l’OGA, et ce, dans les cellules 

HCT116 mais pas dans les cellules CCD 841 CoN. 

 
Un état de l’art de cette thématique a été réalisé plus largement dans les maladies chroniques 

humaines dans la mini-revue (en page 333) :  

 
Very N, Vercoutter-Edouart AS, Lefebvre T, Hardivillé S, El Yazidi-Belkoura I. (2018). Cross-Dysregulation 

of O-GlcNAcylation and PI3K/AKT/mTOR Axis in Human Chronic Diseases. Front Endocrinol (Lausanne). 

9:602.  

 
La cascade de signalisation MAPK est initiée par des signaux extracellulaires et conduit à l’activation d’une 

MAPK spécifique après l’activation successive d’une MAPKKK (MAPKK (MAPK Kinase) Kinase) et d’une 

MAPKK. La MAPKKK est généralement activée par interaction avec une petite GTPase ou par 

phosphorylation par des kinases en aval des récepteurs membranaires. L’élévation du niveau de 

O-GlcNAcylation globale augmente l’activité des petites GTPase Rac et Rho (Kawamura Harukiyo et al., 

2004; Kneass and Marchase, 2005) ainsi que la phosphorylation et l’activation de différentes MAPKK 

(MEK1/2 et MKK3/6 (MAPKK3/6), MAPK (p38, p44/42 et ERK1/2) et certaines cibles (synapsine) 

(Dehennaut et al., 2007; Rexach et al., 2008; Skorobogatko et al., 2014; Guo et al., 2015) (Figure 50). 

 
Le facteur NF-κB contrôle de nombreux processus biologiques comme l’immunité innée, l’inflammation, 

la survie, la prolifération ou encore la tumorigenèse. La forme prototypique de NF-κB est l’hétérodimère 

p65/p50 séquestré dans un état inactif par l’inhibiteur IκBα (Inhibitory κB α) au niveau du cytoplasme. 

En réponse à la stimulation par des cytokines pro-inflammatoires, des LPS ou des agents génotoxiques, 

le complexe IKK (Inhibitory KappaB Kinase) constitué des kinases IKKα et IKKβ phosphoryle les résidus 

Ser32 et Ser36 de IкBα et induit sa dégradation protéasomale. Une fois libéré, NF-κB est transloqué dans 

le noyau où il active l’expression de ses gènes cibles. Il a été montré que la O-GlcNAcylation active la voie 

de signalisation NF-κB en ciblant IKKα, IKKβ et p65 (Thr305, Ser319, Thr322, Ser337, Thr352 et Ser374), et en 

augmentant leurs phosphorylations activatrices (Golks et al., 2007; W.H. Yang et al., 2008; Ma et al., 

2013). La O-GlcNAcylation de p65 sur les résidus Thr305 et Ser319 favorise son acétylation sur la Lys310 par 

p300/CBP et son activité transcriptionnelle (Allison et al., 2012; Ma et al., 2017) (Figure 50).  
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7.6. Réponse au stress 

En réponse à différentes formes de stress, l’activité de l’OGT et la O-GlcNAcylation des 

protéines sont rapidement et dynamiquement augmentées in vitro et in vivo. De plus, l’élévation de la 

O-GlcNAcylation avant ou après l’induction d’une lésion cellulaire protège les cellules et les tissus (Zou 

et al., 2007; Jones et al., 2008; Champattanachai et al., 2008; Ngoh et al., 2008; Ngoh et al., 2009). 

Plusieurs voies sont modulées par la O-GlcNAcylation afin de favoriser la survie cellulaire : la remise en 

conformation des protéines par les chaperons moléculaires ou encore la diminution du stress du RE 

par exemple (Figure 51). 

 
Des conditions de stress peuvent déstabiliser le repliement des protéines cytoplasmiques. Les 

protéines exposent alors des régions hydrophobes qui peuvent interagir entre elles et induire des 

agrégats délétères résistants à la protéolyse. Les chaperons moléculaires aident au repliement des 

protéines altérées ou dirigent les protéines difficiles à replier vers le protéasome. En réponse au stress, 

la O-GlcNAcylation augmente l’expression de plusieurs chaperons moléculaires dont les protéines de 

choc thermique Hsp40, Hsp70 ou encore Hsp72 (Zachara et al., 2004; Guinez et al., 2007; Kazemi et 

al., 2010). C’est l’inhibition de GSK3-β par l’OGT et la diminution subséquente de la phosphorylation 

inhibitrice du facteur de transcription HSF1 (Heat Shock Factor 1) sur la Ser303 qui expliquerait le 

mécanisme d’induction de l’expression des Hsp (Kazemi et al., 2010). La O-GlcNAcylation protège les 

protéines cibles également en favorisant directement leur interaction avec des protéines Hsp grâce à 

leurs propriétés lectiniques (Guinez et al., 2004; Guinez et al., 2007). A cela s’ajoute que, dans des 

conditions d’hyperthermie, l’OGT O-GlcNAcyle préférentiellement les protéines dénaturées (K.-C. 

Sohn et al., 2004) (Figure 51). 

 
L’accumulation des protéines mal conformées dans le RE entraine une réponse UPR (Unfolded Protein 

Response). Cet UPR se met notamment en place à partir de l’activation de la protéine 

transmembranaire du RE PERK. PERK phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction eIF2α sur la 

Ser51 et inhibe la synthèse protéique globale à l’exception de celle faisant intervenir certains ARNm 

impliqués dans la réponse au stress tel que celui codant la protéine pro-apoptotique CHOP 

(CCAAT/enhancer-binding protein HOmologous Protein). Ainsi, dans le cas où l’UPR ne parvient pas à 

rétablir l’homéostasie du RE, elle induit l’apoptose en activant CHOP. La glycosylation de eIF2α sur les 

résidus Ser219, Thr239 et Thr241 empêche sa phosphorylation par PERK sur la Ser51 et l’activation 

subséquente de CHOP (Jang et al., 2015) (Figure 51). Une déprivation en glucose peut également 

induire le stress du RE des cellules cancéreuses. La réponse adaptative consiste en l’activation du 

facteur de transcription HIF1α (Hypoxia-Inducible Factor-1 α), un régulateur clé de la glycolyse aérobie. 

La O-GlcNAcylation stabilise HIF1α en réduisant son hydroxylation et sa dégradation protéasomale 

(Ferrer et al., 2014) (Figure 52). Enfin, pour rappel, en cas de stress  
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Figure 51 : Régulation de la réponse au stress par O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation favorise la survie cellulaire en régulant la remise en conformation des protéines 

par les chaperons moléculaires et en diminuant le stress du RE.  

DNAJB1 : DNAJ protein homolog B1 ; eIF2α : eukaryotic Initiation Factor 2α ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GSK3-β : Glycogene Synthase Kinase 3β ; HIF1α : 
Hypoxia-Inducible Factor 1α ; HSPA : Heat Shock Protein family A ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p67 : protéine de 67 
kilodaltons ; PERK : Protein kinase R-like Endoplasmic Reticulum Kinase ; RE : Réticulum Endoplasmique ; Ser : Sérine. 
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7.7. Apoptose 

Le rôle de la O-GlcNAcylation sur les processus apoptotiques n’est pas totalement élucidé et 

dépend du type cellulaire et du contexte physiopathologique étudiés. Plusieurs protéines impliquées 

dans l’apoptose sont directement O-GlcNAcylées telles que les protéines pro-apoptotiques TRAIL-R, 

BMI-1, tBid, les pro-caspases-3 et pro-caspases-9, DFF40 (DNA Fragmentation Factor 40) et les facteurs 

de transcription AP-1 et p53, la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et les acteurs des voies de survie 

PI3K/AKT et NF-κB (Figure 52).  

 
La glycosylation du récepteur TRAIL-R1 sur la Ser424 (H. Lee et al., 2019) et celle de TRAIL-R2 (S.-Z. Yang 

et al., 2020) augmenterait et inhiberait respectivement l’apoptose induite par TRAIL. La 

O-GlcNAcylation stabilise BMI-1 sur la Ser255 (Y. Li et al., 2017). tBid est également stabilisé par 

O-GlcNAcylation favorisant l’apoptose des cellules de lymphome du manteau (MCL, Mantle Cell 

Lymphoma) (Luanpitpong et al., 2018). La O-GlcNAcylation des pro-caspases-3 et -9 les inhibe en 

empêchant leur clivage en caspases initiatrice et effectrice actives (Liu et al., 2018) DFF40, la principale 

endonucléase responsable de la fragmentation oligosomale de l’ADN durant l’apoptose nucléaire, est 

également O-GlcNAcylée. Or, dans les cellules HBP-ALL, la glycosylation de DFF40 empêche son clivage 

par les caspases-3 et caspases-7 effectrices, sa libération du complexe formé avec son inhibiteur DFF45 

et donc la fragmentation de l’ADN (Johnson et al., 2014) AP-1 régule notamment l’expression des 

protéines pro-apoptotiques FasL et Bim. Il s’agit d’un hétérodimère composé des facteurs de 

transcription c-Jun et c-Fos qui sont tous deux la cible de la O-GlcNAcylation (H. Tai et al., 2004). En 

réponse au peptide Aβ, la glycosylation de c-Fos sur la Ser56 et la Ser57 augmenterait sa stabilité, son 

activité transcriptionnelle sur BCL2L11 (BCL2-Like protein 11) codant Bim et induirait l’apoptose des 

cellules de neuroblastome SH-SY5Y (Choi et al., 2019). D’autre part, AP-1 est activé par l’OGT après 

dépolarisation des cellules de neuroblastomes NG-108-15 (Song et al., 2008). La O-GlcNAcylation peut 

également moduler la stabilité du suppresseur de tumeurs p53 dépendamment du statut mutationnel 

de TP53, du site modifié, du type cellulaire et du traitement chimiothérapeutique administré (cf. 1 

page 206). Enfin, Bcl-2 est O-GlcNAcylé dans les cardiomyocytes de rats diabétiques et participerait à 

l’initiation de l’apoptose (Marsh et al., 2013). Le facteur de transcription NF-κB active la transcription 

de nombreux gènes cibles dont BCL2L1 codant la protéine anti-apoptotique Bcl-xL. Ainsi, le knock-down 

de l’OGT inactive la voie de signalisation de NF-κB (cf. 7.5 page 175), diminue l’expression de Bcl-xL et 

induit l’apoptose des cellules cancéreuses pancréatiques (Ma et al., 2013) (Figure 52).  
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Figure 52 : Régulation de l’apoptose par la O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation régule l’apoptose 

en modifiant différentes protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques.  

AP-1 : Activator Protein 1 ; Bad : Bcl-2 associated agonist of cell death ; Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer ; 
Bax : Bcl-2-associated x ; BBC3 : BCL2 Binding Component 3 ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; BCL2L : BCL2-Like protein 
; BNIP3L : BCL2 Interacting Protein 3-Like ; BMI-1 : B-cell-specific Moloney murine leukemia virus Insertion site 1 ; 
casp : caspase ; DFF40 : Deoxyribonucleic acid Fragmentation Factor 40 ; FASLG : FAS LiGand ; G : 
N-acétylGlucosamine ; mut : muté ; NF-κB : Nuclear Factor κB ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-N-acétylGlucosamineTransférase ; p53 : protéine de 53 kilodaltons ; 
Ser : Sérine ; tBid : truncated BH3 interacting-domain death agonist ; TRAIL : Tumor necrosis factor Related 
Apoptosis Inducing Ligand ; TRAIL-R : TRAIL-Receptor. 
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D’autre part, la régulation par O-GlcNAcylation de la kinase anti-apoptotique AKT de la voie PI3K/AKT 

(cf. 6.2.4 page 162) semble en un régulateur clé de l’apoptose. En effet, AKT phosphorylé et activé 

favorise la survie cellulaire en phosphorylant et inactivant différentes protéines cibles pro-apoptotiques 

telles que Bad (Bcl-2 associated agonist of cell death) sur la Ser136 et MDM2 sur la Ser186 (del Peso et al., 

1997; Ogawara et al., 2002). MDM2 ubiquitinyle et induit la dégradation protéasomale du facteur de 

transcription p53 impliqué dans la régulation des gènes apoptotiques FAS, BCL2, BBC3, BAX et BNIP3L. 

La régulation de AKT par la O-GlcNAcylation conduit à l’inhibition de l’apoptose dans le contexte 

physiopathologique du cancer mais à son induction dans celui du DT2 et des maladies 

neurodégénératives. L’ensemble de ces mécanismes ont été décrits dans la mini-revue (en page 333) :  

 
Very N, Vercoutter-Edouart AS, Lefebvre T, Hardivillé S, El Yazidi-Belkoura I. (2018). Cross-Dysregulation 

of O-GlcNAcylation and PI3K/AKT/mTOR Axis in Human Chronic Diseases. Front Endocrinol (Lausanne). 

9:602.  

 
Il semblerait que la mOGT et la sOGT aient respectivement des propriétés pro- et anti-apoptotiques. 

Fletcher et collaborateurs (2002) ont initialement identifié le gène OGT dépourvu de la séquence codant 

son domaine N-ter et correspondant à l’isoforme sOGT comme un facteur protecteur contre l’apoptose 

induite par la déplétion en facteurs de croissance dans les cellules progénitrices myéloïdes 32Dcl3 

(Fletcher et al., 2002). En parallèle, Shin et collaborateurs (2011) montrent que la surexpression de la 

mOGT induit l’apoptose dans différents types cellulaires. Cette activité pro-apoptotique est dépendante 

de la présence de sa séquence d’adressage mitochondriale MTS N-ter et de son domaine catalytique 

C-ter (Shin et al., 2011). Ainsi, il est postulé que la sOGT pourrait contrecarrer l’activité pro-apoptotique 

de la mOGT pour coordonner les voies de survie cellulaire.  

 

7.8. Architecture cellulaire 

Le cytosquelette est une structure qui permet de maintenir la forme et l’organisation interne de 

la cellule. Il fournit également un support mécanique permettant à la cellule de se diviser et de se 

mouvoir. Il se compose de trois grandes classes d’éléments qui diffèrent en taille et en composition 

protéique : les microtubules composés de tubuline, les microfilaments composés d’actine et les filaments 

intermédiaires composés notamment de neurofilaments, de desmine, de kératine, de vimentine ou 

encore de lamine. 

 
L’ensemble de ces protéines est O-GlcNAcylé (Chou and Omary, 1994; Walgren et al., 2003; Cieniewski-

Bernard et al., 2004; Cheung and Hart, 2008; Slawson et al., 2008; Ramirez-Correa et al., 2008; Wang, 

Udeshi, Slawson, et al., 2010; Cieniewski-Bernard et al., 2012). Cette MPT est également retrouvée sur 

les protéines de pontage ou régulatrices du cytosquelette telles que la protéine 4.1 (Holt, Haltiwanger, 

et al., 1987), la taline (Hagmann et al., 1992), les protéines associées aux microtubules (MAP, 

Microtubule-Associated Protein) (Ding and Vandré, 1996), l’ankyrine (Zhang and Bennett, 1996), la 

plakoglobine (Hatsell et al., 2003) ou encore la troponine (Cieniewski-Bernard et al., 2012).  
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Figure 53 : Organisation de l’architecture cellulaire par O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation contrôle l’organisation des filaments d’actine, des microtubules et des 

filaments intermédiaires.  

AKB : Aurora Kinase B ; Ca2+ : Calcium (II) ; E-cadhérine : cadhérine Epithéliale ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GPC : pre-Glycoprotein Polyprotein Complex ; K18 : Kératine 
18 ; MAP : Microtubule-Associated Protein ; MEC : Matrice ExtraCellulaire ; MLC : Myosin Light-Chain ; MLCK : MLC Kinase ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGA : 
β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p120 : protéine de 120 kilodaltons ; PLCβ1 : PhosphoLipase C β1 ; PP1c : Protein Phosphatase 1c. 
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La O-GlcNAcylation participe à la régulation de l’organisation des filaments intermédiaires, à l’adhésion 

cellulaire et à l’activité contractile des fibres musculaires (Figure 53). 

 
Au cours de la mitose, la vimentine subit une série de phosphorylations au niveau de son domaine 

principal permettant la déstabilisation et la ségrégation du filament intermédiaire dans les cellules 

filles. La phosphorylation des kératines K8 et K18 augmente également leur solubilité et leur 

dégradation (Omary et al., 2006). L’OGT et l’OGA forment un complexe transitoire avec la kinase AKB 

et la phosphatase PP1c au niveau du « midbody » lors de la cytokinèse afin de réguler la réciprocité 

phosphorylation/O-GlcNAcylation de la vimentine (Slawson et al., 2008; Z. Li et al., 2017) (Figure 54). 

La O-GlcNAcylation de K18 sur la Ser30 augmente sa phosphorylation sur la Ser33, sa solubilité et sa 

dégradation (Srikanth et al., 2010; Kakade et al., 2016) (Figure 53). 

  
La plakoglobine et la β-caténine sont des protéines des desmosomes et des jonctions d’adhérence 

reliant la cadhérine membranaire à l’actine du cytosquelette (Prakash and Swaminathan, 2015). La 

O-GlcNAcylation stabilise la plakoglobine et augmente l’adhésion intercellulaire des kératinocytes (Hu 

et al., 2006). En régulant la β-caténine et la E-cadhérine, la O-GlcNAcylation participe également à la 

modulation de l’adhésion cellulaire (cf. 8.4.4.2 page 209) (Figures 49 et 53). 

 
La phosphorylation de la chaine légère de la myosine par MLCK (MLC (Myosin Light-Chain) Kinase) 

permet son interaction avec l’actine, son coulissement puis la contraction cellulaire. MLCK est une 

kinase dépendante du Ca2+. La voie du Ca2+ et la contraction pourrait être régulées par la 

O-GlcNAcylation. Ainsi, dans le muscle squelettique, la O-GlcNAcylation de PLCβ1 diminue son activité 

enzymatique et le relargage du Ca2+ à partir des stocks intracellulaires (Kim et al., 2006). De plus, la 

glycosylation des MLC et des troponines est associée à une augmentation de la force contractile  

(Cieniewski-Bernard et al., 2012) (Figure 53). 

 

7.9. Cycle cellulaire 

Le rôle de la O-GlcNAcylation dans la régulation du cycle cellulaire a initialement été proposé 

par Kearse et Hart (1991). Ces auteurs ont observé une augmentation rapide et transitoire de la 

O-GlcNAcylation des protéines nucléaires et une diminution concomitante de celle des protéines 

cytoplasmiques lors de l’activation mitogène des lymphocytes T murins (Kearse and Hart, 1991). 

Ultérieurement, plusieurs études ont montré que l’inactivation d’une des enzymes de la voie HBP 

perturbe la prolifération cellulaire (Boehmelt, Wakeham, et al., 2000; O’Donnell et al., 2004; Slawson 

et al., 2005; Olivier-Van Stichelen, Guinez, et al., 2012). Ainsi, la régulation de la dynamique de la 

O-GlcNAcylation est essentielle à la progression cellulaire dans les différentes phases du cycle. De 

manière générale, le niveau global de O-GlcNAcylation fluctue tout au long du cycle : il augmente entre 

les phases G0 et S, diminue en début de phase S, réaugmente jusqu’à atteindre un maximum en début 

de phase M puis rediminue à nouveau (Figure 54). 
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Figure 54 : Régulation du cycle cellulaire par la O-GlcNAcylation. Le niveau de O-GlcNAcylation varie 

en fonction des différentes phases du cycle cellulaire et permet sa progression. 

ASH2 : Absent, Small or Homeotic discs 2 ; AKB : Aurora Kinase B ; ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated ; CCNB1 : 
CyCliN B1 ; CDK : Cyclin-Dependent Kinase ; CHK : CHeckpoint Kinase ; DSB : Double-Strand Break ; G : Gap 
phase ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; H : Histone ; HCF-1 : Host Cell Factor 1 ; HCF-1C : domaine 
Carboxy-terminal de HCF-1 ; HCF-1N : domaine amino-terminal de HCF-1 ; K18 : Kératine 18 ; MAPK : 
Mitogen-Activated Protein Kinase ; MCM : MiniChromosome Maintenance protein ; mSIN3A : mammalian 
Stress-activated protein kinase INteracting protein 3A ; MYT1 : Membrane-associated TYr- and 
threonine-specific CDC2-inhibitory kinase 1 ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGA : 
β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; PI3K : PhosphatidylInositol-3-Kinase ; PP : 
Protein Phosphatase ; pRB : protéine du RétinoBlastome ; S : Synthesis phase ; Ser : Sérine ; Tyr : Tyrosine ; YY1 : 
Yin Yang 1. 
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Au cours de la transition G0/G1 : La stimulation mitogénique provoque une augmentation rapide des 

niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation des protéines nucléocytoplasmiques, participant à l’activation 

des voies PI3K et MAPK, à l’augmentation des niveaux de cyclines D1 et B1 et à l’entrée des ce llules 

MCF-7 quiescentes dans le cycle cellulaire (Olivier-Van Stichelen, Drougat, et al., 2012) (Figure 54). 

 
Au cours de la transition G1/S : L’OGT est nucléaire et péri-nucléaire, et l’OGA est cytoplasmique 

dans les cellules HeLa (Slawson et al., 2005). La O-GlcNAcylation est nécessaire à cette transition 

puisque sa diminution provoque l’arrêt en phase G1 des fibroblastes NIH 3T3-L1 synchronisés en 

phases M ou G1 tardive mais pas en début de phase S (Slawson et al., 2005). L’ensemble des 

sous-unités du complexe hexamérique MCM2-7 jouant un rôle essentiel dans l’initiation de la 

réplication de l’ADN est O-GlcNAcylé. La glycosylation perturbe la liaison à la chromatine de MCM2, 

MCM6 et MCM7, déstabilise le complexe MCM2-7 sans pour autant affecter la réplication de l’ADN 

des cellules MCF-7 et MDA-MB-231 (Leturcq et al., 2018). Dans les cellules HeLa, 

l’hypo-O-GlcNAcylation et l’hyper-phosphorylation de pRB par les complexes cycline D/CDK4/CDK6 

provoque le relargage du facteur de transcription E2F-1 impliqué dans la régulation des gènes de 

réplication (Wells et al., 2011). La O-GlcNAcylation de YY1 induit également sa dissociation de pRB 

et l’augmentation de son activité transcriptionnelle dans les cellules CASMC (Hiromura et al., 2003). 

La glycosylation de la cycline D1 augmente sa stabilité dans les cellules MCF-7 (Masclef et al., 2019) 

(Figure 54). 

 
Au cours de la phase S : Au début de la phase S, l’activité de l’OGA est augmentée et corrèle à une 

diminution du niveau de O-GlcNAcylation des protéines dans les cellules MCF-7 (Drougat et al., 

2012). Les niveaux d’OGT, de O-GlcNAcylation globale (Yang et al., 2012) et de celle de certaines 

protéines (histones H2A, H2B, H3 et H4) (Zhang et al., 2011) sont faibles en début de phase S puis 

augmentent progressivement jusqu’à la phase G2. La modification de H2B et H3 induirait 

respectivement l’activation et la répression génique (Kaleem et al., 2008; Fujiki et al., 2011) (cf. 7.1 

page 166) (Figures 48 et 54).  

 
A la transition G2/M : L’entrée en méiose des ovocytes de xénope (également appelée mécanisme 

de maturation) est analogue à la transition G2/M des cellules non germinales et peut être induite 

par stimulation hormonale par la progestérone (Schorderet-Slatkine, 1972). La stimulation par la 

progestérone des ovocytes est accompagnée d’une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation 

globale (Lefebvre et al., 2004) participant à leur maturation (Dehennaut et al., 2007; Dehennaut, 

Hanoulle, et al., 2008). La O-GlcNAcylation de K8 et K18 est augmentée au cours de la transition 

G2/M et participe au désassemblage des filaments intermédiaires (Chou and Omary, 1993; Chou and 

Omary, 1994) (cf. 7.8 page 183) (Figures 53 et 54).  
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Au cours de la phase M : Les niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale des protéines atteignent 

un maximum au début de la phase M puis diminuent au cours de la mitose et réaugmentent lorsque 

les cellules entrent en phase G1 (Slawson et al., 2005; Sakabe and Hart, 2010; Yang et al., 2012). La 

réduction du niveau d’OGT est concomitante à celle de son ARNm (Whitfield et al., 2002). La 

perturbation de l’homéostasie de la O-GlcNAcylation conduit à des défauts de cytokinèse, 

d’aneuploïdie (Slawson et al., 2005), de formation du fuseau mitotique et de ségrégation 

chromatidienne (Yang et al., 2012; Lanza et al., 2016). Au cours la mitose, l’OGA nucléocytoplasmique 

est exclue des membranes nucléaires naissantes. L’OGT est stabilisée et relocalisée au  niveau du 

fuseau mitotique et du « midbody » par phosphorylation de la Ser20 par CHK1 (Slawson et al., 2005; Z. 

Li et al., 2017). où elle régule, avec l’OGA, l’organisation de la vimentine (Slawson et al., 2008; Z. Li et 

al., 2017) (cf. 7.8 page 183) (Figure 54). Le complexe cycline B/CDK1 est un régulateur clé de la 

progression en phase M. La O-GlcNAcylation diminue l’activité de CDK1 en favorisant ses 

phosphorylations inhibitrices sur les résidus Thr14 et Tyr15 par WEE1 et MYT1 (Membrane-associated 

tyrosine- and threonine-specific CDC2-inhibitory kinase 1) (Wang, Udeshi, Slawson, et al., 2010). Enfin, 

la glycosylation diminue les phosphorylations mitotiques de l’histone H3 sur les résidus Ser10, Ser28 et 

Thr32 (Fong et al., 2012) (Figure 54). 

 

7.10. Développement 

Plusieurs études sur différents organismes tels que la drosophile, le poisson-zèbre, le xénope, 

le rat et la souris ont permis de comprendre l’implication de la O-GlcNAcylation dans l’embryogenèse 

et le développement et, plus particulièrement, au niveau cérébral et placentaire (Figure 55). L’OGT et 

l’OGA étant plus fortement exprimées dans ces tissus (Lubas et al., 1997; Gao et al., 2001; Okuyama 

and Marshall, 2003). 

 
Le rôle essentiel de la O-GlcNAcylation dans l’embryogenèse a été mis en évidence sur des modèles 

de KO ubiquitaire des gènes codant l’OGT, l’OGA (cf. 2.2.4 page 113) ou des enzymes de la voie HBP 

telles que GFAT, GNPNAT et PGM3 (cf. 4.2.2 page 140). Chez le xénope, le niveau de O-GlcNAcylation 

est élevé au cours de la segmentation, diminué au début de la gastrulation puis ré-augmenté au début 

de la fermeture du tube neural (Dehennaut et al., 2009). Cette régulation favoriserait respectivement, 

la prolifération cellulaire, les réarrangements du cytosquelette puis l’organogenèse (Figure 55). Chez 

le poisson-zèbre, Il existe six variants d’épissage alternatif de l’OGTA (var1-4) et de l’OGTB (var5 et 

var6) régulés différentiellement au cours du développement embryonnaire (Sohn and Do, 2005). Le 

knock-down de l’OGTA-B entraine une morphologie aberrante des tissus endodermiques et de certains 

tissus mésodermiques et ectodermiques, une réduction de la taille du corps ainsi que du cerveau de 

l’embryon de poisson-zèbre (Webster et al., 2009).  
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Figure 55 : Régulation du développement par la O-GlcNAcylation. Le niveau de O-GlcNAcylation varie en fonction du stade de développement. La O-GlcNAcylation inhibe 

le développement neuronal et placentaire.  

Elf1 : E74-like factor 1 ; G : N-Acétyl-D-Glucosamine ; HIF1α : Hypoxia-Inducible Factor 1α ; L1CAM : L1 Cell Adhesion Molecule ; NEUROD4 : NEUROgenic Differentiation 4 ; 
O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; Pem : Placentae and embryos oncofetal ; RELN : REeLiNe ; Sp1 : Specificity protein 1 ; TGFB2 : Transforming Growth Factor Beta 2 ; 
TUBB3 : TUBuline Beta 
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O’Donnell et collaborateurs (2004) montrent que les souris KO pour l’OGT neuronal présentent un 

dysfonctionnement neuronal, une déficience de l’activité locomotrice et meurent dans les 10 jours 

post-natal (O’Donnell et al., 2004). Dans le cerveau de souris, la O-GlcNAcylation augmente, diminue 

puis se stabilise respectivement jusqu’à 5, 7 et 13 mois post-natal (Rex-Mathes et al., 2001). En 

revanche, dans le cerveau de rat, le niveau de O-GlcNAcylation augmente jusqu’au 15ème jour 

embryonnaire, diminue progressivement jusqu’à 3 mois post-natal puis se stabilise au cours de la 

maturation jusqu’à 2 ans post-natal (Liu et al., 2012). Ainsi, la diminution et l’augmentation de la 

O-GlcNAcylation respectivement promeut et inhibe la différenciation, l’extension et l’organisation 

neuronale dans le système nerveux central (Lagerlöf, 2018). Plus particulièrement, l’inhibition de l’OGT 

par l’Ac4-5S-GlcNAc active les gènes neuronaux tels que TUBB3 (TUBulin Beta-3 chain), NEUROD4, 

RELN (REeLiNe), TGFB2 ou L1CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) (Andres et al., 2017) (Figure 55). 

 
Le placenta est indispensable aux échanges nutritifs entre la circulation maternelle et le chorion fœtal. 

Chez la souris, le KO de l’OGA conduit à des défauts de la vasculogenèse placentaire, un retard de la 

croissance fœtale et la mortalité néonatale en diminuant la stabilité de HIF1α et la transcription des 

gènes cibles (Yang et al., 2012; Y.R. Yang, Jang, et al., 2015). Dans les cellules de neuroblastome de rat 

B103, la O-GlcNAcylation inhibe l’interaction entre les facteurs Sp1 et Elf1, et leur activité 

transcriptionnelle sur le promoteur du gène Placentae and embryos oncofetal (Pem) codant une 

protéine Hox spécifique au tissu placentaire (Lim and Chang, 2009b) (Figure 55). 

 

8. Dérégulation de la O-GlcNAcylation dans les pathologies  

Par son implication dans la régulation des mécanismes cellulaires fondamentaux, la 

dérégulation de l’homéostasie de la O-GlcNAcylation participe au développement de nombreuses 

pathologies telles que les désordres métaboliques, les maladies neurodégénératives et 

cardiovasculaires ou encore le cancer. L’implication de la dérégulation de la O-GlcNAcylation dans le 

développement de ces pathologies par la modulation de la voie PI3K/AKT/mTOR a été décrite dans 

la mini-revue (en page 333) :  

 
Very N, Vercoutter-Edouart AS, Lefebvre T, Hardivillé S, El Yazidi-Belkoura I. (2018). 

Cross-Dysregulation of O-GlcNAcylation and PI3K/AKT/mTOR Axis in Human Chronic Diseases. Front 

Endocrinol (Lausanne). 9: 602.  
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8.1. Désordres métaboliques 

La consommation de sucres a triplé au cours des 50 dernières années et cette augmentation 

qui devrait se poursuivre notamment dans les économies émergentes favorise l’incidence de 

pathologies associées (Lustig et al., 2012). En effet, la consommation chronique d’un régime occidental 

(« Western style diet ») riche en acides gras saturés et en sucres est associée à une homéostasie 

anormale du glucose et au développement de désordres métaboliques tels que les syndromes 

métaboliques ou le DT2 (van Dam et al., 2002; Esmaillzadeh et al., 2007; Shang et al., 2012).  

 
Le syndrome métabolique qui est le plus souvent lié au mode de vie se caractérise par la présence d’au 

moins trois des cinq critères suivants : obésité abdominale, hypertension artérielle, taux élevé de 

triglycérides, faible taux de cholestérol à HDL (High-Density Lipoprotein) et hyperglycémie à jeun 

(Swarup and Zeltser, 2019). L’hyperglycémie associée au syndrome métabolique peut alors induire une 

augmentation anormale de la O-GlcNAcylation des protéines. Cette glycosylation pourrait participer à 

la progression de la maladie vers le DT2 (Figure 56) ou les maladies associées à la toxicité du glucose 

telles que le cancer et les maladies cardiovasculaires. 

 
En réponse à une augmentation de la glycémie, les cellules β des ilots de Langerhans sécrètent 

l’insuline. Cette hormone stimule l’absorption du glucose via des transporteurs GLUT, son utilisation 

et/ou son stockage sous forme de glycogène (par la glycogénogenèse) ou de triglycérides (par la 

glycolyse et la lipogenèse) respectivement au niveau du foie et, du muscle squelettique et du tissu 

adipeux. Le DT2 se caractérise alors par une résistance à l’insuline au niveau de ces organes 

insulino-sensibles entrainant une hyperglycémie et une hyperinsulinémie (Reaven et al., 1976; 

Ferrannini, 1998) (Figure 56). Dès 1991, il a été démontré que la résistance à l’insuline est induite par 

la combinaison de l’hyperglycémie, l’hyperinsulinémie et l’activation de la voie HBP, notamment par 

la Gln. En effet, dans ces conditions, l’absorption du Glc est diminuée dans les adipocytes mais est 

restaurée après inhibition pharmacologique de la GFAT (Marshall et al., 1991b). Le traitement par la 

GlcNH2 ou la surexpression de la GFAT induit l’augmentation de la concentration intracellulaire en 

UDP-GlcNAc et la résistance à l’insuline dans le foie (Rossetti et al., 1995; Veerababu et al., 2000), le 

muscle squelettique (Rossetti et al., 1995; Baron et al., 1995; Hebert et al., 1996) et le tissu adipeux 

(Hebert et al., 1996; Heart et al., 2000, p.20; Marshall et al., 2004) ex vivo et in vivo. Dans le muscle 

squelettique et le tissu adipeux, cette résistance est liée à la diminution de la translocation 

membranaire du transporteur insulino-dépendant GLUT4. De plus, les îlots de Langerhans et les tissus 

insulino-sensibles de modèles diabétiques présentent une augmentation du niveau de 

O-GlcNAcylation globale des protéines (Akimoto et al., 2007; Ruan et al., 2012; Fricovsky et al., 2012; 

Zaborska et al., 2017; Shi et al., 2018).  
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Figure 56 : Dérégulation de la O-GlcNAcylation dans le Diabète de Type 2 (DT2). La O-GlcNAcylation participe à la résistance à l’insuline prémices au DT2. Elle diminue 

l’absorption du glucose et la glycogénogenèse, et augmente la néoglucogenèse au niveau du foie, du tissu adipeux et du muscle squelettique. Au niveau du pancréas, elle 

augmente la production d’insuline et induit la mort cellulaire. 

AS160 : AKT Substrate of 160 kilodaltons ; Bad : B-cell lymphoma 2 associated agonist of cell death ; CRTC2 : C-adenosine monophosphate response Element-binding protein Regulated 
Transcription Coactivator 2 ; DT2 : Diabète de Type 2 ; FoxO1 : Forkhead box de classe O1 ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; G6Pase : Glucose-6-Phosphatase ; Glc : Glucose ; 
GLUT4 : GLUcose Transporter 4 ; GS : Glycogene Synthase ; GSK3-β : GS Kinase 3β ; INS : INSuline ; IR : Insulin Receptor ; IRS-1 : IR Substrate 1 ; MafA : V-Maf Musculoaponeurotic 
fibrosarcoma oncogene A ; NeuroD1 : Neurogenic Differentiation 1 ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; Pdx1 : Pancreatic and duodenal homeobox 1 ; PEPCK : 
PhosphoEnolPyruvate CarboxyKinase ; PGC1α : Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1α ; PI3K : PhosphatidylInositol-3-Kinase ; Ser : Sérine. 
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Ainsi, en ciblant et inhibant plusieurs protéines de la voie de signalisation de l’insuline, la dérégulation 

de la O-GlcNAcylation observée dans le DT2 établit un lien entre hyperglycémie et résistance à 

l’insuline (pour revue : Very et al., 2018). En résumé, dans les tissus insulino-sensibles, la 

O-GlcNAcylation inhibe l’interaction IRS-1/PI3K, et par conséquent l’activation de la voie. L’inhibition 

de AKT induit une diminution de la translocation membranaire de GLUT4 possiblement via AS160 (AKT 

Substrate of 160 kDa) et de l’absorption du glucose. De plus, la répression de AKT inhibe la 

glycogénogenèse et stimule la gluconéogenèse en régulant GSK3-β, FoxO1 et leurs cibles respectives 

GS (Glycogène Synthase) et, G6Pase et PEPCK (PhosphoEnolPyruvate CarboxyKinase). En réponse au 

glucose, la glycosylation de CRTC2 (CREB Regulated Transcription Coactivator 2) sur les Ser70 et Ser170 

dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2 (Dentin et al., 2008) et de PGC-1α stimule également 

l’expression des gènes gluconéogéniques. Dans les cellules β-pancréatiques murines MIN6, la 

O-GlcNAcylation favorise l’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription Pdx1 (Gao et al., 

2003), NeuroD1 (Andrali et al., 2007) et MafA (V-Maf Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog A) (Vanderford et al., 2007) impliqués dans la régulation de l’expression de INS (INSuline). 

L’inhibition de AKT par O-GlcNAcylation induit l’apoptose des cellules β (Figure 56). Enfin et pour 

rappel, le polymorphisme des gènes MGEA5 et GFPT2 est associé à la prédisposition génétique liée au 

DT2 (cf. 1 page 136 et 4.2.2 page 140). 

 

8.2. Maladies neurodégénératives 

Il existe une étroite corrélation entre le niveau de O-GlcNAcylation des protéines et les 

neuropathies caractérisées par la formation d’agrégats neuronaux de protéines mal conformées. 

D’une part, le cerveau est l’organe gluco-dépendant qui présente les niveaux les plus élevés d’OGT et 

d’OGA (Lubas et al., 1997; Gao et al., 2001). D’autre part, les gènes codant ces enzymes sont localisés 

sur des locus associés aux maladies neurodégénératives telles que Parkinson (Shafi et al., 2000; Nolte 

et al., 2003) et Alzheimer (Bertram et al., 2000; Myers et al., 2000).  

 
La maladie de Parkinson est caractérisée par la présence d’agrégats neuronaux d’α-synucléine au sein 

de corps de Lewy. De manière intéressante, le cerveau de patients atteints de Parkinson présente des 

niveaux plus élevés de O-GlcNAcylation des protéines (Wani et al., 2017) et de phosphorylation de 

l’α-synucléine membranaire sur les Ser87 et Ser129 (Paleologou et al., 2010). In vitro, la phosphorylation 

de la Ser87 bloque la liaison membranaire de l’α-synucléine ainsi que son agrégation (Paleologou et al., 

2010) alors que celle de la Ser129 augmente sa capacité à se lier à la membrane synaptique ainsi que sa 

toxicité neuronale (Chen and Feany, 2005; Visanji et al., 2011) (Figure 57). L’α-synucléine est 

O-GlcNAcylée sur les résidus Thr64, Thr72 et Ser87 au niveau de son domaine NAC (Non-Amyloid-β 

Component) localisé entre les résidus 61Glu-Val95 et impliqué dans son agrégation (Wang et al., 2009; 

Wang, Udeshi, O’Malley, et al., 2010; Alfaro et al., 2012).  
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Marotta et collaborateurs (2015) montrent, in vitro, que la O-GlcNAcylation de la Thr72 augmente 

légèrement la phosphorylation sur la Ser87 par CK1 mais diminue celle sur la Ser129 catalysée par les 

kinases CK1, PLK3 (Polo-Like Kinase 3) et GRK5 (G protein-coupled Receptor Kinase 5). Cette 

glycosylation augmente la solubilité de l’α-synucléine et diminue son agrégation sans affecter sa liaison 

membranaire. Enfin, la MPT diminue également la toxicité de l’α-synucléine dans les cellules neuronales 

SH-SY5Y de rat (Marotta et al., 2015). Ainsi, les approches biochimiques utilisées dans ces études 

semblent montrer que la O-GlcNAcylation diminue l’agrégation de l’α-synucléine par compétition avec 

la phosphorylation. Néanmoins, Wani et collaborateurs (2017) ont également démontré que 

l’augmentation de la O-GlcNAcylation favorise l’accumulation d’α-synucléine grâce à l’activation de 

mTOR et la réduction de l’autophagie dans les neurones corticaux primaires de rat traités au Thiamet-G 

(Wani et al., 2017). Enfin, l’inhibition de AKT par O-GlcNAcylation pourrait être impliquée dans la perte 

de fonction et dans l’apoptose des cellules neuronales retrouvées dans les maladies neurodégénératives 

(Kang et al., 2008) (cf. 6.2.4 page 162) (Figure 57). Très récemment, Ryan et collaborateurs (2020) ont 

synthétisé un peptide analogue du domaine NAC tronqué (68Gly-Val77) de l’α-synucléine avec, en N-ter, 

un groupement acétyle et un résidu Ser O-GlcNAcylé et, en C-ter, un groupement amine. Ce peptide 

s’associe alors avec l’α-synucléine fibrillaire et inhibe son agrégation (Ryan et al., 2020).  

 
La maladie d’Alzheimer se caractérise par la présence d’agrégats neuronaux de peptides Aβ issus du 

clivage de l’APP (Amyloid Precursor Protein) et formant des plaques séniles au niveau des neurones. Au 

cours de la maladie, la protéine Tau, qui permet normalement l’assemblage, la stabilité et l’orientation 

des microtubules axonaux, ainsi que les neurofilaments NF sont également retrouvées sous forme 

d’agrégats hyper-phosphorylés. Une corrélation existe entre diabète, métabolisme du glucose et 

développement de la maladie d’Alzheimer. D’une part, les sujets diabétiques ont deux fois plus de risque 

de développer cette neuropathie (Biessels et al., 2006). D’autre part, comparés aux patients sains, les 

patients atteints d’Alzheimer ont un métabolisme du glucose significativement plus faible au niveau du 

cerveau (Alexander et al., 2002). Enfin, la maladie d’Alzheimer est considérée comme le diabète de type 

3 (DT3) puisqu’elle présente les caractéristiques de diminution de production de l’insuline et de 

résistance à l’insuline des récepteurs IR des DT1 et DT2 respectivement (Steen et al., 2005; Lefebvre et 

al., 2010). Cette diminution du métabolisme du glucose corrèle également avec une dérégulation de la 

O-GlcNAcylation (Figure 57). La O-GlcNAcylation a été identifiée sur l’APP (Griffith et al., 1995), les 

neurofilaments NF-M, NF-L (Dong et al., 1993), NF-H (Cheung and Hart, 2008) et Tau (Arnold et al., 

1996; Lefebvre et al., 2003). En réponse à la privation en glucose, la O-GlcNAcylation augmente la 

solubilité et la dépolymérisation de NF-H au niveau des filaments des cellules de neuroblastome 

Neuro-2A (Cheung and Hart, 2008). En parallèle, la glycosylation de Tau (Lefebvre et al., 2003; Li et al., 

2006) et de NF-M (Deng et al., 2008) est inversement corrélée à leur phosphorylation et est dépendante 

de la prise alimentaire et du métabolisme du glucose in vitro et in vivo.  



 

195 

 

Figure 57 : Dérégulation de la O-GlcNAcylation dans les maladies neurodégénératives. De manière 

générale, la O-GlcNAcylation participe à la neuroprotection dans les maladies de Parkinson et 

d’Alzheimer en évitant l’accumulation d’agrégats protéiques. Elle peut néanmoins participer à la mort 

neuronale par apoptose. 

Aβ : Amyloïde β ; APP : Amyloid Precursor Protein ; Bad : Bcl-2 associated agonist of cell death ; Bcl-2 : B-cell 
lymphoma 2 ; BCL2L11 : BCL2-Like protein 11 ; Bim : Bcl-2 interacting mediator of cell death ; CDK2 : 
Cyclin-Dependent Kinase 2 ; CK1 : Casein Kinase 1 ; G : GlcNAc ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GRK5 : G 
protein-coupled Receptor Kinase 5 ; GSK3-β : Glycogene Synthase Kinase 3β ; mTORC1 : mammalian Target Of 
Rapamycin Complex 1 ; NF : NeuroFilament ; NO : Nitric Oxide ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; PLK3 : Polo-Like Kinase 3 ; Ser : 
Sérine ; Tau : Tubulin associated unit ; Thr : Thréonine ; ULK1 : Unc-51 Like autophagy Activating Kinase 1. 
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Ainsi, le Yin-Yang entre ces deux MPT régule l’agrégation de ces protéines. Notamment la 

O-GlcNAcylation in vitro de la Ser400 de Tau réduit la phosphorylation de la Ser404 catalysée par la 

cycline A3/CDK2, interrompt le processus de phosphorylations séquentielles sur les résidus Ser400 et 

Ser396 induit par GSK3-β et diminue son agrégation sans altérer sa conformation (Smet-Nocca et al., 

2011; Yuzwa et al., 2012a). Inversement, la phosphorylation des résidus Ser396 et Ser404 diminue la 

glycosylation de Tau sur la Ser400 (Smet-Nocca et al., 2011). En revanche, dans le cerveau murin, 

l’inhibition de l’OGA par le Thiamet-G diminue la phosphorylation de Tau sur les acides aminés Thr181, 

Thr212, Ser214, Ser262/356, Ser404 et Ser409 mais l’augmente sur les résidus Ser199, Ser202, Ser396 et Ser422 

possiblement par l’activation de GSK3-β via AKT (Yu et al., 2012). Le cerveau de patients atteints 

d’Alzheimer présente ainsi une accumulation de Tau et de NF-M sous forme hypo-O-GlcNAcylée et 

hyper-phosphorylée (Deng et al., 2008; Liu et al., 2009). De plus, dans les cellules de neuroblastome, le 

peptide Aβ induit la S-nitrosylation et l’inhibition de l’activité enzymatique de l’OGT pouvant contribuer 

à l’agrégation de Tau (Ryu et al., 2016). Ainsi, la présence du peptide Aβ accélèrerait la neurotoxicité en 

affectant la O-GlcNAcylation (Figure 57). Ensemble, ces données montrent que la O-GlcNAcylation a un 

rôle neuroprotecteur dans la maladie d’Alzheimer. L’utilisation d’inhibiteurs de l’OGA capables de passer 

la barrière hémato-encéphalique et d’augmenter la O-GlcNAcylation des protéines neuronales est un 

outil thérapeutique prometteur pour traiter cette neuropathie. A ce jour, le traitement à long terme avec 

du Thiamet-G a diminué les lésions neurodégénératives dans le cerveau de différents modèles murins de 

tauopathies (Yuzwa et al., 2012a; Borghgraef et al., 2013; Graham et al., 2014; Yuzwa et al., 2014). Une 

donnée récente montre cependant qu’en réponse au peptide Aβ, la O-GlcNAcylation participerait à la 

mort neuronale en glycosylant c-Fos sur la Ser56 et la Ser57. Cette modification augmenterait la stabilité 

et l’activité transcriptionnelle de ce facteur de transcription sur BCL2L11 pro-apoptotique dans les 

cellules de neuroblastome SH-SY5Y (Choi et al., 2019) (Figure 57). 

 

8.3. Maladies cardiovasculaires 

De manière intéressante, Medford et collaborateurs (2012) ont démontré qu’un régime 

alimentaire riche est associé à une augmentation de la O-GlcNAcylation des protéines dans le cœur de rat 

(Medford et al., 2012). Ainsi, en réponse à l’altération de la glycémie, la O-GlcNAcylation pourrait déréguler 

les mécanismes cellulaires et potentialiser les effets indésirables des désordres métaboliques (Figure 58). 

 
L’infarctus du myocarde correspond à la mort des cellules musculaires cardiaques privées d’oxygène et 

de nutriments, et à l’apparition de problèmes de contraction du cœur. L’I/R (Ischémie/Reperfusion) 

correspond à la diminution puis la ré-augmentation de l’apport sanguin au niveau des organes. Le choc 

trauma-hémorragique correspond, quant à lui, à une perte importante de sang. Lorsque la circulation 

sanguine reprend, les cellules ischémiées présentent notamment une surcharge calcique, un stress 

oxydatif et une réaction inflammatoire qui conduisent à leur mort par apoptose. 
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Figure 58 : Dérégulation de la O-GlcNAcylation dans les maladies cardiovasculaires. La 

O-GlcNAcylation a un rôle cardioprotecteur en réponse à l’I/R et au choc trauma-hémorragique. En 

revanche, elle participe aux complications cardiovasculaires associées au diabète. 

ANG II : ANGiotensine II ; ATP : Adénosine TriPhosphate ; Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; Ca2+ : Calcium (II) ; CaMKII : 
Calcium/CalModulin-dependent protein Kinase II ; COX1 : Cyclo-Oxygénase 1 ; eNOS : endothelial Nitric Oxide 
Synthase ; FNA : Facteur Natriurétique Auriculaire ; G : N-Acétyl-D-Glucosamine ; HIF1α : Hypoxia-Inducible 
Factor 1α ; I/R : Ischémie/Reperfusion ; IL-6 : InterLeukine-6 ; mTORC1 : mammalian Target Of 
Rapamycin Complex 1 ; NDUFA9 : NAD Déshydrogenase Ubiquinone Fe-S protein A9 ; O-GlcNAcylation : 
O-N-AcétylGlucosaminylation ; PE : PhénylEphrine ; PLB : PhosphoLamBane ; PTP : Pore de Transition de 
Perméabilité ; RE : Réticulum Endoplasmique ; ROS : Reactive Oxygen Species ; RUNX2 : RUNt related 
transcription factor 2 ; SERCA2a : Sarco/Endoplasmic Reticulm Ca2+-ATPase 2a ; STIM1 : Stromal Interaction 
Molecule 1 ; TNF : Tumor Necrosis Factor ; VDAC : Voltage-Dependent Anion Channel ; VEGF : Vascular 
Endothelial Growth Factor. 
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La survie des cardiomyocytes et les fonctions de cœurs isolés de rat soumis à une I/R ou au paradoxe 

du calcium sont améliorées après pré-traitement avec la Gln, la GlcNH2 ou l’inhibiteur d’OGA 

PUGNAc (Liu et al., 2006; Liu et al., 2007; Jones et al., 2008; Champattanachai et al., 2008). De même, 

la GlcNH2 et le PUGNAc augmentent le recouvrement des fonctions cardiaques après un choc 

trauma-hémorragique (S. Yang et al., 2006; Zou et al., 2007).  

 
Le maintien de l’homéostasie du Ca2+ est nécessaire à la fonction cardiaque normale dans lequel il 

régule le couplage excitation-contraction, l’hypertrophie et l’apoptose. Le paradoxe du calcium est 

retrouvé dans les tissus soumis à une I/R et correspond à une perte brève du niveau extracellulaire 

de Ca2+ suivie de sa restauration conduisant à une surcharge massive en Ca2+ dans les cardiomyocytes 

et à leur mort par apoptose. La O-GlcNAcylation atténue l’agrégation de STIM1 (STromal Interaction 

Molecule 1) et l’ECC (Entrée Capacitative du Ca2+) en réponse à la déplétion des stocks 

intracellulaires de Ca2+ des cardiomyocytes NRVM (Neonatal Rat Ventricular Myocyte) (Zhu-Mauldin 

et al., 2012). La O-GlcNAcylation diminue également la réponse au stress induite par le Ca2+ lors de 

la reperfusion cardiaque en inhibant la protéase calpaïne et en diminuant la protéolyse subséquente 

de l’α-fodrine et de CaMKII (Liu et al., 2007). Au cours des lésions d’I/R, la surcharge de Ca2+ et 

l’accumulation de ROS activent la voie apoptotique intrinsèque qui aboutit à la formation du pore 

PTP mitochondrial notamment composé du canal VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel). La 

O-GlcNAcylation de VDAC permettrait le maintien du potentiel de la membrane mitochondriale et 

empêcherait la formation du pore PTP dans les cardiomyocytes soumis à une hypoxie-reperfusion in 

vitro et in vivo (Jones et al., 2008; Champattanachai et al., 2008; Ngoh et al., 2008). Enfin, la 

O-GlcNAcylation réduit les niveaux circulants d’IL-6 et de TNFα induits par la trauma-hémorragie 

chez le rat (S. Yang et al., 2006; Zou et al., 2007) (Figure 58). 

 
De manière chronique, la O-GlcNAcylation peut participer aux complications cardiovasculaires 

associées au diabète en altérant les signalisations hypertrophique, mitochondriale et, les fonctions 

mitochondriale et contractile des cardiomyocytes (Hu et al., 2005; Hu et al., 2009; Marsh et al., 2011; 

Marsh et al., 2013). La glycosylation module également l’angiogenèse et l’obstruction des vaisseaux 

sanguins. Dans les cardiomyocytes de rats diabétiques, la O-GlcNAcylation diminue la signalisation 

hypertrophique induite par ANG II (ANGiotensine II) et PE (PhénylEphrine) en diminuant les niveaux 

de FNA (Facteur Natriurétique Auriculaire) et de l’α-actine sarcomérique (Marsh et al., 2011). Dans 

ces cellules, Bcl-2 et la bécline 1 sont O-GlcNAcylés et la glycosylation participerait à l’inhibition de 

l’autophagie induite par la bécline 1 en réponse à la déprivation en glucose et à l’initiation de 

l’apoptose (Marsh et al., 2013). D’autre part, l’augmentation de la O-GlcNAcylation dans les 

cardiomyocytes néonataux de rat diminue l’activité de la chaine mitochondriale respiratoire en 

ciblant notamment COX1 et NDUFA9 (Hu et al., 2009) (Figure 58).  
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Enfin, la O-GlcNAcylation diminue également l’expression de la pompe SERCA2a (Sarco/Endoplasmic 

Reticulm Ca2+-ATPase 2a) et augmente celle de son inhibiteur PLB (PhosphoLamBane) dans les 

cardiomyocytes de rats diabétiques. Il en résulte une diminution des transitoires calciques, de la 

charge de Ca2+ dans le réticulum sarcoplasmique et de la fonction contractile (Hu et al., 2005). La 

O-GlcNAcylation réduit la vasodilatation des vaisseaux et l’angiogenèse via l’inhibition de AKT, de 

eNOS et du VEGF. Elle favorise également la calcification et l’obstruction des vaisseaux par 

l’activation de AKT et la surexpression du facteur de transcription ostéogénique RUNX2 (pour revue : 

Very et al., 2018) (Figure 58).  

 
En conclusion, comme il a été précédemment décrit pour les maladies neurodégénératives, la 

O-GlcNAcylation est le Dr. Jekyll ou Mr. Hyde en fonction de la condition physiologique considérée. 

 

8.4. Cancer 

8.4.1. Reprogrammation métabolique 

Physiologiquement et en présence d’oxygène, les cellules non proliférantes différenciées 

métabolisent le glucose en pyruvate à travers la voie de la glycolyse puis en CO2 et NADH,H+ via le 

cycle de Krebs. Le NADH,H+ alimente alors la phosphorylation oxydative mitochondriale afin de 

générer de l’énergie (36 molécules d’ATP par molécule de glucose). Dans ces conditions, la 

production d’ATP par conversion du pyruvate en lactate (2 molécules d’ATP par molécule de glucose) 

au cours de la glycolyse anaérobie reste minimale. Pendant leur transformation, les cellules 

cancéreuses, hautement prolifératives, opèrent une reprogrammation métabolique appelée effet 

Warburg. Celui-ci consiste en la glycolyse aérobie avec production d’une grande quantité de lactate 

indépendamment de la biodisponibilité en O2 (Warburg, 1956). Néanmoins, en fonction des 

conditions environnementales, les cellules tumorales peuvent présenter une flexibilité métabolique 

et conserver leur activité mitochondriale (Obre and Rossignol, 2015).  

 
En raison du rendement énergétique peu élevé de la glycolyse aérobie et afin de supporter leur 

prolifération accrue, les cellules cancéreuses surexpriment les transporteurs de glucose, et 

notamment GLUT1 (Carvalho et al., 2011), et augmentent par conséquent leur absorption de glucose 

d’un facteur 10 environ. En parallèle, elles consomment la Gln en grande quantité qui, comme le 

Glc, est une source de carbone qui contribue à la synthèse des trois classes majeures de 

macromolécules (acides nucléiques, lipides et protéines). Elle est également une source d’azote 

nécessaire à la synthèse des nucléotides et des acides aminés (DeBerardinis et al., 2008).  
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8.4.2. Augmentation de la biodisponibilité des substrats et dérégulations 

des GlycosylTransférases (GT) 

La conversion du Glc en Fru-6-P par HK puis PGI est une étape commune à la glycolyse et à la 

voie HBP. Ainsi, la consommation excessive par les cellules cancéreuses du Glc et de la Gln augmente 

le flux de la voie HBP, et la production d’UDP-GlcNAc. L’UDP-GlcNAc peut être épimérisé afin de 

générer l’UDP-GalNAc ou subir d’autres modifications pour être métabolisé en CMP-Neu5Ac (Cytidine 

MonoPhosphate-Neu5Ac). L’UDP-GlcNAc, l’UDP-GalNAc et le CMP-Neu5Ac sont utilisés au niveau du 

RE et de l’appareil de Golgi afin de participer à l’élaboration des glycosylations complexes des protéines 

membranaires ou appartenant à la voie de sécrétion. Une augmentation de la biodisponibilité des 

nucléotides sucres donneurs, ainsi qu’une altération de l’expression et de l’activité des GT sont 

responsables d’une altération de la glycosylation.  

 
Dans le CCR, les glycosylations anormales les plus fréquemment observées sont une augmentation 

du branchement et de la sialylation des N-glycanes, de la troncation des O-glycanes de type mucine, 

de la fucosylation et de la sialylation des antigènes de type Lewis ainsi que de la O-GlcNAcylation 

(Figure 59). La surexpression de GnT-5 (β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase V) et de β3Gnt 

(β1,3-N-acétylGlucosaminylTransférase) est responsable d’une augmentation des N-glycanes 

branchés avec, respectivement, le résidu GlcNAc et la chaîne poly-LacNAc 

(poly-N-AcétylLactosamine). Les antigènes T (Thomsen-Friedenreich) et Tn (Thomsen-nouvelle) sont 

des O-glycanes de type mucine tronqués qui résultent de la surexpression des enzymes ppGalNAcT 

(polypeptide N-AcétylGalactosaminylTransférases) de la première étape de la voie de biosynthèse 

et de la sous-expression des enzymes d’extension C2GnT (Core 2 

β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase), C3GnT (Core 3 β1,3-N-acétylGlucosaminylTransférase) et 

C4GnT (Core 4 N-acétylGlucosaminylTransférase). L’activité accrue de l’α2FucT 

(α1,2-FucosylTransférase) participe à la synthèse des antigènes oncofœtaux Leb (Lewisb) et Ley. 

Enfin, la surexpression des sialyltransférases telles que ST6GalT-1 (a β-galactoside 

α2,6-SialylTransférase 1), ST3GalT (α2,3-SialylTransférase) et ST6GalNAcT-1 (α-GalNAc 

α2,6-SialylTransférase 1) est impliquée dans la formation des N-glycanes sialylés en α2,6, des 

antigènes sTn (sialyl-Tn), sLea (sialyl-Lea, aussi appelé CA 19-9, Carbohydrate Antigen 19-9) et sLex. 

Enfin, la surexpression de l’OGT est corrélée à une augmentation de la O-GlcNAcylation globale des 

protéines intracellulaires (Figure 59).  

 
Le CA-19-9 et l’ACE (Antigène CarcinoEmbryonnaire) sont des glycoprotéines sériques largement 

utilisées comme biomarqueurs pour surveiller et détecter la récurrence du CCR bien qu’ils 

présentent une faible spécificité et sensibilité au diagnostic initial (pour revue : Very et al., 2017).  
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Figure 59 : Altérations spécifiques de la glycosylation dans le CCR. Les flèches vertes et rouges 

indiquent respectivement une augmentation et une diminution de la disponibilité des nutriments et 

des nucléotide-sucres, de l’expression ou de l’activité des glycosyltransférases dans le cancer 

colorectal. Figure adaptée de Very et al., 2017.  

α2FucT : α1,2-FucosylTransférase ; β3Gnt : β1,3-N-acétylGlucosaminylTransférase ; Asn : Asparagine ; C2GnT : 
Core 2 β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase ; C3GnT : Core 3 β1,3-N-acétylGlucosaminylTransférase ; C4GnT : 
Core 4 N-acétylGlucosaminylTransférase ; CCR : Cancer ColoRectal ; CMP-Neu5Ac : Cytidine MonoPhosphate-N-
AcétylNeuraminate ; CoA : Coenzyme A ; Fru-6-P : Fructose-6-Phosphate ; GFAT : Glutamine :Fructose-6-
phosphate AmidoTransférase ; Glc-6-P : Glucose-6-Phosphate ; GlcN-6-P : Glucosamine-6-Phosphate ; 
GlcNAc-1-P : N-Acétyl-Glucosamine-1-Phosphate ; GlcNAc-6-P : N-Acétyl-Glucosamine-6-Phosphate ; Gln : 
Glutamine ; Glu : Glutamate ; GnT-5 : β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase 5 ; O-GlcNAc : β-O-N-Acétyl-D-
Glucosamine ; OGT : O-GlcNAc Transférase ; poly-LacNAc : poly-N-AcétylLactosamine ; ppGalNAcT : polypeptide 
N-AcétylGalactosaminylTransférase ; PPi : PyroPhosphate inorganique ; PPP : Pentose Phosphate Pathway ; R : 
Radical ; RE : Réticulum Endoplasmique ; s : sialyl ; Ser : Sérine ; ST3GalT : α 2,3-SialylTransférase ; 
ST6GalNAcT-1 : α-GalNAc α2,6-SialylTransférase 1 ; ST6GalT-1 : β-galactoside α2,6-SialylTransférase 1 ; T : 
Thomsen-Friedenreich ; Thr : Thréonine ; Tn : Thomsen-nouvelle ; UDP-GalNAc : Uridine DiPhosphate 
N-AcétylGalactosamine ; UDP-GlcNAc : Uridine DiPhosphate N-AcétylGlucosamine ; UTP : Uridine TriPhosphate. 
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Précédemment, notre équipe a montré que la O-GlcNAcylation pouvait participer à la glycosylation 

aberrante dans le CCR. En effet, le knock-down de l’OGT diminue l’expression des gènes codant 

l’α-mannosidase-2, la β-mannosidase, ST8SIA-6 (α2,8-SIAlylTransférase 6), la ppGalNAcT-8 et C2GnT-M 

(C2GnT de type Mucine), toutes impliquées dans le métabolisme des glycosylations complexes. A 

l’inverse, le KD de l’OGT augmente l’expression de ST3GalT-2 dans les cellules cancéreuses coliques 

HCT116 mais pas dans les cellules HT-29. Dans ces cellules HCT116, la diminution de la O-GlcNAcylation 

augmente faiblement la O-glycosylation ainsi que la sialylation terminale en α2,3 (Biwi et al., 2019). 

 

8.4.3. Augmentation de l’OGT et de la O-GlcNAcylation globale des 

protéines 

Par des approches d’IHC (ImmunoHistoChimie) et d’immunoblotting, il a été observé une 

augmentation des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale des protéines dans les tissus ou les 

cellules cancéreuses mammaires (Caldwell et al., 2010; Gu et al., 2010; Champattanachai et al., 2013), 

LLC (Leucémiques Lymphoïdes Chroniques) (Shi et al., 2010), pulmonaires (Mi et al., 2011), hépatiques 

(Zhu et al., 2012; Zhang et al., 2017), prostatiques (Lynch et al., 2012), endométriaux (Krześlak et al., 

2012), pancréatiques (Ma et al., 2013), colorectaux (Mi et al., 2011; Olivier-Van Stichelen et al., 2014; 

Steenackers et al., 2016; Yu et al., 2019, p.5), laryngés (Starska et al., 2015) et vésicaux (Wang et al., 

2018). L’augmentation des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale dans les cellules coliques 

cancéreuses HCT116 par rapport à celles non cancéreuses CCD 841 CoN a également été observée 

dans l’article (en page 321) : 

 
Very N, Steenackers A, Dubuquoy C, Vermuse J, Dubuquoy L, Lefebvre Tand El Yazidi-Belkoura I. (2018). 

Cross regulation between mTOR signaling and O-GlcNAcylation. Journal of Bioenergetics and 

Biomembranes. 50 (3) : 213-222. 

 
Il est notamment démontré une augmentation des niveaux des transcrits GFPT1, UAP1 et OGT dans 

les tumeurs prostatiques par rapport aux tissus bénins (Itkonen et al., 2013). Luang et collaborateurs 

(2017) ont également observé une augmentation du niveau d’OGT et une diminution du niveau de 

MGEA5 dans les tumeurs pulmonaires par rapport aux tissus normaux (Luanpitpong et al., 2017). Très 

récemment, des analyses transcriptomiques ont montré une augmentation de l’expression de l’OGT, 

MGEA5, GFPT1, GNPNAT1, PGM3 et UAP1 dans les tumeurs colorectales, mammaires et pulmonaires 

(Xu et al., 2019; Singh et al., 2020). D’autre part, comme décrit précédemment (cf. 3.1.4 page 119), 

plusieurs mutations faux-sens de l’OGT ont été identifiées dans le cancer (Figure 30). Certaines d’entre 

elles pourraient participer à la régulation de la spécificité de substrat et à l’augmentation de l’activité 

GT de l’OGT. L’augmentation de l’expression de l’OGT pourrait également être associée à la 

suractivation des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et MAPK/ERK dans certains cancers 

(Figure 31). 
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La O-GlcNAcylation serait également associée à la progression tumorale épithéliale puisqu’il est 

observé une augmentation graduelle des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale entre les 

tumeurs mammaires bénignes et malignes de grades I, II et III (Champattanachai et al., 2013; Trinca et 

al., 2018). De même, le niveau d’OGT est progressivement augmenté avec le grade des tumeurs 

laryngées, endométriales et colorectales (Krześlak et al., 2012; Starska et al., 2015; Xu et al., 2019). 

L’expression de l’OGT est également augmentée entre les tissus de prostate adjacents à la tumeur et 

les tumeurs primaires et métastatiques (Lynch et al., 2012). Dans ce sens, Gu et collaborateurs (2010) 

révèlent une augmentation de la glycosylation dans les tumeurs mammaires métastatiques par 

rapport aux tumeurs primaires associées (Gu et al., 2010). De même, les cellules cancéreuses coliques 

métastatiques SW620 présentent un niveau plus élevé de O-GlcNAcylation globale et un niveau plus 

faible d’OGA par rapport aux cellules primaires SW480 (Yehezkel et al., 2012). A l’inverse, le niveau de 

O-GlcNAcylation tend à diminuer avec le grade tumoral dans la leucémie CCL (Shi et al., 2010).  

 
Etant donné l’implication de la O-GlcNAcylation dans la progression des tumeurs solides, l’élévation 

de l’expression des enzymes de la voie HBP et de la O-GlcNAcylation pourrait être un marqueur 

pronostic du cancer. De ce fait, un niveau intra-tumoral élevé de GFPT1 prédit un mauvais pronostic 

du cancer de pancréas et du foie (Yang et al., 2016; L. Li et al., 2017). De manière intéressante, les 

niveaux des transcrits OGT et MGEA5 dans les urines sont respectivement augmentés et diminués avec 

le grade du cancer de la vessie (Rozanski et al., 2012). 

 

8.4.4. Impact de la O-GlcNAcylation sur les propriétés biologiques des 

cellules cancéreuses 

Plusieurs études se sont focalisées sur la compréhension du rôle de l’hyper-O-GlcNAcylation 

dans la cancérogenèse, en particulier sur la modification de nombreux oncogènes et suppresseurs de 

tumeurs, et sur son effet sur les propriétés de croissance, d’adhésion, de migration et d’invasion des 

cellules cancéreuses. Notre équipe a ainsi montré, in vitro, que le knock-down de l’OGT diminue la 

croissance, l’adhésion et la migration des cellules coliques non cancéreuses CCD 841 CoN et 

cancéreuses HT-29 et HCT116 (Steenackers et al., 2016). Xu et collaborateurs (2019) ont récemment 

confirmé l’implication de la O-GlcNAcylation dans la prolifération, la migration et l’invasion des cellules 

HCT116 (Xu et al., 2019) (Figure 60). 
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Figure 60 : Dérégulation de la O-GlcNAcylation dans le cancer. La dérégulation de la O-GlcNAcylation 

participe à la croissance, l’adhésion, la migration et l’invasion tumorales. 

Ac : Acétyle ; Acétyl-CoA : Acétyl-Coenzyme A ; AKB : Aurora Kinase B ; AMPK : Adenosine 
MonoPhosphate-activated protein Kinase ; Bad : B-cell lymphoma 2 associated agonist of cell death ; CCN : 
CyCliN ; CDH1 : CaDHérine 1 ; CDKN : Cyclin-Dependent Kinase INhibitor 1A ; CK1α : Casein Kinase 1α ; 
E-cadhérine : cadhérine Epithéliale ; ENO1 : ENOlase 1 ; FoxO1 : Forkhead box ; Fru : Fructose ; G : GlcNAc ; Glc : 
Glucose ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GLUT1 : GLUcose Transporter 1 ; GSK3-β : Glycogene Synthase 
Kinase 3β ; H3K27me3 : triméthylation de la Lysine27 de l’Histone 3 ; HIF1α : Hypoxia-Inducible Factor 1α ; HK : 
HexoKinase ; IκBα : Inhibitory κB α ; IKK : Inhibitory KappaB Kinase ; IRS-1 : Insulin Receptor Substrate 1 ; kDa : 
kiloDalton ; LATS : LArge Tumor Suppressor kinase ; LDHA : Lactate DésHydrogénase A ; Lys : Lysine ; MDM2 : 
Mouse Double Minute 2 ; MMP : Matrix MetalloProteinase ; mTOR : mammalian Target Of Rapamycin ; 
mTORC1 : mTOR Complex 1 ; mut : muté ; MYBL1 : V-Myb MYeloBlastosis viral oncogene homolog 
proto-oncogene Like 1 ; NF-κB : Nuclear Factor κB ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGA : 
β-O-GlcNAcAse ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; P : Phosphate ; p120 : protéine de 120 kDa ; p300 : protéine de 
300 kDa ; p50 : protéine de 50 kDa ; p53 : protéine de 53 kDa ; p65 : protéine de 65 kDa ; PDH : Pyruvate 
DésHydrogénase ; PDHK1 : PDH Kinase 1 ; PDK1 : Phosphoinositide-Dependent Kinase 1 ; PEP : 
PhosphoEnolPyruvate ; PFK : PhosphoFructoKinase ; PGK1 : PhosphoGlycérate Kinase 1 ; PI : 
PhosphatidylInositol ; PI3K : PI-3-Kinase ; PIPKIγ : PIPhosphate Kinase type Iγ ; PKM2 : Pyruvate Kinase M2 ; 
PPP : Pentose Phosphate Pathway ; RE : Réticulum Endoplasmique ; RTK : Récepteur Tyrosine Kinase ; Ser : 
Sérine ; SKP2 : Synthesis-phase Kinase-associated Protein 2 ; SLC2A1 : SoLute Carrier 2A1 ; SNAI2 : SNAIl 2 ; 
TEAD : Transcriptional EnhAncer Domain ; Thr : Thréonine ; TP53 : Tumor P53; VEGF1 : Vascular Endothelial 
Growth Factor 1 ; YAP : Yes-Associated Protein ; ZEB1 : Zinc finger E-box-Binding homeobox 1. 
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8.4.4.1. Croissance 

La O-GlcNAcylation participe à la dérégulation des enzymes glycolytiques, des facteurs de 

transcription c-Myc, p53, FoxO3, FoxM1, de YAP, de la β-caténine, de NF-κB et de la voie 

PI3K/AKT/mTOR impliqués dans la croissance de plusieurs types de cancer dont le CCR (Figure 60). 

 
Après son incorporation cellulaire par les transporteurs GLUT, le Glc est métabolisé par la glycolyse. Cette 

voie est régulée par trois enzymes principales qui catalysent des réactions irréversibles : HK, PFK et PK 

(Pyruvate Kinase) qui, respectivement, convertissent le Glc en Glc-6-P, le Fru-6-P en Fru-1,6-P et du PEP 

(PhosphoEnolPyruvate) en pyruvate. PGK1 (PhosphoGlycérate Kinase 1) est la première enzyme de la 

glycolyse générant de l’ATP en convertissant le 1,3-BPG (1,3-BisPhosphoGlycérate) en 3-PG 

(3-PhosphoGlycérate). De manière intéressante, la O-GlcNAcylation a été identifiée sur la Ser465 de GLUT1 

dans les érythrocytes (Wang et al., 2009) et pourrait participer à la régulation de l’absorption du Glc. En 

parallèle, la O-GlcNAcylation de PFK1, PKM2 et PGK1 participe à l’effet Warburg des cellules cancéreuses 

(Figure 60). En réponse à l’hypoxie, PFK1 est O-GlcNAcylée et inhibée sur la Ser529 dans les cellules 

cancéreuses pulmonaires H1299. Cette glycosylation redirige alors le flux du glucose vers la voie PPP 

(Pentose Phosphate Pathway) fournissant des équivalents réducteurs NADPH,H+ et des pentoses 

nécessaires à la synthèse des nucléotides. La mutation de ce site O-GlcNAcylé diminue la prolifération 

des cellules H1299 in vitro et in vivo après xénogreffe chez la souris (Yi et al., 2012, p.1). PKM2 est 

l’isoforme de PK produite par épissage alternatif et préférentiellement exprimée dans le cancer. La 

O-GlcNAcylation de PKM2 sur les acides aminés Ser362, Thr365, Thr405 et Ser406 perturbe les interactions des 

sous-unités du tétramère PKM2 dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 et du col de l’utérus 

HeLa. Il en résulte un désassemblage du tétramère, une activité enzymatique réduite de PK et une 

translocation nucléaire de PKM2 où elle stimule l’expression de GLUT1 et de la LDHA (Lactate 

DésHydrogénase A). La mutation de ces sites réduit l’effet Warburg et la prolifération cellulaire in vitro 

et in vivo (Y. Wang et al., 2017; Singh et al., 2020). L’OGA aurait également un rôle majeur dans la 

régulation de l’activité de PKM2 en fonction de la disponibilité en nutriments. Lorsque celle-ci est limitée, 

l’OGA déglycosyle et active PKM2 afin de favoriser le flux de carbone dans le cycle de Krebs et la survie 

des cellules cancéreuses. En revanche, en condition hyperglycémique, le « pseudo »-domaine HAT de 

l’OGA permet son association avec PKM2 et d’autres protéines lui conférant une activité lysine 

acétyltransférase. Ainsi, l’acétylation et l’inactivation de PKM2 permet d’augmenter la glycolyse aérobie 

et la prolifération cellulaire (Singh et al., 2020). Récemment, Nie et collaborateurs (2020) montrent que 

la O-GlcNAcylation de PGK1 sur le résidu Thr255 augmente l’activité de l’enzyme dans la glycolyse ainsi 

que sa translocation mitochondriale dans les cellules cancéreuses coliques HT-29. Au niveau 

mitochondrial, PGK1 phosphoryle la Thr338 et active PDHK1 (PDH (Pyruvate DésHydrogénase) Kinase 1). 

PDHK1 active peut alors phosphoryler la Ser293 et inhiber PDH afin de réduire l’utilisation du pyruvate 

dans le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative mitochondriale. Ainsi, la mutation du site de 

glycosylation de PGK1 diminue l’effet Warburg et la croissance des cellules HT-29 in vitro et in vivo (Nie 

et al., 2020) (Figure 60).  
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L’expression aberrante du facteur de transcription proto-oncogène c-Myc est observée dans de 

nombreux cancer et notamment dans le CCR où elle est élevée dans environ 70-80% des cas (Gabay et 

al., 2014). En ciblant c-Myc sur la Thr58 et en empêchant la liaison de l’ubiquitine ligase E3 Fbw7 

(F-box/wD repeat-containing protein 7), la O-GlcNAcylation augmente sa stabilité et son activité sur des 

gènes impliqués dans le cycle cellulaire, l’apoptose ou encore le métabolisme (Kamemura et al., 2002; 

Luanpitpong et al., 2017; Lee et al., 2020). Notamment, c-Myc stimule la glycolyse en activant les gènes 

codant GLUT1, HK2, PFK et ENO1 (Miller et al., 2012). La O-GlcNAcylation de c-Myc est majoritairement 

retrouvée dans les cellules leucémiques HL60 sevrées et diminue après leur stimulation par le sérum 

(Kamemura et al., 2002). Récemment Lee et collaborateurs (2020) ont montré que l’inhibition 

pharmacologique de l’OGT par OSMI-1 réduit la O-GlcNAcylation de la Thr58 et la stabilité de c-Myc, 

l’absorption du glucose et la prolifération des cellules leucémiques pré-B (Lee et al., 2020) (Figure 60).  

 
Le gène suppresseur de tumeur TP53 est l’un des gènes les plus communément mutés dans le cancer 

et, notamment, dans environ 50-60% des CCR (Cancer Genome Atlas Network, 2012) (Figure 5). 

Plusieurs mutations gain de fonction de TP53 ont été identifiées et confèrent des activités 

anti-apoptotiques, pro-migratoires et pro-invasives (Oren and Rotter, 2010). L’effet biologique de la 

O-GlcNAcylation sur la stabilité du facteur de transcription p53 pourrait dépendre du statut 

mutationnel de TP53. Dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 avec TP53 non muté, la 

O-GlcNAcylation de la Ser149 diminue la phosphorylation sur la Thr155 et l’interaction de p53 avec 

l’ubiquitine ligase E3 MDM2. L’augmentation de la O-GlcNAcylation par inhibition de l’OGA induit 

l’accumulation de p53 et la mort cellulaire (W.H. Yang et al., 2006). Il est supposé que dans les cellules 

cancéreuses présentant une mutation gain de fonction de TP53, la O-GlcNAcylation stimule l’activité 

oncogénique de p53. Dans les cellules cancéreuses pulmonaires NCI-H460 avec TP53 non muté et 

traitées au cisplatine (CDDP, Cis-DiamineDichloroPlatinum(II)), la O-GlcNAcylation induit 

l’augmentation de l’ubiquitination et de la dégradation protéasomale de p53 (Luanpitpong et al., 

2017). Ainsi, la O-GlcNAcylation pourrait avoir un effet différent sur la stabilité de p53 selon le site 

modifié, le type cellulaire et le traitement chimiothérapeutique (Figure 60). 

 
Le facteur de transcription suppresseur de tumeur FoxO3 possède des activités anti-prolifératives et 

pro-apoptotiques. Ce suppresseur de tumeur est inhibé en aval de plusieurs voies oncogéniques telles 

que PI3K/AKT, ERK ou NF-κB et son expression est diminuée au cours de la cancérogenèse du CCR 

(Laissue, 2019). La O-GlcNAcylation de FoxO3 est plus élevée dans les tumeurs pancréatiques, 

hépatiques et stomacales par rapport aux tissus sains adjacents. Dans les cellules cancéreuses 

pancréatiques, la O-GlcNAcylation de la Ser284 au niveau du domaine de transactivation de FoxO3 induit 

l’augmentation de l’expression de MDM2 et la diminution de celle de TP53 et de CDKN1A. De plus, 

l’ubiquitine ligase E3 MDM2 cible et induit la dégradation de p53 et de la CKI p21Cip1 impliquées dans le 

contrôle du cycle cellulaire. Ainsi, la mutation de ce site de glycosylation induit l’arrêt des cellules 

cancéreuses pancréatiques PANC-1 en phase G1 du cycle cellulaire (Shin et al., 2018) (Figure 60).  
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L’augmentation de l’expression du facteur de transcription proto-oncogène FoxM1 est observée dans 

une variété de cancers incluant le CCR (Liao et al., 2018). Le niveau d’expression de FoxM1 est 

notamment corrélé à la progression et la métastase du CCR (Liao et al., 2018; Laissue, 2019). Certaines 

cibles de FoxM1 sont essentielles aux transitions G1/S et G2/M du cycle cellulaire telles que Skp2 

(S-phase kinase-associated protein 2), cycline B ou encore AKB. Skp2 est un membre du complexe 

multiprotéique E3 ubiquitine ligase SCF (Skp, Cullin, F-box) impliqué dans la dégradation de p27Kip1. 

Caldwell et collaborateurs (2010) montrent notamment que le knock-down de l’OGT diminue la 

O-GlcNAcylation globale et la croissance des cellules cancéreuses mammaires MCF-10A-ErbB2 et 

MDA-MB-231 in vitro et in vivo en déstabilisant FoxM1. Ainsi, la réduction de l’OGT entraine 

l’augmentation de l’expression de la CKI p27Kip1 et l’arrêt des cellules MCF-10A-ErbB2 en phase G1 

(Caldwell et al., 2010). Toutefois, aucun site de O-GlcNAcylation n’a été identifié sur FoxM1 et sa 

régulation par la glycosylation serait notamment sous le contrôle de GSK3-β. En effet, dans les cellules 

cancéreuses gastriques MNK45, la O-GlcNAcylation augmente la phosphorylation inhibitrice sur la Ser9 

de GSK3-β. De ce fait, GSK3-β inactivée ne peut plus phosphoryler et induire la dégradation 

protéasomale de FoxM1 (Y. Inoue et al., 2018) (Figure 60). 

 
La voie de signalisation Hippo fait intervenir la kinase LATS1/2 qui, activée, phosphoryle et inhibe YAP et 

TAfaZzin (TAZ). En effet, la phosphorylation de YAP, notamment sur la Ser127, induit sa localisation 

cytoplasmique et sa dégradation protéasomale par l’ubiquitine ligase E3 βTrCP. Lorsque la voie Hippo est 

inhibée, le complexe YAP/TAZ hypo-phosphorylé est actif et est transloqué dans le noyau. Il agit comme 

co-activateur transcriptionnel du facteur de transcription TEAD activant l’expression de gènes impliqués 

dans prolifération, la survie et la migration cellulaires (Meng et al., 2016). Ainsi, l’activation de l’oncogène 

YAP est essentielle à l’initiation et la croissance de la plupart des tumeurs solides. Le niveau élevé et la 

localisation nucléaire de YAP sont associés au mauvais pronostic du CCR (Zanconato et al., 2016). La 

O-GlcNAcylation de YAP sur les résidus Ser109 et Thr241 affecte sa liaison avec LATS1 et donc sa 

phosphorylation sur la Ser127. Ainsi, la glycosylation de YAP augmente sa stabilité, stimule l’activité 

transcriptionnelle de TEAD et la tumorigenèse des cellules cancéreuses hépatiques BEL-7402 et 

SMMC-7721 et pancréatiques L3.6 (Zhang et al., 2017; Peng et al., 2017) (Figure 60). 

 
Dans le CCR, 90% des tumeurs présentent une mutation d’un facteur régulateur clé de la voie Wnt, le 

plus souvent sur APC ou CTNNB1, résultant en l’activation de la voie (cf. 2.2.1 page 36) (Figures 5 et 6). 

Plus de 50% des cancers, et notamment plus de 80% des tumeurs colorectales, présentent une 

accumulation nucléaire du proto-oncogène β-caténine (White et al., 2012; Shang et al., 2017). La 

O-GlcNAcylation peut favoriser la prolifération des cellules cancéreuses en ciblant la β-caténine. En 

effet, la glycosylation stabilise la β-caténine et augmente son activité transcriptionnelle 

potentiellement sur des gènes prolifératifs telles que MYC ou CCND1 (Olivier-Van Stichelen, Guinez, et 

al., 2012; Olivier-Van Stichelen et al., 2014; Harosh-Davidovich and Khalaila, 2018) (cf. 6.2.2 page 159) 

(Figure 60).  
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Aucune mutation activatrice de l’oncogène NF-κB n’a été identifiée dans la plupart des cancers 

épithéliaux. Néanmoins, une activation constitutive de NF-κB est associée à la progression tumorale 

et au mauvais pronostic du CCR (Staudt, 2010; Patel et al., 2018). La O-GlcNAcylation participe à la 

croissance des cellules cancéreuses pancréatiques MiaPaCa-2 en activant la voie anti-apoptotique 

NF-κB (Ma et al., 2013) (cf. 7.5 page 175) (Figure 60).  

 
La voie PI3K/AKT/mTOR régule le métabolisme, la synthèse protéique, la croissance, l’angiogenèse 

et l’autophagie cellulaires. Une suractivation de cette signalisation est reportée dans environ 40% 

des cancers incluant le CCR avec notamment, les mutations de PIK3CA et PTEN (Danielsen et al., 

2015) (Figures 5 et 6). L’augmentation de la O-GlcNAcylation stimule la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR en augmentant l’expression et l’activité de IRS-1, PI3K et AKT, et en inhibant AMPK 

(cf. 7.5 page 175). mTOR favorise l’absorption du glucose et la glycolyse en stimulant l’expression du 

facteur de transcription HIF1α et de ses gènes cibles codant GLUT, HK, PFK et LDHA. AKT promeut la 

prolifération des cellules cancéreuses en augmentant l’expression de la cycline D1, probablement 

par l’inhibition de GSK3-β. De plus, AKT possède une activité anti-apoptotique, notamment en 

ciblant Bad (pour revue : Very et al., 2018) (Figure 60).  

 
8.4.4.2. Adhésion, migration et invasion 

Mi et collaborateurs (2011) ont montré que la O-GlcNAcylation régule l’invasion de manière 

type cellulaire dépendante. En effet, le knock-down de l’OGT et l’inhibition pharmacologique de 

l’OGA diminue et augmente respectivement l’invasion des cellules cancéreuses pulmonaires A549 

mais pas des cellules H1299 ni cellules cancéreuses coliques HT-29 (Mi et al., 2011). D’autres études 

ont révélé que la O-GlcNAcylation régule les potentiels d’adhésion, migratoire, invasif et 

angiogénique des cellules en modulant notamment la E-cadhérine, l’intégrine α5, la cofiline et 

FoxM1 (Figure 60).  

  
La sous-expression de la E-cadhérine membranaire est associée à certaines caractéristiques 

malignes, notamment la progression tumorale, la perte de différenciation, l’invasion et les 

métastases. Des études récentes ont identifié une association entre cette perte d’expression et le 

caractère invasif du CCR. Ce mécanisme est rarement attribué à la mutation du gène CaDHérine 1 

(CDH1) lui-même mais plutôt aux MPT (Christou et al., 2017) (Figure 60). Gu et collaborateurs (2010) 

montrent que la O-GlcNAcylation augmente, in vitro, la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses mammaires et in vivo la formation de métastases pulmonaires. Cet effet résulterait de 

la modification de la β-caténine et de p120 et de la diminution subséquente de la localisation 

membranaire de la E-cadhérine impliquée dans l’adhésion cellulaire (Gu et al., 2010) (cf. 7.4 

page 173) (Figures 49 et 60). 
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D’autre part, le répresseur transcriptionnel de CDH1, Snail1, est stabilisé par la O-GlcNAcylation. La 

glycosylation de la Ser112 empêche la phosphorylation par GSK3-β et la liaison de l’ubiquitine ligase E3 

βTrCP1. Ainsi, la migration in vitro et l’invasion in vivo des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 sont 

abolies après knock-down de l’OGT mais restaurées après celui de SNAI1 (SNAIl1) (S.Y. Park et al., 

2010). De même, l’inactivation de l’OGT augmente l’expression de CDH1 et diminue la migration des 

cellules cancéreuses hépatiques HepG2 (Zhu et al., 2012). Récemment, Zhou et collaborateurs (2019) 

montrent que le knock-down de GFPT2 diminue la O-GlcNAcylation globale et augmente l’expression 

de la E-cadhérine, et réduit la migration et l’invasion des cellules cancéreuses ovariennes SKOV3 et 

HEY. Le mécanisme moléculaire sous-jacent est la réduction de la localisation nucléaire et de l’activité 

transcriptionnelle de la β-caténine sur SNAI2 et ZEB1 (Zinc finger E-box-Binding homeobox 1), les 

répresseurs transcriptionnels de CDH1 (Zhou et al., 2019). Récemment, notre équipe a démontré que 

le knock-down de l’OGT diminue la O-GlcNAcylation de la E-cadhérine et, augmente son expression et 

sa localisation membranaire dans les cellules cancéreuses HT-29. De manière intéressante, la 

diminution de la O-GlcNAcylation entraine également une diminution de la N-glycosylation avec moins 

de résidus GlcNAc branchés en β1,6 et d’α1,6-fucosylation. Or, la N-glycosylation du domaine 

extracellulaire de la E-cadhérine régule ses propriétés adhésives (Biwi et al., 2019) (Figure 60). 

 
Les intégrines sont des protéines transmembranaires qui permettent les interactions cellule/cellule et 

cellules/MEC. Notamment, l’intégrine α5 s’associe avec l’intégrine β1 pour former l’hétérodimère 

α5β1 qui reconnait ensuite spécifiquement la fibronectine de la MEC. L’intégrine α5 est surexprimée 

aux niveaux transcriptionnel et protéique dans les cellules cancéreuses coliques et les tissus 

colorectaux par rapport aux tissus sains adjacents (Murillo et al., 2004; Yu et al., 2019, p.5). La 

O-GlcNAcylation de l’intégrine α5 augmente son expression dans les cellules cancéreuses coliques RKO 

et SW620 (Yu et al., 2019). La surexpression de l’intégrine α5 augmente la croissance des cellules RKO 

in vitro et la tumorigenèse in vivo après xénogreffe chez la souris. Au contraire, son inhibition diminue 

la croissance et l’adhésion cellulaires in vitro et in vivo (Murillo et al., 2004; Yu et al., 2019, p.5). La 

O-GlcNAcylation de l’intégrine α5 serait donc un élément moteur de la progression du CCR (Figure 60). 

 
La cofiline est une protéine qui intervient dans la déstabilisation et le renouvellement de l’actine 

filamenteuse. Dans les cellules invasives, la cofiline est enrichie et activée localement au niveau des 

lamellipodes et des invadopodes. Récemment, Mousavi et collaborateurs (2018) ont montré une 

expression plus élevée de CoFiLine 1 (CFL1) dans le CCR (Mousavi et al., 2018). La O-GlcNAcylation de 

la cofiline sur le résidu Ser108 facilite sa localisation au niveau des invadopodes des cellules cancéreuses 

mammaires de rat MTLn3. De ce fait, la mutation de ce site de glycosylation diminue la migration et 

l’invasion cellulaires (Huang et al., 2013) (Figure 60).  
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L’inactivation de l’OGT diminue l’invasion des cellules cancéreuses mammaires MCF-10A-ErbB2 et 

de prostate PC3-ML (Caldwell et al., 2010; Lynch et al., 2012). Elle inhibe également la formation 

de tubes à partir des cellules HUVEC et la formation de métastases osseuses après xénogreffe des 

cellules PC3-ML chez la souris (Lynch et al., 2012). En plus de réguler la croissance cellulaire, 

l’activation par O-GlcNAcylation du facteur de transcription FoxM1 stimule l’invasion et 

l’angiogenèse. En effet, certains des gènes cibles de FoxM1 sont MMP2, MMP9 et VEGFA codant 

respectivement des protéases dégradant les composants de la MEC et un facteur pro-angiogénique 

(Caldwell et al., 2010; Lynch et al., 2012). De manière intéressante, la O-GlcNAcylation augmente 

également l’expression de MMP1 et MMP3, et l’invasion des cellules cancéreuses hépatiques 

HepG2 (Zhu et al., 2012) (Figure 60).  

 
L’augmentation de la O-GlcNAcylation après traitement au Thiamet-G favorise l’invasion des 

cellules cancéreuses gastriques AGS et SGC-7901 et thyroïdiennes 8305C de manière dépendante 

de l’activation de la voie PI3K/AKT. En effet, l’effet pro-invasif de la O-GlcNAcylation est inhibé par 

l’inhibition pharmacologique de PI3K ou diminution de la synthèse de AKT par siRNA (P. Zhang et 

al., 2015; Zhang and Chen, 2016). Ce mécanisme serait contrôlé par l’activation des MMP-2 et -9 

par AKT (Manning and Cantley, 2007) (Figure 60).  

 

8.4.4.3. Réponse aux thérapies anti-cancéreuses 

A l’heure actuelle, très peu d’études ont analysé le rôle de la O-GlcNAcylation dans la 

réponse aux thérapies anti-cancéreuses. Des travaux très récents ont néanmoins mis en lumière 

l’implication de la O-GlcNAcylation dans la réponse des cellules cancéreuses à certaines 

hormonothérapies, thérapies ciblées et chimiothérapies incluant le tamoxifène, la thérapie TRAIL, 

le cisplatine (CDDP) et le BTZ (BorTéZomib) (Figure 61).  

 
8.4.4.3.1. Voie AKT/B-box-Binding Protein 1 (XBP1) et agents 

chimiothérapeutiques 

Les niveaux d’UDP-GlcNAc et de O-GlcNAcylation globale des protéines sont augmentés 

dans plusieurs lignées cancéreuses traitées avec des agents chimiothérapeutiques tels que 

l’antracycline DOXorubicine (DOX, Adriblastine®), l’IRI et le 5-FU. En comparaison avec leurs 

cellules parentales, les cellules cancéreuses résistantes à la DOX mammaires MCF-7/ADR (Acquired 

DOX-Resistance) et leucémiques HL-60/ADR présentent un niveau plus élevé de O-GlcNAcylation 

(Liu et al., 2018).  
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En réponse au traitement des cellules MCF-7/ADR et cancéreuses hépatiques SMMC-721 à la DOX 

ou au 5-FU, AKT est activée et augmente l’expression de XBP1 (X-box-Binding Protein 1), un facteur 

de transcription régulant l’expression de la GFAT. Ainsi augmentée, la O-GlcNAcylation cible et 

diminue le clivage des caspase-9 initiatrice et caspase-3 effectrice et, active les protéines 

anti-apoptotiques NF-κB et AKT. L’inhibition pharmacologique de l’OGT par OSMI-1 sensibilise alors 

les cellules MCF-7/ADR et SMMC-721 à la DOX, à la CPT (CamPtoThécine) et au 5-FU et les cellules 

primaires de LMA (Leucémie Myéloïde Aigüe) réfractaires ou en rechute à la DOX. Les auteurs 

suggèrent que la combinaison d’un inhibiteur de la O-GlcNAcylation avec la chimiothérapie pourrait 

être une nouvelle stratégie anti-cancéreuse (Liu et al., 2018) (Figure 61).  

 

8.4.4.3.2. Tamoxifène 

Le tamoxifène (Nolvadex®), est un antagoniste partiel du récepteur Erα utilisé dans le 

traitement du cancer du sein hormono-dépendant.  

 
Kanwal et collaborateurs (2013) ont montré que la O-GlcNAcylation induit une diminution de 

l’expression du gène codant le récepteur Erα dans les cellules cancéreuses du sein 

hormono-sensibles MCF-7. Ce mécanisme indépendant de l’activation de la voie PI3K/AKT promeut 

alors la résistance de ces cellules au tamoxifène. Le ciblage de la O-GlcNAcylation pourrait être une 

approche thérapeutique intéressante pour sensibiliser les tumeurs mammaires résistantes aux 

anti-œstrogènes (Kanwal et al., 2013) (Figure 61).  

 

8.4.4.3.3. Thérapie TRAIL 

Plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours pour tester l’efficacité de la thérapie 

TRAIL dans le cancer. Ainsi, TRAIL permuté circulairement (Circulary Permutated TRAIL, CTP), 

consistant en la fusion par un « linker » des séquences 135Thr-Gly280 et 122Val-Thr135 de TRAIL afin de 

réorganiser l’ordre de ses acides aminés sans affecter sa conformation, est testé dans le myélome. 

Des anticorps ont été également développés : un anti-TRAIL-R (dulanermine) contre le CCR, le 

lymphome et le cancer du poumon non à petites cellules (NSCLC, Non-Small-Cell Lung Carcinoma), 

un anti-TRAIL-R1 (mapatumumab) contre plusieurs tumeurs solides incluant les cancers 

colorectaux, NSCLC, hépatiques et le lymphome non-hodgkinien ou encore un anti-TRAIL-R2 

(tigatuzumab) contre les cancers colorectaux, pancréatiques, hépatiques et mammaires (Yuan et 

al., 2018).  
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Figure 61 : Régulation de la réponse aux thérapies anti-cancéreuses par la O-GlcNAcylation. Le 

traitement chimiothérapeutique augmente le niveau de O-GlcNAcylation globale via XBP1/GFPT. 

Dépendamment du type cellulaire, la O-GlcNAcylation régule la réponse du cancer au tamoxifène, à la 

thérapie TRAIL, au BTZ, à la DOX, à l’IRI et au 5-FU.  

5-FU : 5-FluoroUracile ; Bad : B-cell lymphoma 2 associated agonist of cell death ; BTZ : BorTéZomib ; casp : 
caspase ; DISC : Death-Indicing Signaling Complex ; DOX : DOXorubicine ; ERα : Estrogen Receptor α ; ESR1 : 
EStrogen Receptor 1 ; FADD : Fas-Associated protein with Death Domain ; G : GlcNAc ; GFPT : 
Glutamine :Fructose-6-Phosohate amidoTransférase ; GlcNAc : N-acétylGlucosamine ; IRI : IRInotécan ; NF-κB : 
Nuclear Factor κB ; NRF : Nuclear Respiratory Factor ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : 
β-O-GlcNAcTransférase ; p53 : protéine de 53 kilodaltons ; PSM : ProtéaSoMe ; ROS : Reactive Oxygen Species ; 
Ser : Sérine ; SNAP-28 : SyNAPtosomal-associated protein 28 ; SNARE : Soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor ; tBid : truncated BH3 interacting-domain death 
agonist ; TET1 : Ten-Eleven Translocation 1 ; TRAIL : Tumor necrosis factor Related Apoptosis Inducing Ligand ; 
TRAIL-R : TRAIL-Receptor ; XBP1 : X-box-Binding Protein 1. 
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Le récepteur de mort TRAIL-R1 est O-GlcNAcylé sur la Ser424 au niveau du domaine DD (Death 

Domain) qui régule l’apoptose et la nécrose en réponse à la liaison de son ligand TRAIL. En réponse 

à TRAIL, la O-GlcNAcylation de TRAIL-R1 permettrait la formation du complexe DISC, le clustering 

des récepteurs au niveau des radeaux lipidiques et l’induction de la mort cellulaire. De manière 

intéressante, plusieurs lignées cellulaires cancéreuses résistantes à TRAIL arborent une mutation sur 

la Ser424 de TRAIL-R1 et donc non O-GlcNAcylable. La mutation de la Ser424 pourrait alors être un 

marqueur diagnostic potentiel pour le test génétique des patients atteints de cancer et un marqueur 

diagnostique pour la réponse à la thérapie TRAIL (H. Lee et al., 2019) (Figure 61).  

 
Dans les cellules cancéreuses pancréatiques MiaPaPc-2 et BxPC-3, la surexpression de l’OGT 

augmente la O-GlcNAcylation globale des protéines et inhibe l’apoptose induite par le tigatuzumab, 

un agoniste de TRAIL-R2. Au contraire, le knock-down de l’OGT resensibilise les cellules S2VP10 et 

PANC-1 résistantes au tigatuzumab in vitro et in vivo après xénogreffe chez la souris en augmentant 

la trimérisation de TRAIL-R2 et l’activation des signaux apoptotiques. TRAIL-R2 est la cible directe de 

la glycosylation et la régulation de son oligomérisation est indépendante de la protéine adaptatrice 

FADD. Ainsi, l’inhibition de la O-GlcNAcylation pourrait augmenter son efficacité (S.-Z. Yang et al., 

2020). De plus, le niveau de O-GlcNAcylation globale ou de TRAIL-R2 O-GlcNAcylé pourrait être un 

biomarqueur de la sensibilité du cancer pancréatique à la thérapie TRAIL (Figure 61). 

 

8.4.4.3.4. Cisplatine (Cis-DiamineDichloroPlatinum(II), CDDP) 

Le CCDP est un agent alkylant utilisé dans le traitement des cancers de la vessie, de la tête 

et du cou, du poumon, de l’ovaire et du testicule.  

 
Zhou et collaborateurs (2018) montrent que l’expression de l’OGT est significativement plus faible 

dans les tissus cancéreux ovariens chimiorésistants au CDDP par rapport aux tissus sensibles. D’autre  

part, le knock-down de l’OGT augmente la résistance au CDDP, mais pas au taxane paclitaxel, des 

cellules cancéreuses ovariennes A2780 et SKOV3 in vitro et in vivo après xénogreffe chez la souris. 

La diminution de l’expression de l’OGT diminue la glycosylation de SNAP-29 

(SyNAPtosomal-associated protein 29) et favorise la formation du complexe SNARE (Soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) qui permet la fusion des 

autophagosomes et des lysosomes en autolysosomes. Cette augmentation du flux autophagique 

corrèle avec une diminution de l’apoptose (Zhou et al., 2018). Au contraire, Wang et collaborateurs 

(2018) montrent que l’invalidation de l’OGT augmente le flux autophagique et l’apoptose induite par 

le traitement au CDDP des cellules cancéreuses de vessie T24 et UMUC-3 in vitro et in vivo (Wang et 

al., 2018). 
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Aussi, l’apoptose induite par le CDDP est diminuée par inhibition de l’OGA dans plusieurs types 

cellulaires de cancer pulmonaire. Les knock-down de MYC et de TP53 augmente et diminue 

respectivement la sensibilité au CDDP. Le mécanisme moléculaire sous-jacent fait intervenir la 

O-GlcNAcylation des deux produits de ces gènes, c-Myc et p53, dépendamment du contexte cellulaire. 

En effet, dans les cellules NCI-H460 où le CDDP induit fortement l’activation de p53, la glycosylation 

du suppresseur de tumeur augmente son ubiquitination et sa dégradation protéasomale. Il en résulte 

un gain de fonction oncogénique et anti-apoptotique. Dans les cellules NCI-H292, le CDDP induit 

faiblement l’activation de p53 et, la O-GlcNAcylation stabilise l’oncogène c-Myc et favorise la survie 

cellulaire. Ici aussi, le ciblage de cette MPT pourrait servir de stratégie thérapeutique pour traiter les 

cancers pulmonaires résistants au CDDP (Luanpitpong et al., 2017) (Figure 61). 

 

8.4.4.3.5. BorTéZomib (BTZ) 

Le BTZ (Velcade®) est un inhibiteur du protéasome 26S utilisé dans le traitement du lymphome 

du manteau (MCL) et du myélome multiple. 

 
L’inhibition pharmacologique de l’OGA avec le KCZ (KetoConaZole) augmente la O-GlcNAcylation et la 

stabilité de la protéine pro-apoptotique tBid. Ce mécanisme augmente la sensibilité ex vivo de cellules 

primaires dérivées de patients et in vivo de cellules de lymphome MCL Jeko et Granta résistantes au 

BTZ. Cette étude suggère l’application clinique d’un inhibiteur de l’OGA tel que le KCZ dans la thérapie 

combinée contre les lymphomes MCL résistants et les autres tumeurs malignes dont le développement 

et l’apoptose dépendent de la dérégulation de tBid (Luanpitpong et al., 2018).  

 
Sekine et collaborateurs (2018) montrent qu’il existe, in vivo, une corrélation positive entre les niveaux 

d’OGT et certaines sous-unités du protéasome dans les échantillons cliniques de tumeurs mammaires 

et colorectales. HCF-1 interagit avec l’OGT et NRF1, un facteur de transcription activateur de 

l’expression de certains gènes codant des sous-unités protéasomales. En réponse au traitement des 

cellules cancéreuses HeLa ou MDA-MB-231 avec les inhibiteurs pharmacologiques des sous-unités 19S 

et 20S du protéasome, b-AP15 et MG132 respectivement, la O-GlcNAcylation stabilise le facteur de 

transcription NRF1. La glycosylation bloque la phosphorylation de NRF1 sur les résidus Ser448 et Ser451 

et son interaction subséquente avec l’ubiquitine ligase E3 βTrCP. En parallèle, HCF-1 promeut la liaison 

de NRF1 au niveau des régions promotrices des gènes PSMA5 (ProteaSoMe subunit Alpha type-5), 

PSMD11 et PSMD14 codant des sous-unités du protéasome. Ainsi, le knock-down de l’OGT augmente 

la sensibilité au BTZ des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et pancréatiques NCI-H460 in 

vitro et in vivo après xénogreffe chez la souris. Cette étude suggère que l’inhibition de l’OGT pourrait 

être une thérapie anticancéreuse prometteuse par suppression de l’activité de NRF1 et inhibition 

subséquente du protéasome (Sekine et al., 2018) (Figure 61). 
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8.4.5. Impact de la O-GlcNAcylation sur la réponse au 5-FU 

Il existe une relation entre métabolisme du glucose et réponse au 5-FU. Alors que les 

pourcentages d’individus obèses et diabétiques progressent rapidement dans les pays industrialisés, 

les données épidémiologiques montrent que ces patients hyperglycémiques présentent un risque 

accru de récidive du CCR après un traitement à la chimiothérapie adjuvante à base de 5-FU. Ainsi, 

Meyerhardt et collaborateurs (2012) montrent que, plus la charge glycémique alimentaire est élevée, 

plus le risque de récidive est élevé (Meyerhardt et al., 2012). Par rapport aux patients ayant un poids 

normal, les patients très obèses (IMC ≥ 35 kg/m²) ont un risque de récidive de 38% supérieur (Dignam 

et al., 2006). Enfin, les patients sans et avec un DT2 possèdent, respectivement, une survie sans 

récidive (Disease-Free Survival, DFS) à 5 ans de 64% et 56% (Meyerhardt et al., 2003). Au contraire, 

une activité physique à effet hypoglycémiant réduit le risque de récidive du CCR (Meyerhardt et al., 

2006).  

 
Plusieurs études ont corrélé l’expression de l’OGT à la sensibilité au 5-FU. Temmink et collaborateurs 

(2010) ont analysé l’expression génique des cellules cancéreuses coliques H630 résistantes au TFT, un 

analogue fluoré de thymidine qui fait partie de la chimiothérapie TAS-102 et qui partage la voie 

anabolique d’inhibition de la TS par le 5-FU. Les auteurs montrent que, par rapport aux cellules 

parentales, les résistantes sous-expriment les gènes TK, SLC29A et OGT (Temmink et al., 2010). Au 

contraire, une étude transcriptomique sur des tumeurs humaines NCI-60 (National Cancer Institute 

60) a révélé que l’expression de l’OGT est négativement corrélée à la sensibilité au FdUMP. En 

revanche, aucune corrélation n’est établie pour le FUdR ni pour le 5-FU (Gmeiner et al., 2010). 

Récemment, l’OGT a été identifié dans un cluster de gènes co-exprimés et associés à la résistance au 

5-FU du CCR (Cao et al., 2018). Ce cluster contient également des gènes impliqués dans l’apoptose et 

la signalisation Fas (CFLAR (CASP8 (CASPase-8) and FADD-Like Apoptosis Regulator)) dans la 

prolifération cellulaire (CAPRIN2), dans la réparation de l’ADN (XPA (Xeroderma Pigmentosum, 

complementation group A)), dans la régulation du cycle cellulaire (DMTF1 (cyclin D binding V-Myb 

(Myeloblastosis viral oncogene homolog)-like Transcription Factor 1) et SYCE2 (SYnaptonemal Complex 

central Element protein 2)), dans l’activation des cellules tueuses (TYROBP (TYROsine kinase-Binding 

Protein)), dans le métabolisme de la taurine (CSAD (Cysteine Sulfinic Acid Decarboxylase), dans la 

maturation de l’ARN (RBM6 (RNA-Binding protein Member 6) et CLK1 (CDC Like Kinase 1)), dans la 

régulation transcriptionnelle (ZNF26 (ZiNc Finger protein 26), ZNF33A, ZNF169, ZNF234 ZNF333, 

ZNF493 et ZNF638)), et dans la réponse cellulaire aux stimuli chimiques (TAS2R5 (TASte 2 Receptor 

member 5) et LTB4R2 (LeukoTriene B4 Receptor 2)) (Cao et al., 2018).  

 
La O-GlcNAcylation pourrait moduler la réponse au 5-FU en régulant la glycosylation complexe, le 

phénotype de CSC, la réparation des dommages à l’ADN, l’apoptose ou encore le métabolisme de la 

drogue. 
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Figure 62 : Régulation de la réponse au 5-FU associée à la glycosylation complexe par la O-GlcNAcylation. La résistance au 5-FU peut avoir pour origine l’augmentation 

de l’influx de glucose via la surexpression de SLC2A1 codant GLUT-1, la diminution de l’effet cytotoxique du 5-FU par la O-glycosylation aberrante des mucines ou encore 

la diminution de l’anabolisme du 5-FU par la N-glycosylation aberrante. 

5-FU : 5-FluoroUracile ; ABCB1 : Adenosine TriPhosphate-Binding Cassette B1 ; C2GnT-M : Core 2 β1,6-N-acétylGlucosaminylTransférase de type Mucine ; Ca2+ : ions Calcium (II) ; 
CMP-Neu5Ac : CMP-N-AcétylNeuraminate ; CSC : Cellule Souche Cancéreuse ; FdUMP : 5-FluorodésoxyUridine MonoPhosphate ; FdUTP : 5-FluorodésoxyUTP ; FUTP : 5-FluoroUTP ; G : 
GlcNAc ; GalNAc : N-AcétylGalactosamine ; GCNT3 : GluCosaminyl (N-Acétyl) Transférase 3 ; Glc : Glucose ; GlcNAc : N-Acétyl-D-Glucosamine ; GLUT : GLUcose Transporter ; MAN2A : 
α-MANnosidase 2A ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-GlcNAcTransférase ; OPRT : Orotate PhosphoRibosylTransférase ; Ser : Sérine ; TrpC : Transient Receptor 

Potential Channel ; TS : Thymidylate Synthase ; TYMS : ThYMidylate Synthase ; UDP : Uridine DiPhosphate ; UMPS : Uridine MonoPhosphate Synthase ; UTP : Uridine TriPhosphate. 
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8.4.5.1. Impact de la O-GlcNAcylation sur la glycosylation complexe 

En plus d’avoir un rôle majeur dans le développement et la progression du CCR, certaines 

altérations de la glycosylation (cf. 8.4.2 page 200) ont été corrélées à la résistance aux thérapies 

anti-cancéreuses en interférant avec leur métabolisme, absorption et, effets anti-prolifératifs et 

anti-apoptotiques. Ces mécanismes de résistance aux chimiothérapies (5-FU, OX et IRI) et aux thérapies 

ciblées (anti-VEGF et anti-EGFR) associés à la glycosylation aberrante du CCR ont été décrits dans la 

revue (en page 289) : 

 
Very N, Lefebvre T, El Yazidi-Belkoura I. Drug resistance related to aberrant glycosylation in colorectal 

cancer (2017). Oncotarget. 9(1):1380-1402.  

 
In vitro, en condition hyperglycémique, les cellules cancéreuses coliques sont moins sensibles au 5-FU et 

présentent une prolifération accrue et une apoptose réduite (Ma et al., 2014). D’autre part, le 5-FU induit 

l’augmentation du niveau de GLUT1 dans les cellules cancéreuses coliques HT-29 et, les cellules 

résistantes au 5-FU surexpriment SLC2A1 codant ce transporteur de glucose. La surexpression de ce 

dernier et l’inhibition pharmacologique du transporteur de glucose GLUT1 par le WZB117 diminue et 

augmente respectivement la sensibilité des cellules cancéreuses coliques au 5-FU (W. Liu et al., 2014). 

Récemment, Wang et collaborateurs ont montré que les cellules cancéreuses coliques HCT-8/5-FU 

résistantes au 5-FU surexpriment TRPC5 (Transient Receptor Potential Channel 5). L’augmentation de la 

concentration intracellulaire en ion Ca2+ facilite la translocation nucléaire de la β-caténine et l’expression 

de ABCB1 et SLC2A1. Le knock-down de TRPC5 augmente la sensibilité au 5-FU des cellules HCT-8/5-FU. 

De plus, une expression intratumorale élevée de TrpC5 et GLUT1 dans le CCR est corrélée à l’échec de la 

chimiothérapie à base de 5-FU (T. Wang et al., 2015; T. Wang et al., 2017). En ciblant le transporteur de 

glucose GLUT1, notamment sur la Ser465 (Wang et al., 2009), la O-GlcNAcylation pourrait moduler la 

sensibilité au 5-FU (Figure 62). 

  
D’autre part, l’inhibition pharmacologique par la swainsonine de l’α-mannosidase 2 impliquée dans la 

synthèse des N-glycanes complexes affecte l’expression des enzymes de la voie du 5-FU sans pour autant 

que le mécanisme moléculaire soit connu. La swainsonine augmente l’expression des gènes TYMS et 

UMPS et la sensibilité des cellules cancéreuses coliques murines Colon 26 résistantes au 5-FU. Dans les 

cellules parentales sensibles, elle augmente et diminue respectivement les niveaux de TYMS et UMPS 

sans affecter la sensibilité à la drogue. Ainsi, la présence de certains N-glycanes complexes pourrait 

participer à la résistance cellulaire en diminuant la conversion métabolique du 5-FU en métabolites actifs 

par l’OPRT (Hamaguchi et al., 2007) (Figure 62). 

 
Le traitement au 5-FU induit l’augmentation de l’expression de GCNT3 

(N-AcétylGluCosaminylTransférase 3) dans les cellules cancéreuses coliques SW-620 parentales mais pas 

dans les cellules résistantes au 5-FU. Or, GCNT3 code pour l’enzyme d’extension des O-glycanes C2GnT-M 

dont la surexpression inhibe la progression tumorale et induit la mort cellulaire par apoptose.  
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Notre équipe a récemment montré que le knock-down de l’OGT augmente l’expression de MAN2A1 

(α-MANnosidase class 2A member 1) et de GCNT3 dans les cellules cancéreuses coliques HCT116 (Biwi 

et al., 2019). Par ce mécanisme, l’OGT pourrait réguler la sensibilité au 5-FU. 

 
8.4.5.2. Impact de la O-GlcNAcylation sur la réparation des dommages à l’ADN 

Hahne et collaborateurs (2013) ont mis en évidence la O-GlcNAcylation des protéines du 

système MMR (cf. 3.2.1 page 78), MSH2 et MSH6 du complexe MutSα et RPA1, dans les cellules 

HEK293 grâce à la stratégie TAS (Hahne et al., 2013). Ainsi, la O-GlcNAcylation pourrait réguler la 

reconnaissance et la réparation des dommages à l’ADN induits par le 5-FU (Figure 63). 

 
8.4.5.3. Impact de la O-GlcNAcylation sur le phénotype CSC et la réponse au 5-FU 

La O-GlcNAcylation peut participer à la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM), un 

processus qui générerait les CSC caractérisées par un plus faible taux de prolifération et une résistance 

aux chimiothérapies.  

 
Ainsi, le knock-down de l’OGT et l’inhibition pharmacologique de l’OGA par le Thiamet-G réduit et 

augmente respectivement la population des CSC des cellules HT-29 (Guo et al., 2017). La glycosylation 

participerait notamment à la diminution de l’expression de la E-cadhérine membranaire en régulant la 

β-caténine, p120, Snail1, Snail2 ou encore ZEB1 (Gu et al., 2010; S.Y. Park et al., 2010; Zhu et al., 2012; 

Zhou et al., 2019) (cf. 8.4.4.2 page 209) (Figure 63). Dans les CSC coliques HT-29, les protéines 

O-GlcNAcylées et la marque épigénétique répressive H3K27me3 sont enrichies au niveau du 

promoteur MYBL1, un activateur transcriptionnel de CDH1. Le knock-down de l’OGT induit 

l’augmentation de l’expression de MYBL1 et la réduction de la population de CSC in vitro et in vivo (Guo 

et al., 2017). D’autre part, Fuentes-García et collaborateurs (2019) ont récemment montré que 

l’inhibition pharmacologique de l’OGT avec l’Ac4-5S-GlcNAc diminue la survie des cellules cancéreuses 

coliques primaires SW480 et métastatiques SW620. A l’inverse, l’inhibition de l’OGT ou le stress 

nutritionnel augmente l’apparition d’une sous-population présentant les marqueurs de CSC 

CD44+/CD133+ et un phénotype plus agressif. Or, plusieurs études ont montré que les cellules 

résistantes au 5-FU expriment les marqueurs de CSC CD133 et CD44 (cf. 3.1.2 page 75). Contrairement 

aux cellules SW620 CD44+/CD133+, les cellules SW480 CD44+/CD133+ possèdent un niveau plus élevé 

de O-GlcNAcylation globale des protéines par rapport aux cellules parentales. Ainsi, la O-GlcNAcylation 

régule le phénotype souche des cellules et pourrait impacter la réponse au 5-FU (Fuentes-García et al., 

2019) (Figure 63). 

 
Enfin, en régulant le cycle cellulaire et en ciblant notamment la cycline D1 (Masclef et al., 2019) 

(cf. 3.1.1 page 74), la O-GlcNAcylation pourrait également moduler la sensibilité au 5-FU (Figure 63).  
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Figure 63 : Régulation de l’effet cytotoxique du 5-FU induit par la O-GlcNAcylation. La 

O-GlcNAcylation aberrante pourrait être à l’origine de la résistance au 5-FU en induisant un défaut de 

reconnaissance et de réparation des dommages à l’ADN par le système MMR, un ralentissement du 

cycle cellulaire par le phénotype CSC, un arrêt du cycle cellulaire, une inhibition de la production de 

ROS et de l’apoptose. La O-GlcNAcylation peut avoir, à l’inverse, un effet pro-apoptotique.  

5-FU : 5-FluoroUracile ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; AP-1 : Activator Protein 1 ; Bad : Bcl-2 associated 
agonist of cell death ; Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer ; Bax : Bcl-2-associated x ; Bcl-2 : B-cell 
lymphoma 2 ; BCL2L : BCL2-Like protein; BMI-1 : B-cell-specific Moloney murine leukemia virus Insertion site 1 ; 
casp : caspase ; CD : Cluster de Différenciation ; CDK4 : Cyclin-Dependent Kinase 4 ; CSC : Cellule Souche 
Cancéreuse ; DFF40 : Deoxyribonucleic acid Fragmentation Factor 40 ; E-cadhérine : cadhérine Epithéliale ; 
FASLG : FAS LiGand ; FDXR : FerréDoXine Réductase ; G : N-acétylGlucosamine ; H3K27me3 : triméthylation de 
la Lysine27 de l’Histone 3 ; HCF-1 : Host Cell Factor 1 ; HO-1 : Heme Oxygénase 1 ; kDa : kiloDalton ; MMR : 
MisMatch Repair ; MSH : MutS Homolog ; mut : muté ; MutSα : MutatorSα ; MYBL1 : V-Myb MYeloBlastosis 
viral oncogene homolog proto-oncogene Like 1 ; NF-κB : Nuclear Factor κB ; NRF2 : Nuclear Respiratory Factor 2 ; 
O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; OGT : β-O-N-acétylGlucosamineTransférase ; p120 : protéine 
de 120 kDa ; p53 : protéine de 53 kDa ; ROS : Reactive Oxygen Species ; RPA1 : Replication Protein A1 ; Ser : 
Sérine ; tBid : truncated BH3 interacting-domain death agonist ; TET1 : Ten-Eleven Translocation 1 ; TRAIL-R : 
Tumor necrosis factor Related Apoptosis Inducing Ligand -Receptor. 
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8.4.5.4. Impact de la O-GlcNAcylation sur l’apoptose et la réponse au 5-FU 

Comme précedemment décrit, la O-GlcNAcylation pourrait réguler l’apoptose induite par le 

5-FU en modifiant différentes protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques (cf. 3.3 page 81 et 7.7 

page 181) (Figure 52).  

 
En comparaison aux cellules parentales, les cellules cancéreuses coliques SNUC5 Résistantes au 5-FU 

(SNUC5/5-FUR) subissent un stress oxydatif dû à l’accumulation de ROS intracellulaires induite par 

l’agent chimiothérapeutique et surexpriment TET1. L’OGT est également surexprimée dans cette 

lignée et interagit fortement avec TET1 qui la recrute au niveau du promoteur de NRF2, un facteur de 

transcription régulant l’expression des enzymes antioxydantes telles que HO-1 (Heme Oxygénase 1). 

L’OGT O-GlcNAcyle alors HCF-1 du complexe SET1/COMPASS et induit l’activation transcriptionnelle de 

NRF2 puis de HO-1. Ainsi, les knock-down de NRF2 ou HO-1 augmentent la sensibilité au 5-FU des cellules 

SNUC5/5-FUR in vitro et in vivo (xénogreffe chez la souris). De manière intéressante, l’expression de NRF2 

est également augmentée dans les cellules SNUC5 résistantes à l’oxaliplatine et des cellules cancéreuses 

ovariennes résistantes au CDDP (Kang et al., 2014; Kang et al., 2016). L’inhibition de l’OGT pourrait ainsi 

potentialiser l’activité cytotoxique des chimiothérapies en diminuant l’expression de NRF2 et de HO-1.  

 
De manière intéressante, la surexpression de l’OGA dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y 

diminue l’expression de FDXR impliqué dans la mort cellulaire induite par le 5-FU (Tan et al., 2014) 

(cf. 3.2.2 page 64 et 3.3.3 page 82) (Figure 63). 

 
8.4.5.5. Impact de la O-GlcNAcylation sur la voie du 5-FU 

Plusieurs enzymes de la voie du 5-FU (cf. 2 page 54) et impliquées dans la réponse à la drogue 

(cf. 1 page 68) sont la cible directe de la O-GlcNAcylation (Figure 64).  

 
La O-GlcNAcylation pourrait impacter l’anabolisme du 5-FU. Ainsi, le transporteur à influx SLC29A1 est 

O-GlcNAcylé sur la Ser63 dans les érythrocytes humains (Wang et al., 2009). La TP est également 

O-GlcNAcylée et ce, uniquement dans les tumeurs mammaires comparées aux tissus sains adjacents 

(Champattanachai et al., 2013). La TK est O-GlcNAcylée dans le virus de l’herpès associé au sarcome 

de Kaposi (Kaposi’s Sarcoma-associated HerpesVirus, KSHV) et la surexpression de l’OGT inhibe la 

réplication et la propagation du virus dans les cellules HEK293 (Jochmann et al., 2013). La TK a été plus 

récemment identifiée comme étant O-GlcNAcylée dans les cellules HEK293 (Hahne et al., 2013). De 

plus, la délétion de l’OGT augmente la phosphorylation de la Ser12 de TK1 dans les fibroblastes murins 

MEF (Zhong et al., 2015). Enfin, la cible principale du 5-FU, la TS, est également O-GlcNAcylée dans les 

cellules de drosophile (Drosophila melanogaster) S2 (Sprung et al., 2005) et dans les cellules humaines 

HEK293 (Hahne et al., 2013). La glycosylation sur la Ser347 déstabilise CK2α, une kinase qui par 

phosphorylation de la Ser124 inhibe la TS (Fraczyk et al., 2010). Plus indirectement, la O-GlcNAcylation 

régule également la cycline D et les facteurs de transcription Sp1 et E2F-1 qui modulent l’expression 

d’une myriade de gènes impliqués dans la synthèse des désoxynucléotides telles que DHFR, RR, TK et 

TS (Figure 64). 
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Le catabolisme du 5-FU pourrait également être impacté par la O-GlcNAcylation. En effet, l’expression 

du gène DPYD codant la DPD est augmentée dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y traitées avec 

le Thiamet-G, un inhibiteur pharmacologique de l’OGA (Tan et al., 2017). L’expression du transporteur 

à efflux ABCB1 est aussi augmentée dans les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et 

SUM159 en condition hyperglycémique et la O-GlcNAcylation stabilise ses facteurs de transcription 

GLIoma-associated oncogene family zinc finger 1 (GLI1) et GLI2 (Das et al., 2019) (Figure 64).  

 
Néanmoins, aucune étude n’a étudié le rôle de la O-GlcNAcylation dans la régulation de ces protéines 

de la voie du 5-FU ni dans la réponse du CCR à cette drogue. 
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Figure 64 : Régulation de la voie du 5-FU par la O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation aberrante 

pourrait réguler la réponse au 5-FU de manière directe en ciblant SLC29A1, la TK, la TP et la TS ou de 

manière indirecte en inhibant CK2α, en augmentant l’activité transcriptionnelle des facteurs de 

transcription GLI1/2, E2F-1 et Sp1 et l’expression de la TS.  

5,10-MTHF : 5,10-MéthylèneTrétraHydroFolate ; 5-FU : 5-FluoroUracile ; ABCB1 : Adenosine 
TriPhosphate-Binding Cassette B1 ; CDK : Cyclin-Dependent Kinase ; CK2α : Casein Kinase 2α ; DHF : 
DiHydroFolate ; DHFU : 5,6-DiHydro-5-FluoroUracile ; DPD : DihydroPyrimidine Déshydrogénase ; DPYD : 
DihydroPYrimidine Déshydrogénase ; dT : Thymidine ; dTMP : désoxyThymidine MonoPhosphate ; dUMP : 
désoxyUridine MonoPhosphate ; FdUMP : 5-FluorodUMP ; FdUTP : 5-FluorodésoxyUridine TriPhosphate ; 
FUdR : FluoroUracile désoxyRibose ; G1 : Gap 1 phase ; G : N-acétylGlucosamine ; GLI : GLIoma-associated 
oncogene family zinc finger ; O-GlcNAcylation : O-N-AcétylGlucosaminylation ; P : Phosphate ; pRB : protéine du 
RétinoBlastome ; RR : Ribonucléotide Réductase ; RRM : Ribonucléoside-diphosphate Réductase ; S : Synthesis 
phase ; Ser : Sérine ; SLC29A1 : SoLute Carrier 29A1 ; Sp1 : Specificity protein 1 ; Thr : Thréonine ; TK : Thymidine 
Kinase ; TP : Thymidine Phosphorylase ; TYMS : ThYMidylate Synthase. 
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Partie I 

Rôle de la O-GlcNAcylation sur la Thymidylate Synthase et la 

réponse du cancer colorectal au 5-fluorouracile 

 

1. Contexte de l’étude 

Le rôle de la O-GlcNAcylation dans la cancérogenèse et la progression tumorale fait l’objet 

d’une recherche internationale très dynamique. A l’inverse, le rôle de cette glycosylation dans la 

réponse aux thérapies anti-cancéreuses et très peu investigué. Néanmoins, il a été récemment montré 

que l’hyper-O-GlcNAcylation des protéines régule la réponse du cancer à certaines drogues 

anti-cancéreuses telles que le tamoxifène, la thérapie TRAIL, le cisplatine, le bortézomib ou encore le 

5-FU (cf. 8.4.4.3 page 211). Le 5-FU étant la chimiothérapie de référence du CCR et la TS sa cible 

principale, nous nous sommes intéressés à l’étude du « cross-talk » entre O-GlcNAcylation et réponse 

au 5-FU dans ce cancer. Notre hypothèse de travail a été qu’en ciblant la TS, la O-GlcNAcylation pouvait 

impacter la réponse du CCR à cette drogue. 

 
Les objectifs de cette étude étaient de :  

1. Etudier la corrélation entre O-GlcNAcylation, TS et réponse au 5-FU in vivo 

2. Déterminer l’effet du 5-FU sur l’expression de l’OGT et le niveau de O-GlcNAcylation globale 

in vitro  

3. Déterminer l’impact de la O-GlcNAcylation sur les propriétés de la TS et la réponse au 5-FU 

in vitro  

 
Ce travail a fait l’objet d’un article original soumis pour publication et intégré en page 253 : 

 
Very N, Hardivillé S, Decourcelle A, Thévenet J, Djouina M, Page A, Vergoten G, Schulz C, Kerr-Conte J, 

Lefebvre T, Dehennaut V, El Yazidi-Belkoura I. O-GlcNAcylation of Thymidylate Synthase: a 5-FU sensitization 

mechanism in colorectal cancer (2021). Molecular Cancer. 

 
Les résultats principaux de l’étude sont décrits brièvement dans le paragraphe suivant. 
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2. Résultats 

2.1. La O-GlcNAcylation sensibilise à l’effet cytotoxique du 5-FU in vivo 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet in vivo de la O-GlcNAcylation sur la 

progression du CCR et sa réponse au 5-FU dans un modèle murin de CCR humain. Des tumeurs 

colorectales ont été induites ou non chez des souris C57BL/6 par injection du carcinogène AOM 

(AzOxyMéthane) et administration de l’agent inflammatoire DSS (Dextran Sulfate de Sodium). Après 

apparition des tumeurs, les souris ont été traitées ou non par diffusion continue de 5-FU seul et/ou 

combiné à l’inhibiteur pharmacologique de l’OGA, Thiamet-G (Fig. S1A). La dose de 5-FU utilisée 

(12,5 mg/kg/j) correspond à une dose standard administrée en continue par intra-veineuse chez 

l’homme (370-2300 mg/m²/j) (Remick et al., 1990). Par WB (Western Blot) et analyse IHC des tissus 

colorectaux non traités au 5-FU/Thiamet G, nous montrons que, par rapport aux tissus sains, les 

tumeurs colorectales présentent une hyper-O-GlcNAcylation des protéines qui est accompagnée d’une 

augmentation du niveau de TS (Fig. S1B et S1C).  

 
Dans les tumeurs colorectales, nous montrons que l’élévation de la O-GlcNAcylation par le Thiamet-G 

coincide également avec une augmentation du niveau de TS (Fig. 1A et 1B). Le 5-FU, quant à lui, 

diminue la O-GlcNAcylation globale (Fig. 1A et 1B). Enfin, nous observons que les niveaux de 

O-GlcNAcylation et de TS sont plus élevés dans la condition de co-traitement par rapport à la condition 

de traitement avec le 5-FU seul (Fig. 1A et 1B). Les effets biologiques de ces traitements sur la 

progression tumorale ont été examinés par endoscopie des côlons-rectums. Le Thiamet-G ainsi que le 

5-FU seuls diminuent la progression tumorale en termes de nombre et de grade des tumeurs et leur 

co-administration a un effet synergique (Fig. 1C à 1F). Enfin, nous avons analysé l’expression des gènes 

TYMS et OGT à partir de données de puces à ADN (GSE104645) de patients avec un CCR métastatique 

répondeurs ou non à une chimiothérapie à base de 5-FU (Fig. S2). Alors que l’expression de TYMS ne 

corrèle pas avec la réponse à la thérapie dans cette cohorte d’une cinquantaine de patients, 

l’expression de l’OGT est, quant à elle, significativement plus élevée dans les tumeurs de patients 

répondeurs (Fig. 1G).  

 
Ensemble, ces données in vivo révèlent un « cross-talk » entre O-GlcNAcylation et voie du 5-FU et 

suggèrent que la O-GlcNAcylation sensibilise à l’effet cytotoxique du 5-FU dans le CCR. 
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Figure S1. La carcinogenèse induite par l’AOM/DSS augmente les niveaux de O-GlcNAcylation et de 
TS dans le CCR.  
(A-D) Les tumeurs colorectales murines ont été induites par AOM/DSS (+ AOM, 10 souris par groupe) puis traitées en 
continu ou non avec du Thiamet G (90 mg/kg/j) et/ou du 5-FU (12,5 mg/kg/j) pendant 13 j. Cinq souris contrôles (-
AOM) n’ont pas été traitées à l’AOM/DSS mais ont été traitées avec le véhicule seul. Les souris ont été mises à jeun 
pendant 16 h puis une coloscopie a été réalisée avant le sacrifice. (A) Représentation schématique du protocole 
d’induction du CCR et des traitements pharmacologiques. (B-C) Les analyses ont été effectuées sur les souris -AOM (5 
souris) et les souris +AOM (6 souris) traitées avec le véhicule seul. Les analyses statistiques ont été réalisées par un t-
test Student. *p<0,05 ; ***p<0,001. (B) Les protéines d’intérêt sont détectées par WB puis quantifiées par 
densitométrie (n≥5). (C) IHC des protéines d’intérêt sur coupes de tissus colorectaux et quantification du score IHC 
dans les cellules épithéliales (n=3). (D) Images endoscopiques des côlons.  
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Figure 1. La O-GlcNAcylation sensibilise le CCR au 5-FU in vivo.  
(A-F) 10 souris C57BL/6 par groupe de traitement ont été incluses dans l’expérience. Les tumeurs colorectales murines 
ont été induites par AOM/DSS puis traitées en continu ou non avec du Thiamet G (90 mg/kg/j) et/ou du 5-FU (12,5 
mg/kg/j) pendant 13 j. Une coloscopie a été réalisée avant le sacrifice. En raison d’une certaine mortalité, le nombre 
de souris analysées n’est pas équivalent entre les différents groupes de souris (6 pour la condition contrôle, 8 pour les 
conditions Thiamet-G et le 5-FU seuls et 9 pour la condition de co-traitement Thiamet-G et 5-FU). (A-E) Les analyses 
statistiques ont été réalisées par ANOVA. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001. (A) Images endoscopiques des tumeurs 
colorectales induites. (B) Quantification par endoscopie du nombre de tumeurs (n≥6). (C) Quantification par 
endoscopie des tumeurs par grade (n≥6). (D) Pourcentage de souris ayant pour plus haut grade le grade indiqué. (E) 
Les protéines d’intérêt sont détectées par WB puis quantifiées par densitométrie (n≥6). (F) IHC des protéines d’intérêt 
sur coupes de tumeurs colorectales et quantification du score IHC dans les cellules épithéliales (n≥3). (G) Comparaison 
des niveaux d’expression de l’OGT et de TYMS à partir de données transcriptomiques de patients métastatiques CCR 
traités par chimiothérapie à base de 5-FU répondeurs ou non au traitement (données de puces à ADN GSE104645, 
n=55). L’analyse statistique a été réalisée par un Mann-Whitney test. **p<0,01. 
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Figure S2. Caractéristiques cliniques de la cohorte de patients CCR métastatiques GSE104645.  
L’âge, le sexe, le stade au diagnostic, le site de la tumeur primaire, la chimiothérapie adjuvante, le régime 

chimiothérapeutique de 1ère ligne et la meilleure réponse à la chimiothérapie de 1ère ligne sont indiqués. 
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2.2. Le 5-FU diminue la O-GlcNAcylation cellulaire in vitro  

Dans le but de déchiffrer la relation entre O-GlcNAcylation, TS et réponse du CCR au 5-FU, nous 

avons mené une étude comparative in vitro de cellules coliques fœtales non cancéreuses CCD 841 CoN 

et cancéreuses issues d’un adénocarcinome primaire HT-29. Nous avons tout d’abord montré par WB 

que les cellules HT29 présentent des niveaux plus importants d’OGT, de O-GlcNAcylation globale et de 

TS comparées aux cellules CCD 841 CoN (Fig. 2A). Nous avons ensuite établi la concentration optimale 

de 5-FU à utiliser. Nous montrons par un test MTS que les cellules HT-29 hautement prolifératives sont 

plus sensibles à la cytotoxicité du 5-FU (IC50 (half maximal inhibitory concentration) de 9,84 µM) que 

les cellules CCD 841 CoN (21,79 µM) (Fig. 2B et S3A). Pour la suite de l’étude, nous avons décidé de 

traiter les cellules avec la concentration de 6 µM proche de l’IC50 des cellules HT-29 et en accord avec 

la pharmacocinétique du 5-FU chez l’homme (van Groeningen et al., 1988; Remick et al., 1990). A cette 

dose, le 5-FU induit un arrêt significatif des cellules HT-29 en phase S à partir de 24 h et leur mort par 

apoptose à partir de 72 h (Fig. S3B). 

 
Dans un second temps, nous avons étudié par WB l’effet cinétique du 5-FU sur les niveaux d’OGT et 

de O-GlcNAcylation globale. Dès 24 h, lorsqu’il est incorporé dans la cellule, converti en FdUMP et 

complexé à la TS (Fig. S3C), le 5-FU induit une diminution progressive du niveau de O-GlcNAcylation 

des protéines dans les cellules CCD 841 CoN et HT-29 (Fig. 2C). De manière intéressante, la réduction 

du niveau de O-GlcNAcylation est corrélée à une diminution de l’OGT aux niveaux protéique et 

transcriptionnel (Fig. 2C et 2D). 

 
Ensemble, ces résultats indiquent que le 5-FU affecte la O-GlcNAcylation des protéines en diminuant 

l’expression de l’OGT dans les cellules coliques non-cancéreuses et cancéreuses. 
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Figure 2. Le 5-FU diminue la O-GlcNAcylation globale dans les cellules coliques non cancéreuses et 
cancéreuses. 
Les expériences ont été menées en milieu HG (High Glc, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 25 mM). (A) Les 
cellules ont été cultivées pendant 48 h puis les protéines d’intérêt sont détectées par WB et quantifiées par 
densitométrie. L’analyse statistique a été réalisée par un t-test Student (n=3). **p<0,01 ; ***p<0,001. (B) Les cellules 
ont été traitées avec des doses croissantes de 5-FU (de 0 à 20 μM) pendant 48 h puis les valeurs d’IC50 déterminées 
par test MTS. (C) Les cellules ont été traitées ou non avec du 5-FU (6 μM) pendant 0, 24 h, 48 h ou 72 h puis les protéines 
d’intérêt sont détectées par WB et quantifiées par densitométrie. L’analyse statistique a été réalisée par ANOVA (n=3). 
*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001. (D) Les cellules ont été traitées ou non avec du 5-FU (6 μM) pendant 72 h puis les 
transcrits OGT analysés par qRT-PCR et quantifiés par un rapport à HPRT. L’analyse statistique a été réalisée par un t-
test Student (n=3). **p<0,01 ; ***p<0,001. 
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Figure S3. Le 5-FU inhibe la croissance des cellules cancéreuses par blocage du cycle cellulaire et 
induction de l’apoptose.  
Les expériences ont été menées en milieu HG. (A) Les cellules ont été traitées avec des doses croissantes de 5-FU de 0 
à 20 μM pendant 48 h puis le taux de survie au 5-FU est mesuré par test MTS (n=3). (B-C) Les cellules ont été traitées 
ou non avec du 5-FU (6 μM) pendant 0, 24 h, 48 h ou 72 h. (B) La distribution des cellules dans le cycle cellulaire est 
analysée et quantifiée par cytométrie en flux après incorporation d’iodure de propidium. L’analyse statistique a été 
réalisée par ANOVA (n=2). ***p<0,001. (C) Les protéines TS et PARP-1 sont détectées par WB afin de vérifier la 
formation du complexe TS/5,10-MTHF/FdUMP et l’induction de l’apoptose respectivement.  
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2.3. La O-GlcNAcylation impacte la TS et la réponse au 5-FU 

2.3.1. L’invalidation de l’OGT diminue la sensibilité des cellules cancéreuses au 5-FU par 

diminution du taux de TS 

Réciproquement, nous avons étudié l’impact de la O-GlcNAcylation sur la sensibilité à la 

cytotoxicité du 5-FU par analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux et du clivage de PARP-1 

(Poly(Adénosine Diphosphate-Ribose) Polymérase 1) en WB. Le 5-FU n’induit pas l’apoptose des 

cellules CCD 841 CoN, et la diminution des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale par des siRNA 

dirigés contre l’OGT (siOGT) n’affecte pas la répartition de ces cellules dans le cycle. En revanche, dans 

les cellules HT-29, le siOGT augmente l’arrêt en phase S et diminue l’apoptose induits par le 5-FU 

(Fig. 3A et 3C). De manière intéressante, le knock-down de l’OGT réduit également le taux et l’activité 

enzymatique totale de la TS dans les cellules CCD 841 CoN non traitées au 5-FU et dans les cellules 

HT-29 indépendamment du traitement au 5-FU (Fig. 3A et 3B). L’analyse par qRT-PCR (quantitative 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) des transcrits de la TS dans les cellules CCD 841 CoN 

et HT-29 traitées ou non au 5-FU montre que la O-GlcNAcylation ne régule pas la TS de manière 

indirecte au niveau transcriptionnel (Fig. 3D). L’invalidation de l’OGT n’a pas non plus d’effet sur la 

localisation subcellulaire ni sur l’activité enzymatique spécifique de la TS dans les deux lignées 

cellulaires (Fig. S4A et S4B). Enfin, la surexpression exogène du gène TYMS diminue la sensibilité au 

5-FU des cellules HT-29. La diminution de la sensibilité au 5-FU induite par le siOGT est restaurée par 

surexpression de TYMS (Fig. 3E et 3F).  

 
Ensemble, ces résultats montrent que l’invalidation de l’OGT rend moins sensibles les cellules 

cancéreuses coliques au 5-FU par diminution du taux de TS et suggèrent que cette dernière est 

directement régulée par O-GlcNAcylation. 
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Figure 3. Le knock-down de l’OGT diminue la sensibilité des cellules cancéreuses au 5-FU par 
diminution du niveau de TS.  
Les transfections ont été réalisées avec 10 nM de siRNA et le traitement au 5-FU à une concentration de 6 µM 
dans du milieu HG. (A-C) Les cellules ont été transfectées avec des siRNA contrôles ou dirigés contre l’OGT (SiCtrl 
ou siOGT) puis, après 24 h, co-traitées ou non avec du 5-FU pendant 72 h. Les analyses statistiques ont été 
réalisées par ANOVA. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001. (A) Les protéines d’intérêt sont détectées par WB et 
quantifiées par densitométrie (n=3). (B) L’activité enzymatique totale de la TS est mesurée dans les lysats 
cellulaires (n=3). (C) La distribution des cellules dans le cycle cellulaire est analysée et quantifiée par cytométrie 
en flux après incorporation d’iodure de propidium (n=4). (D) Les transcrits TYMS ont été analysés par qRT-PCR et 
quantifiés par un rapport à HPRT (n=3). (E-F) Les cellules ont été transfectées avec des SiCtrl ou SiOGT, 
co-transfectées après 24h avec un vecteur pcDNA3.1 vide ou exprimant la TS-FLAG (pcDNA3.1-3xFLAG-TYMS, 1 
μg) et traitées ou non avec du 5-FU pendant 72 h. (E) Les protéines d’intérêt sont détectées par WB. (F) Le 
pourcentage de cellules en phase SubG1 est déterminé par cytométrie en flux après incorporation d’iodure de 
propidium (n=4).  
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Figure S4. Effet de la O-GlcNAcylation sur la localisation subcellulaire et l’activité enzymatique de la 
TS.  
Les cellules ont été transfectées avec des siRNA contrôles ou dirigés contre l’OGT (SiCtrl ou SiOGT, 10 nM) puis, 
après 24 h, co-traitées ou non avec du 5-FU (6 μM) pendant 72 h dans du milieu HG. (A). La localisation et le 
niveau de la protéine TS sont suivis par immunocytochimie de la TS. Les noyaux sont marqués au DAPI. (B) 
L’activité enzymatique spécifique de la TS est mesurée dans les lysats cellulaires. L’analyse statistique a été 
réalisée par ANOVA (n=3). **p<0,01 ; ***p<0,001. 
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2.3.2. La TS est modifiée et régulée par O-GlcNAcylation 

Les résultats précédents nous ont conduits à analyser la régulation de la TS par la 

O-GlcNAcylation. Nous avons, soit modifié la composition et la teneur en sucres du milieu de culture 

en incubant les cellules en présence de GlcNH2 et de différentes concentrations en Glc, soit invalidé 

l’OGT par siRNA, puis analysé les niveaux de O-GlcNAcylation et de TS par WB. Nous montrons que les 

précurseurs de l’UDP-GlcNAc, Glc et GlcNH2, augmentent la O-GlcNAcylation globale et le niveau de TS 

dans les cellules HT-29. L’invalidation de l’OGT par siRNA induit une baisse drastique du taux de TS 

précisant que la O-GlcNAcylation est à l’origine de la régulation de la TS dans ces cellules et suggérant 

que la TS est O-GlcNAcylée (Fig. 4A). La O-GlcNAcylation de la TS a été analysée par différentes 

stratégies. Dans les cellules HT-29 5F31 exprimant naturellement un taux élevé de TS, nous avons 

montré par co-IP (co-ImmunoPrécipitations) réverses de la TS et de l’OGT que ces deux protéines 

interagissent physiquement entre elles indépendamment du traitement au 5-FU (Fig. 4B). Par IP de la 

TS, nous montrons qu’elle est O-GlcNAcylée en présence ou non de 5-FU dans les cellules HT-29. En 

revanche, malgré un effet drastique sur le niveau protéique total de TS, cette MPT observée sur la TS 

immunoprécipitée n’est que faiblement diminuée après knock-down de l’OGT (Fig. 4C). L’utilisation 

d’une stratégie d’analyse de la stœchiométrie de la O-GlcNAcylation par chimie-click couplée au 

marquage PEG montre, en WB, que la O-GlcNAcylation de la TS est plus abondante et hétérogène dans 

les cellules cancéreuses HT-29 que dans les cellules non cancéreuses CCD 841 CoN. La TS serait en 

isoforme mono-O-GlcNAcylée dans les cellules CCD 841 CoN et, mono- et tétra-O-GlcNAcylées dans les 

cellules HT-29. De manière intéressante, après traitement au 5-FU, l’OGT glycosyle préférentiellement 

l’isoforme de TS majoritairement retrouvée dans ces cellules, à savoir la TS complexée au FdUMP 

(Fig. 4D). Enfin, la spectrométrie de masse en mode HCD (Higher-energy Collisional 

Dissociation)-MS/MS a permis d’identifier deux sites O-GlcNAcylés sur la TS, la Thr251 et la Thr306 à partir 

de lysats protéiques de cellules HT-29 et HT-29 5F31 (Fig. 4E). Nous avons également identifié une 

phosphorylation sur le résidu Thr306 (Fig. S5). 

 
Ces résultats montrent que la TS est O-GlcNAcylée et qu’elle l’est différentiellement entre cellules 

coliques cancéreuses ou non. 
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Figure 4. L’OGT interagit avec et O-GlcNAcyle la TS.  
(A-E) Les transfections ont été réalisées avec 10 nM de siRNA 
et le traitement de 5-FU avec une concentration de 6 µM dans 
du milieu HG. (A) L’impact du Glc, de la GlcNH2 et de la 
O-GlcNAcylation globale sur le niveau de TS a été analysé en 
présence de différentes concentrations de Glc, de GlcNH2 et 
de siRNA dirigés contre l’OGT (siOGT). Soit les cellules ont été 
cultivées dans du milieu LG (Low Glc, DMEM 5 mM) pendant 
60 h puis dans du milieu WG (Without Glucose, DMEM) 
supplémenté ou non avec de la GlcNH2 (5 mM) ou en milieu 
LG ou en milieu HG pendant 12 h. Soit les cellules ont été 
transfectées dans du milieu LG avec des SiCtrl ou SiOGT puis 
cultivées, après 24 h, dans du milieu HG pendant 48 h. Les 
protéines d’intérêt sont détectées par WB et quantifiées par 
densitométrie (n=3). (B) Les cellules ont été traitées ou non 
avec du 5-FU pendant 48 h puis l’interaction OGT/TS a été 
analysée par co-IP OGT ou TS et les protéines détectées par 
WB. (C) Les cellules ont été transfectées avec des SiCtrl ou 
SiOGT puis, après 24 h, co-traitées ou non avec du 5-FU 
pendant 72 h. La O-GlcNAcylation de la TS a été analysée 
après IP TS et détection des protéines O-GlcNAcylées par WB 
(anticorps RL2). (D) Les cellules ont été traitées ou non avec 
du 5-FU pendant 48 h. Par chimie-click combinée au 
marquage PEG, la stœchiométrie de la O-GlcNAcylation de la 
TS a été analysée. Les isoformes O-GlcNAcylées de la TS sont 
détectées par WB et quantifiées par densitométrie (n=2). (E) 
Les cellules HT-29 et HT-29R ont été traitées avec du Thiamet 
G (2 µM) pendant 48 h. Spectres HCD-MS/MS des peptides 
couvrant les sites Thr251 et Thr306 O-GlcNAcylés de la TS. Les 
analyses statistiques ont été réalisées par ANOVA *p<0,05 ; 
**p<0,01 ; ***p<0,001. 
 

E 

T251 

T306 
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Figure S5. Modifications post-traductionnelles identifiées sur la TS. 
Les cellules HT-29 et HT-29 5F31 ont été traitées avec du Thiamet G (2 µM) pendant 48 h dans du milieu HG. Tableau récapitulatif des MPT identifiées par HCD-MS/MS. 
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2.3.3. La O-GlcNAcylation stabilise la TS en la protégeant de la dégradation protéasomale  

La TS étant O-GlcNAcylée et le knock-down de l’OGT réduisant le niveau de TS dans les cellules 

HT-29, nous avons étudié la possibilité que la O-GlcNAcylation de la TS régule sa stabilité. Pour ce faire, 

nous avons utilisé trois mutants de substitution d’une TS taguée FLAG, la Thr251 et la Thr306 en Ala 

(T251A et T306A) empêchant à la fois la O-GlcNAcylation et la phosphorylation de la TS sur ces sites et 

la substitution de la Thr306 en Asp (T306D) mimant la phosphorylation. Dans les cellules HT-29, les 

mutations du site Thr306 (T306A et T306D) n’ont pas d’effet sur le niveau de TS. En revanche, la 

mutation T251A induit une diminution du niveau de TS. De manière intéressante et au contraire du 

double mutant T251A-T306D, la double mutation T251A-T306A diminue fortement le taux de TS 

(Fig. 5A). Des expériences de co-traitement avec le cycloheximide et le Thiamet-G, inhibiteurs de la 

traduction et de l’OGA respectivement, montrent que l’élévation de la O-GlcNAcylation globale 

augmente la durée de vie de la TS dans les cellules HT-29 (Fig. 5B). D’autre part, l’inhibition du 

protéasome par le MG132 dans les cellules HT-29 dont l’OGT est invalidée ou exprimant les mutant TS 

sur les résidus Thr251 et/ou Thr306 a permis de montrer que la O-GlcNAcylation de la TS sur ces sites 

stabilise l’enzyme en la protégeant de la dégradation protéasomale (Fig. 5C). Le profil d’ubiquitination 

de la TS n’est pas modifié après invalidation de l’OGT, ce qui montre que la O-GlcNAcylation ne stabilise 

pas la TS par un mécanisme Yin-Yang avec l’ubiquitination (Fig. 5D). En dernier lieu, afin d’évaluer 

l’effet des MPT sur la stabilité de la TS, nous avons modélisé la TS humaine complète (Fig. 6A) et calculé 

les énergies potentielles empiriques de stabilisation (ΔE) (Fig. 6B). Nous montrons que la stabilité de 

la TS est légèrement augmentée par la O-GlcNAcylation sur la Thr306 mais fortement et de manière 

similaire par la phosphorylation sur la Thr306 ou la O-GlcNAcylation sur la Thr251. Conformément aux 

données expérimentales (Fig. 5A), la présence simultanée d’une O-GlcNAcylation sur la Thr251 et d’une 

O-GlcNAcylation ou d’une phosphorylation sur la Thr306 augmente encore plus cette stabilité (Fig. 6B). 

Cette stabilisation a notamment pour origine la création d’interactions ioniques fortes, de liaisons de 

Van der Waals ou de liaisons hydrogènes entre les acides aminés de la TS et le groupement phosphate 

ou O-GlcNAc sur les résidus Thr251 ou Thr306 (Fig. 6C). De manière intéressante, la dimérisation de la TS 

pourrait également être stabilisée par la O-GlcNAcylation puisque le groupement O-GlcNAc sur la 

Thr251 du monomère A interagit par des liaisons hydrogènes et π-σ avec des acides aminés situés au 

niveau de l’interface dimérique du monomère B (sur les résidus Gly60, Met61, Gln62, Thr251, Leu252 et 

Tyr213 respectivement) (Fig. 6C). 

 
L’ensemble de ces résultats montrent que la O-GlcNAcylation des résidus Thr251 et Thr306 contrôle la 

stabilité et la dégradation protéasomale de la TS indépendamment de la voie de l’ubiquitine dans 

les cellules cancéreuses coliques HT-29. 
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Figure 5. La O-GlcNAcylation sur les Thr251 et Thr306 augmente la stabilité de la TS en la protégeant 
de la dégradation protéasomale indépendamment de l’ubiquitination. 
Les expériences ont été menées en milieu HG et les protéines d’intérêt détectées par WB puis quantifiées par 
densitométrie. (A) Les cellules ont été transfectées avec un vecteur pcDNA3.1 vide ou, exprimant la TS-FLAG 
(pcDNA3.1-3xFLAG-TYMS) sauvage ou présentant la mutation indiquée (1 μg) pendant 48 h. L’analyse statistique 
a été réalisée par ANOVA (n=4). *p<0,05. (B) Les cellules ont été traitées avec du Thiamet-G (2 μM) et/ou du 
cycloheximide (90 μg/mL) pendant 0, 24 h, 28 h ou 32 h L’analyse statistique a été réalisée par un t-test Student 
(n=3). *p<0,05. (C) Les cellules ont été transfectées avec des SiCtrl ou SiOGT (10 nM) puis, après 84 h, traitées ou 
non avec du MG132 (10 μM) pendant 12 h L’analyse statistique a été réalisée par un t-test Student (n=3). *p<0,05 
(D) Les cellules ont été transfectées avec un vecteur pcDNA3.1 vide ou exprimant la TS-FLAG 
(pcDNA3.1-3xFLAG-TYMS) sauvage ou présentant la mutation indiquée (1 μg) puis, après 36 h, traitées ou non 
avec du MG132 (10 μM) pendant 12 h L’analyse statistique a été réalisée par ANOVA (n=3). *p<0,05 ; **p<0,01. 
(E) Les cellules ont été transfectées avec un vecteur pcDNA3.1 vide ou un vecteur pcDNA3.1-Ub-HA (1 μg) et des 
SiCtrl ou SiOGT (10 nM). Après 76h, les cellules sont traitées pendant 12 h avec du MG132 (10 μM) puis une IP 
TS ou HA a été réalisée.  
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Figure 6. La O-GlcNAcylation sur les Thr251 et Thr306 stabilise le dimère TS en formant de nouvelles 
interactions intra- et inter-monomères. 
(A) Modélisation 3D de la structure humaine du dimère TS. La structure cristalline du dimère TS (en vert, PDB : 
IHZW) a été complétée avec les séquences reconstituées M1-G29 (en violet) et I307-V313 (en rouge). (B) Energies 
potentielles empiriques de stabilisation du dimère TS dont le monomère A est modifié sur les résidus Thr251 et 
Thr306 par rapport au dimère de TS dont le monomère A n’est pas modifié. (C) Vue 2D des types d’interaction 
entre les groupements O-GlcNAc ou phosphate sur les résidus Thr251 et Thr306 du monomère A de la TS avec les 
acides aminés environnants des monomères A et B de la TS. 
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3. Discussion 

Dans cette étude, nous avons analysé la relation entre le senseur de l’état nutritionnel 

cellulaire, la O-GlcNAcylation, la TS cible principale du 5-FU et la réponse du CCR à cette 

chimiothérapie de référence. Nous montrons que les taux de O-GlcNAcylation, d’OGT et de TS sont 

plus élevés au niveaux transcriptionnel et protéique dans les cellules coliques cancéreuses HT-29 

par rapport aux cellules non cancéreuses CCD 841 CoN. De même, la O-GlcNAcylation et la TS sont 

augmentées dans les tumeurs colorectales murines induites par le carcinogène AOM/DSS par 

rapport aux tissus sains. La TS est une enzyme clé dans la synthèse de novo du dTMP, un précurseur 

essentiel pour la synthèse de l’ADN. Du fait de son activité oncogénique, l’expression et l’activité de 

la TS sont augmentées dans le CCR (cf. 2.2 page 101). Une autre caractéristique du cancer est la 

reprogrammation métabolique consistant en l’augmentation de la glycolyse afin de soutenir la 

prolifération cellulaire (Hanahan and Weinberg, 2011). Ainsi, l’augmentation du métabolisme 

glucidique associée à une surexpression de l’OGT et à une hyper-O-GlcNAcylation des protéines, 

notamment des oncoprotéines, a été décrite dans les cancers (cf. 8.4.3 page 202) dont le CCR (Mi et 

al., 2011; Olivier-Van Stichelen et al., 2014; Steenackers et al., 2016; Yu et al., 2019). Plus 

particulièrement, notre équipe a montré que la O-GlcNAcylation participerait à la tumorigenèse du 

CCR par glycosylation et stabilisation de l’oncoprotéine β-caténine sur la Thr41 (Olivier-Van Stichelen, 

Guinez, et al., 2012; Olivier-Van Stichelen et al., 2014). Nos travaux analysent pour la première fois 

la O-GlcNAcylation de l’oncoprotéine TS et son rôle dans la réponse du CCR au 5-FU. Nous montrons 

que le Glc, la GlcNH2 et la O-GlcNAcylation globale augmentent la quantité de TS et que la 

O-GlcNAcylation de la TS est augmentée dans les cellules cancéreuses comparées aux cellules non 

cancéreuses.  

 
Nous avons analysé l’impact de la modulation de cette MPT sur la sensibilité à cette drogue in vitro 

et in vivo. Ainsi, l’élévation de la O-GlcNAcylation par inhibition de l’OGA, augmente le niveau de 

TS et sensibilise à l’effet cytotoxique du 5-FU dans les tumeurs colorectales murines. A l’inverse et 

comme attendu, le knock-down de l’OGT diminue les niveaux de O-GlcNAcylation et de TS, et 

inhibe l’apoptose induite par le 5-FU dans les cellules cancéreuses coliques HT-29. De plus, la 

diminution de la sensibilité au 5-FU induite par le knock-down de l’OGT est restaurée après 

surexpression du gène TYMS. Ce résultat suggère que la cytotoxicité du 5-FU est directement 

dépendante de la quantité de TS, qui est elle-même régulée par la O-GlcNAcylation. De manière 

intéressante, les cellules non cancéreuses sous-exprimant la TS ou les cellules cancéreuses 

surexprimant la TS sont résistantes au 5-FU. Les SNP induisant une surexpression de la TS sont des 

biomarqueurs prédictifs de résistance du CCR au 5-FU déjà utilisés en clinique (Palmirotta et al., 

2018). Nous suggérons que l’activité cytotoxique du 5-FU nécessite une quantité optimale de TS. La 

O-GlcNAcylation de la TS pourrait également augmenter l’affinité de l’enzyme pour le métabolite 

actif FdUMP et augmenter l’inhibition de la TS.  Enfin, la pertinence de nos résultats en 

physiopathologie humaine est étayée par l’analyse transcriptomique (données de puces à ADN 
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GSE104645) sur une cohorte de patients atteints de CCR métastatiques traités par chimiothérapie à 

base de 5-FU. Dans la cohorte GSE104645, la résistance à la chimiothérapie ne serait pas corrélée 

à une augmentation de l’expression de TYMS mais à une réduction de celle de l’OGT. Ensemble, 

nos travaux montrent que la O-GlcNAcylation sensibilise le CCR au 5-FU in vitro et in vivo par 

augmentation du niveau de la cible principale de la drogue, la TS. A noter que le Thiamet-G 

administré seul réduit également la progression du CCR in vivo. Ce résultat est en contradiction 

avec les travaux de Yang et collaborateurs (2015) montrant que, chez la souris, l’augmentation de la 

O-GlcNAcylation globale par hétérozygotie du gène MGEA5 codant l'OGA augmente la susceptibilité 

à la colite induite par l’AOM/DSS ainsi que l’incidence des tumeurs colorectales. Dans ces souris, la 

O-GlcNAcylation élevée stimule l’activation de la signalisation NF-κB et aggrave l’inflammation 

(cf. 7.5 page 175). Les principales différences entre nos deux études résident dans le modèle d’étude 

choisi et la stratégie de l’augmentation de la O-GlcNAcylation. En effet, les souris avec le fond 

génétique MGEA5+/- présentent une hyper-O-GlcNAcylation constitutive qui, similairement au DSS, 

augmente l’inflammation et favorise la tumorigenèse induite par l’AOM (Y.R. Yang, Kim, et al., 2015). 

Dans notre travail, l’augmentation de la O-GlcNAcylation est induite par l’administration continue 

de Thiamet-G pendant 13 jours et après l’apparition des tumeurs colorectales (grades 1 à 5). De ce 

fait, nous observons l’effet de la O-GlcNAcylation sur la progression tumorale et non sur la 

tumorigenèse comme dans la précédente étude de Yang et collaborateurs de 2014 (Yang et al., 

2014). En effet, ces derniers révèlent que l’hétérozygotie MGEA5+/- diminue la tumorigenèse et 

améliore la survie indépendamment de la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans un modèle 

murin APCmin/+ de CCR sporadiques (Yang et al., 2014). Ces résultats in vivo montrent que 

l’homéostasie de la O-GlcNAcylation contrôle la progression tumorale. 

 
Nous montrons également que le 5-FU affecte la O-GlcNAcylation globale dans les cellules et tissus 

colorectaux. In vitro, ce mécanisme est dû à une diminution des niveaux transcriptionnel et 

protéique de l’OGT. In vivo, le mécanisme sous-jacent semble être différent puisque, dans le 

modèle murin de CCR, le niveau d’OGT n’est pas affecté par le 5-FU. Dans ces tissus tumoraux et 

comparés aux tissus sains, l’hyper-O-GlcNAcylation des protéines n’est pas due à augmentation du 

niveau d’OGT. Ce résultat suggère qu’une activité accrue de l’OGT pourrait être responsable de cette 

élévation de la O-GlcNAcylation. En ce sens, le 5-FU pourrait affecter non pas le niveau protéique de 

l’OGT mais son activité enzymatique in vivo. De plus, l’activité de l’OGT est inhibée par des 

concentrations élevées d’UDP, d’UTP et d’UDP-GlcNAc (Haltiwanger et al., 1992). Ainsi, les 

métabolites du 5-FU pourraient inhiber l’OGT en générant des dérivés fluorés de ces composés 

d’uridine (Pederson et al., 1994). Ensemble, ces résultats montrent qu’il existe un « cross-talk » 

entre O-GlcNAcylation et voie du 5-FU in vitro et in vivo. 
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Pour aller plus loin, nous avons investigué le mécanisme moléculaire par lequel la O-GlcNAcylation 

régule la TS. Nous montrons que l’OGT interagit avec et O-GlcNAcyle la TS. Par spectrométrie de 

masse, nous avons identifié le site Thr251 comme étant O-GlcNAcylé et le site Thr306 comme étant 

O-GlcNAcylé et phosphorylé. Nous mettons en évidence que la O-GlcNAcylation stabilise la TS en la 

protégeant de la dégradation protéasomale d’une manière indépendante de la voie de l’ubiquitine. 

La phosphorylation de la TS sur la Thr306 avait déjà été identifiée mais son rôle n’avait pas été étudié 

(Frączyk et al., 2015). Des études sur de nombreuses protéines ont révélé un dialogue entre la 

O-GlcNAcylation et la phosphorylation sur un même résidu ou sur un résidu voisin (cf. 6.1 page 154). 

Ce mécanisme Yin-Yang est notamment impliqué dans la régulation de la stabilité des protéines 

(cf. 6.2.2 page 159). La dégradation de la TS par le protéasome 26S est assurée, non pas par un signal 

d’ubiquitination, mais par la conformation tridimensionnelle d’une région flexible désordonnée 

appelée « dégron ». Celle-ci recouvre les 45 premiers acides aminés à l’extrémité N-ter et est 

constituée de deux sous-domaines : une région intrinsèquement désordonnée IDR et une hélice α 

amphipathique hA (Melo et al., 2011). Le dégron régulerait la capacité de l’enzyme à reconnaitre et/ou 

entrer dans la chambre protéasomale (cf. 2.1.3.3 page 95). Le résidu Thr306 est quant à lui localisé dans 

une séquence dégron cryptique C-ter comprenant les résidus 276Phe-Val313. Cette séquence serait 

active lorsque le dégron N-ter est bloqué ou inhibé, par la présence, dans la TS, de grandes délétions 

ou certaines substitutions. Ainsi, isolée du reste de la protéine, la séquence 276Phe-Val313 possède une 

activité dégron plus élevée que le dégron N-ter. Cette activité est augmentée par la présence des 

séquences IDR et hA du dégron N-ter (Barbour et al., 2013). De plus, la dégradation de la TS, rendue 

hyperstable par mutation au niveau du dégron N-ter, est d’autant plus inhibée par un blocage de 

l’extrémité C-ter (Melo et al., 2010). Fait intéressant, la séquence 305Pro-Thr-Ile307 contenant la Thr306 

est similaire au motif tripeptidique 375Pro-Thr-Leu377 (Acquaviva et al., 2001) dictant la dégradation 

ubiquitine-indépendante du facteur de transcription c-Fos (Bossis et al., 2003). La dégradation de c-Fos 

est contrôlée au cours du cycle cellulaire par les activités de son dégron C-ter situé entre les résidus 

360Lys-Leu380 et contenant le tripeptide 375Pro-Thr-Leu377, et de son dégron N-ter constitué des 50 

premiers acides aminés (Ferrara et al., 2003). Nous montrons que la présence seule de la 

O-GlcNAcylation ou de la phosphorylation sur la Thr306 n’est pas suffisante pour réguler la stabilité 

de la TS. Ce résultat est en accord avec les travaux de Peña et collaborateurs (2006) montrant que la 

délétion des acides aminés 305Pro-Thr-Ile307 n’affecte par la stabilité de la TS (Peña et al., 2006). La 

Thr251 est un résidu clé situé dans le 6ème feuillet β à l’interface dimérique et est impliqué dans la 

dimérisation de la TS (Chanama et al., 2017). Pendant la phase S, les homodimères TS adoptent une 

conformation active conduisant à l’induction de l’expression et à la stabilité de la TS par des 

mécanismes traductionnels et post-traductionnels (cf. 2.1 page 91). A ce jour, aucune MPT n’avait été 

identifiée sur la Thr251 de la TS. Nous sommes donc les premiers à montrer la O-GlcNAcylation de la 

TS sur la Thr251 et son rôle dans sa protection de la dégradation protéasomale. La O-GlcNAcylation 

de la Thr251 pourrait stabiliser la TS en modifiant sa conformation tridimensionnelle. En ce sens, Pozzi 
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et collaborateurs (2019) ont récemment montré que la substitution de la Gln62 par une Arg (Q62R), un 

autre acide aminé clé à l’interface dimérique, induit une légère ouverture du dimère et l’adoption 

constitutive de la conformation active de la TS. De manière intéressante, le mutant Q62R est moins 

stable que la TS sauvage après l’ajout du substrat dUMP (Pozzi, Lopresti, et al., 2019). Enfin, nous 

montrons que la dégradation de la TS induite par l’absence de O-GlcNAcylation de la Thr251 peut être 

régulée par le statut de O-GlcNAcylation/phosphorylation de la Thr306. Ainsi, cette dégradation est 

inhibée lorsque la Thr306 est phosphorylée mais augmentée lorsqu’elle ne porte ni phosphorylation 

ni O-GlcNAcylation. De manière générale, la phosphorylation et la O-GlcNAcylation ont des effets 

opposés lorsqu’elles ciblent le même résidu (cf. 6.1 page 154). Nous pouvons donc supposer que la 

O-GlcNAcylation de la Thr306 du dégron C-ter favorise la dégradation protéasomale de la TS lorsque le 

site Thr251 à l’interface dimérique n’est pas O-GlcNAcylée. Ce mécanisme de régulation moléculaire 

serait ainsi semblable à celui de c-Fos dont l’activité du dégron cryptique est régulée par la 

conformation tridimensionnelle, possiblement par le processus d’hétérodimérisation, et celle du 

dégron principal par la phosphorylation (Ferrara et al., 2003). En revanche, nos calculs d’énergie 

potentielle empirique de stabilisation indiquent que la O-GlcNAcylation et la phosphorylation de la 

Thr306 augmente toutes deux la stabilité de la TS lorsqu’elle est O-GlcNAcylée sur la Thr251 et ce, par 

la création de nouvelles interactions intra- et inter-monomères. Les travaux de Wang et 

collaborateurs (2012) ont montré que la substitution des résidus O-GlcNAcylables Thr305 et Thr312 de 

AKT par une Tyr mime l’encombrement stérique de la O-GlcNAcylation et diminue la phosphorylation 

du site adjacent Thr308 (Wang et al., 2012). Cette stratégie a été récemment utilisée afin de mimer la 

O-GlcNAcylation sur les Ser322 et Ser323 du facteur d’initiation de la traduction eiF4AI (Li et al., 2019). 

Elle pourrait donc être utilisée pour différencier le rôle de la O-GlcNAcylation et de la phosphorylation 

de la Thr306 sur la stabilité de la TS. Nous montrons que le knock-down de l’OGT induit une perte très 

modérée de la O-GlcNAcylation de la TS mais a un effet drastique sur son niveau protéique. 

Récemment, Qin et collaborateurs (2017) ont révélé que tous les événements de O-GlcNAcylation ne 

sont pas réversibles mais qu’un sous-ensemble de protéines O-GlcNAcylées présente une 

déglycosylation minimale des résidus O-GlcNAcylés ou de la dégradation du squelette protéique. La 

stabilité de ces protéines O-GlcNAcylées est plus sensible à l’inhibition de la O-GlcNAcylation par 

rapport aux populations de protéines dont la O-GlcNAcylation est plus dynamique (Qin et al., 2017). 

Ainsi, la O-GlcNAcylation de la TS semble être une modification post-traductionnelle très abondante 

et stable ayant un rôle crucial dans la stabilité de l’enzyme cible du 5-FU.  
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Ensemble, nos travaux montrent qu’il existe un « cross-talk » entre O-GlcNAcylation et voie du 

5-FU. La O-GlcNAcylation, senseur de l’état nutritionnel cellulaire, augmente ainsi la stabilité de la cible 

du 5-FU, la TS. O-GlcNAcylation mise en évidence dans les lignées cellulaires sur les résidus Thr251 et 

Thr306. Cette MPT sensibilise alors à l’effet cytotoxique du 5-FU in vitro et in vivo dans le CCR. Ces 

travaux pourraient être confortés par une étude protéomique sur des biopsies de tumeurs colorectales 

humaines afin de corréler la O-GlcNAcylation, le niveau protéique de TS et la réponse au 5-FU. Ainsi, 

notre équipe a mis en place une collaboration avec le Pr. Farid El Hadji du COL (Centre Oscar Lambret) 

de Lille afin d’obtenir des lames histologiques de tumeurs issues de patients CCR répondeurs ou non à la 

chimiothérapie à base de 5-FU. Sur ces lames, les niveaux protéiques d’OGT, de O-GlcNAcylation et de 

TS pourront être analysés par immunohistochimie en parallèle des niveaux transcriptionnels d’OGT et de 

TS par RNAscope (RiboNucleic Acid scope).  

 
L’effet bénéfique de la O-GlcNAcylation dans la réponse aux thérapies anti-cancéreuses a été très 

récemment décrit pour le cisplatine dans le cancer de l’ovaire (Zhou et al., 2018), le bortézomib dans le 

lymphome à cellules du manteau (Luanpitpong et al., 2018) et pour la thérapie TRAIL dans divers cancers 

(H. Lee et al., 2019). De Queiroz et collaborateurs (2016) montrent dans des cellules cancéreuses 

ovariennes que la dérégulation de l’homéostasie de la O-GlcNAcylation stabilise p53 et, stimule sa 

translocation nucléaire et son activité transcriptionnelle sur les gènes cibles p21Cip1 et BAX 

respectivement impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Ainsi, in vitro, l’inhibition de l’OGA 

par le Thiamet-G a un effet synergique sur l’activité anti-cancéreuse du cisplatine en activant la 

signalisation de p53 et en induisant l’arrêt du cycle cellulaire. Les auteurs suggèrent l’utilisation d’un 

inhibiteur de l’OGA en thérapie adjuvante pour augmenter la sensibilité à l’agent chimiothérapeutique 

(de Queiroz et al., 2016). Le Thiamet-G est l’inhibiteur de l’OGA le plus largement utilisé in vitro et in vivo 

en raison de sa stabilité, sa sélectivité, sa biodisponibilité orale et sa capacité à traverser la barrière 

hémato-encéphalique (Yuzwa et al., 2008). De plus, une élévation chronique de la O-GlcNAcylation par 

un traitement prolongé avec du Thiamet-G (plus de 5 mois) n’est pas toxique in vivo chez la souris (Yuzwa 

et al., 2012b). Par ailleurs, aux Etats Unis d’autres inhibiteurs sélectifs de l’OGA, le MK-8719 (Selnick et 

al., 2019) et l’ASN120290, ont récemment obtenu de la FDA (Food and Drug Administration) le statut de 

médicament orphelin (ODD, Ophan Drug Designation) dans le traitement de la tauopathie PSP (Paralysie 

Supranucléaire Progressive) en 2016 et 2018 respectivement. Actuellement utilisés en essais cliniques 

de phase I, ils montrent des résultats prometteurs (H.E. Lee et al., 2019). D’autre part, la supplémentation 

en Gln ou en GlcNH2, deux précurseurs de l’UDP-GlcNAc dans la voie HBP, est utilisée en clinique pour 

traiter les maladies inflammatoires ou renforcer la fonction cardiaque post-opératoire (Ferron et al., 

2019, p.201). Néanmoins et malgré les bénéfices cliniques apportés par leur administration, l’utilisation 

de la Gln et la GlcNH2 n’est pas spécifique à la voie HBP et le lien entre ces bénéfices et l’augmentation 

de la O-GlcNAcylation reste à démontrer. Les résultats de notre étude proposent une nouvelle stratégie 

thérapeutique combinant le 5-FU à un inhibiteur de l’OGA associé à une alimentation adaptée telle que 

la supplémentation en Gln ou GlcNH2 afin d’améliorer la réponse chimiothérapeutique dans le CCR.  
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Des données épidémiologiques révèlent un effet néfaste des désordres métaboliques sur la réponse du 

CCR au 5-FU (cf. 8.4.5 page 216). Ainsi, l’hyperglycémie diminue la sensibilité au 5-FU de plusieurs lignées 

cellulaires cancéreuses coliques par augmentation de la réplication de l’ADN et diminution de l’apoptose 

(Ma et al., 2014). Cheng et collaborateurs (2014) montrent également qu’une glycémie élevée rend les 

cellules cancéreuses pancréatiques AsPC-1 et Panc-1 moins sensibles au 5-FU par activation de la voie de 

signalisation mitogène PI3K/AKT. Cette résistance est alors réversée par traitement au 2-DG, un analogue 

de glucose qui induit une déplétion de l’ATP cellulaire et une inhibition de la glycosylation des protéines 

résultant, in fine, à l’arrêt du cycle cellulaire et à la mort cellulaire (Cheng et al., 2014). Plusieurs études 

ont montré l’implication de la suractivation de la voie PI3K/AKT/mTOR dans le mécanisme de résistance 

au 5-FU du CCR et suggèrent l’inhibition de cette voie comme stratégie thérapeutique pour augmenter 

l’efficacité de la drogue (Liu et al., 2015; Kim et al., 2018; Li et al., 2020). Ainsi, le 5-FU et l’inhibition 

pharmacologique de mTOR ont un effet anti-prolifératif synergique in vitro et in vivo dans les cancers 

gastriques (Zhang et al., 2018) et hépatiques (Matsuzaki et al., 2009). Il est à noter que l’inhibition de 

mTOR induit une diminution de l’expression de TYMS et DPYD dans les cellules cancéreuses gastriques 

cirrhotiques OCUM-2M et OCUM-8 (Zhang et al., 2018). De manière intéressante, les désordres 

métaboliques peuvent également être à l’origine d’une hyper-O-GlcNAcylation aberrante des protéines 

(cf.8.1 page 191). Ces protéines incluent différents oncogènes, suppresseurs de tumeur mais également 

acteurs de voies de signalisation dont ceux de la voie PI3K/AKT/mTOR (cf. 7.5 page 175 et 8.4.4.1 page 

206). Nous avons pu mettre en évidence que la O-GlcNAcylation participe à la suractivation de mTOR 

dans le côlon in vitro et in vivo dans les contextes de dérégulations métaboliques associées à l’obésité 

et au CCR (en page 333). L’hyper-O-GlcNAcylation des protéines pourrait alors diminuer la sensibilité du 

CCR au 5-FU en stimulant notamment l’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR. La statégie thérapeutique 

proposée de combinaison du 5-FU avec un inhibiteur de l’OGA qui a pour but d’augmenter la 

O-GlcNAcylation globale des protéines dont celle de la TS afin de la stabiliser, pourrait donc être limitée 

par l’effet de l’hyper-O-GlcNAcylation d’autres protéines sur le développement tumoral. Cette limitation 

pourrait être levée par l’utilisation, non pas d’un inhibiteur de l’activité enzymatique de l’OGA, mais d’un 

inhibiteur spécifique de l’interaction de l’OGA avec la TS qui serait synthétisé sur la base d’études 

structurales.  

 
Cette étude ouvre le champ à l’investigation du rôle de la O-GlcNAcylation sur d’autres enzymes de la 

voie du 5-FU et son impact sur la réponse à la drogue. En effet, cette MPT a déjà été identifiée sur les 

enzymes anaboliques du 5-FU TP (Champattanachai et al., 2013) et TK (Hahne et al., 2013; Jochmann et 

al., 2013). Des expériences préliminaires dans l’équipe ont permis de confirmer la O-GlcNAcylation de la 

TS mais également de la TP et la TK dans la lignée cancéreuse colique métastatique LoVo (TP53 muté et 

phénotype MSI). Il serait ainsi intéressant d’étudier le rôle de ces MPT sur les protéines cibles et 

déterminer l’impact de la modulation de la O-GlcNAcylation globale sur l’effet cytotoxique du 5-FU. 
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Ces résultats pourront être confrontés à ceux obtenus sur la lignée cancéreuse colique primaire HT-29 

(TP53 sauvage et phénotype MSS). Cette analyse comparative permettrait de mettre en évidence 

l’importance du grade cancéreux, de la mutation de TP53 et du statut MSI sur l’impact de la 

O-GlcNAcylation dans la réponse au 5-FU. La mutation de TP53 et le phénotype MSI sont corrélés à une 

diminution de la réponse du CCR au 5-FU in vitro (O’Connor et al., 1997; Carethers et al., 1999; Bunz et 

al., 1999) et in vivo (Ribic et al., 2003; Carethers et al., 2004; Ahmed et al., 2008; Kandioler et al., 2015). 

L’utilisation de lignées cellulaires résistantes au 5-FU permettrait de compléter l’analyse comparative. 

Enfin, et pour aller encore plus loin, il serait intéressant de déterminer si la O-GlcNAcylation régule les 

protéines de la voie catabolique du 5-FU et la détoxification de la drogue. Un intKérêt particulier pourrait 

être porté sur la DPD et le transporteur à efflux ABCB1 puisque leur expression et leur activité sont 

corrélées à la résistance du CCR au 5-FU in vitro (Beck et al., 1994; Takebe et al., 2001; Schaefer et al., 

2006; Tan, 2019) et in vivo (Salonga et al., 2000; Isshi et al., 2002; Kornmann et al., 2003; Tokunaga et al., 

2005; Ciaparrone et al., 2006; Jensen et al., 2006; Yanagisawa et al., 2007; De Iudicibus et al., 2008; De 

Mattia et al., 2013). Des études récentes ont mis en évidence une régulation indirecte par la 

O-GlcNAcylation de l’expression de DPYD et ABCB1 dans des lignées cancéreuses mammaires et de 

neuroblastome (Tan et al., 2017; Das et al., 2019) sans déterminer son impact sur la réponse au 5-FU. 

Enfin, le 5-FU étant rarement administré seul (cf. 3.2 page 44), il sera nécessaire de déterminer l’effet de 

la O-GlcNAcylation sur la TS et la réponse au 5-FU lorsque la drogue est associée à d’autres 

chimiothérapies et thérapies ciblées. Il a notamment été montré que Top1, cible de l’agent 

chimiothérapeutique irinotécan, est O-GlcNAcylée in vitro et in vivo, et que cette glycosylation augmente 

son activité de relaxation de l’ADN (Noach et al., 2007). Or, il existe une corrélation positive entre 

l’activité de Top1 et la sensibilité à l’irinotécan (Jansen et al., 1997). Ainsi, la O-GlcNAcylation pourrait 

augmenter la réponse du CCR à l’irinotécan. D’autre part, l’expression des enzymes ERCC1 (Excision 

Repair Cross-Complementation group 1) et XRCC1 (X-ray Repair Cross Complementing 1) impliquées 

dans la réparation des adduits de l’ADN est augmentée dans les cellules cancéreuses mammaires 

MDA-MB-231 et SUM159 en condition hyperglycémique via l’augmentation, par O-GlcNAcylation, de 

l’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription GLI1 et GLI2 (Das et al., 2019). Dans un contexte 

de désordre métabolique telle que l’hyperglycémie, la O-GlcNAcylation pourrait diminuer la réponse du 

CCR à l’agent alkylant oxaliplatine en stimulant la réparation des dommages à l’ADN.  

 
La « protéomique clinique » est une approche en plein essor qui vise à étudier l’ensemble du protéome 

afin de donner une information diagnostique, pronostique ou encore de suivi thérapeutique des 

pathologies humaines. Or, le protéome est une entité dynamique puisque les protéines peuvent être 

modifiées et régulées, notamment par des MPT. L’analyse différentielle, dans des tumeurs de 

différents grades et des tissus sains, de la O-GlcNAcylation et de la phosphorylation sur certaines 

protéines cibles clé pourrait donc être utilisée comme biomarqueur du cancer. 
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Partie II 

Régulation croisée entre la O-GlcNAcylation et la voie de 

signalisation PhosphoInositide 3-Kinase 

(PI3K)/AKT/mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) dans 

les maladies chroniques  

 

En marge de mes travaux de thèse principaux, j’ai étudié la relation croisée entre les deux 

senseurs métaboliques, la O-N-acétylglucosaminylation et la voie de signalisation mitogène mTOR dans 

le CCR. Ces travaux ont mené à la publication d’un article original (en page 321) puis d’une mini-revue 

(en page 333) faisant l’état de l’art de cette thématique plus largement dans les maladies chroniques. 
 
Very N, Steenackers A, Dubuquoy C, Vermuse J, Dubuquoy L, Lefebvre Tand El Yazidi-Belkoura I. (2018). 

Cross regulation between mTOR signaling and O-GlcNAcylation. Journal of Bioenergetics and 

Biomembranes. 50 (3) : 213-222. 

 
Very N, Vercoutter-Edouart AS, Lefebvre T, Hardivillé S, El Yazidi-Belkoura I. (2018). 

Cross-Dysregulation of O-GlcNAcylation and PI3K/AKT/mTOR Axis in Human Chronic Diseases. Front 

Endocrinol (Lausanne). 9:602.  

 

1. Contexte de l’étude 

A travers la voie HBP, la O-GlcNAcylation est une MPT dynamique et réversible modulatrice 

des mécanismes cellulaires fondamentaux en réponse aux nutriments (cf. 4 page 138). Une 

dérégulation du métabolisme du glucose associée à l’obésité, au DT2 et au cancer est corrélée à une 

augmentation des niveaux de l’OGT et de la O-GlcNAcylation globale des protéines. De nombreuses 

voies de signalisation sont alors régulées par la O-GlcNAcylation dont plusieurs acteurs de la voie 

mitogène PI3K/AKT (cf. 7.5 page 175). En retour, l’expression de l’OGT est augmentée après activation 

de la voie PI3K par l’insuline et les facteurs de croissance (Olivier-Van Stichelen, Drougat, et al., 2012; 

Perez-Cervera et al., 2013).  

 
Peu d’études se sont focalisées sur la relation croisée entre la O-GlcNAcylation et mTOR, une kinase en 

aval de la voie PI3K/AKT. mTOR est un senseur de l’état énergétique cellulaire activé en réponse aux 

acides aminés et aux facteurs mitogènes. Cette kinase favorise alors le métabolisme, la synthèse 

protéique, la croissance, l’angiogenèse et l’autophagie cellulaires. Récemment, Park et collaborateurs 

(2014) ont montré que l’inhibition pharmacologique de mTOR réduit la O-GlcNAcylation globale dans les 

cellules cancéreuses hépatiques HepG2 par diminution de l’expression de l’OGT et augmentation de celle 

de l’OGA (Park et al., 2014). D’autre part, Sodi et collaborateurs (2015) révèlent que mTOR augmente 

l’expression de la chaperon moléculaire Hsp90A qui stabilise l’OGT dans les cellules cancéreuses 

mammaires (Sodi et al., 2015). Les données actuelles, discutées dans notre mini-revue, sur le dialogue 
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entre O-GlcNAcylation et voie de signalisation mitogène PI3K/AKT/mTOR portent sur des maladies 

chroniques humaines autres que le cancer à savoir le DT2, les maladies neurologiques et 

cardiovasculaires. 

 

2. Hypothèse de travail et objectifs 

Dans ce contexte et pour aller plus loin dans l’analyse de la relation croisée entre les deux 

senseurs métaboliques, la O-GlcNAcylation et la voie de signalisation mTOR, en conditions 

physiopathologiques du cancer, nous nous sommes fixés plusieurs objectifs :  

 
1. Déterminer l’effet de la dérégulation du métabolisme sur l’activation de la voie de signalisation 

mTOR in vitro et in vivo dans le côlon-rectum de souris obèses prédisposées au diabète 

2. Déterminer l’effet de la signalisation de mTOR sur la O-GlcNAcylation in vitro dans des cellules 

coliques non cancéreuses et cancéreuses 

3. Déterminer l’effet de la O-GlcNAcylation sur l’activation de mTOR in vitro  

 

3. Résultats 

3.1. Stimulation de la O-GlcNAcylation et de la signalisation mTOR au cours de la 

dérégulation du métabolisme  

Dans un premier temps, nous nous sommes demandés quel était l’effet de la dérégulation 

globale du métabolisme sur la signalisation mTOR dans le côlon. Nous montrons que mTOR est 

suractivé par phosphorylation activatrice sur la Ser2448 dans les tissus colorectaux de souris obèses 

ob/ob, déficientes en hormone de satiété leptine, par rapport aux souris non obèses C57BL/6. De plus, 

l’activation de mTOR est corrélée à une augmentation des niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation 

globale des protéines. En parallèle, nous montrons que les niveaux d’OGT, de O-GlcNAcylation globale 

ainsi que la voie mTOR (phosphorylations activatrices de mTOR sur la Ser2448 et de sa cible S6K1 sur la 

Thr389) sont également augmentés dans les cellules cancéreuses coliques HCT116 issues d’un 

carcinome primaire hautement métaboliquement très actives comparées aux cellules coliques fœtales 

non cancéreuses CCD 841 CoN. Ces résultats soutiennent l’hypothèse qu’une perturbation du 

métabolisme associée à l’obésité et au phénotype cancéreux induit une augmentation de la 

O-GlcNAcylation corrélée à l’activation de la voie mTOR in vitro et in vivo. 

 

3.2. Augmentation des niveaux de l’OGT et de la O-GlcNAcylation globale après 

activation de mTOR dans le CCR 

Dans un second temps, nous avons analysé l’effet de la régulation pharmacologique de mTOR 

sur les niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale in vitro. Le traitement des cellules CCD 841 CoN 

et HCT116 avec l’agoniste MHY1485 et l’inhibiteur allostérique rapamycine de mTOR a respectivement 

augmenté et diminué la phosphorylation activatrice de S6K1 sur la Thr389 ainsi que les niveaux d’OGT 

et de O-GlcNAcylation globale. Ces résultats démontrent que les niveaux d’OGT et de 

O-GlcNAcylation globale sont dépendants du statut d’activation de mTOR.  
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3.3. Activation de la signalisation mTOR par la O-GlcNAcylation dans le CCR 

Enfin, nous avons analysé l’effet réciproque de la O-GlcNAcylation sur l’activation de mTOR in vitro. 

Nous montrons que les niveaux de O-GlcNAcylation et d’activation de la voie mTOR (phosphorylations de 

mTOR sur la Ser2448 et de S6K1 sur la Thr389) sont diminués après traitement par l’azasérine, un inhibiteur 

de l’enzyme GFAT limitante de la voie HBP, mais restaurés après co-traitement avec de la glucosamine dans 

les cellules HCT116 mais pas dans les cellules CCD 841 CoN. A l’inverse, nous montrons que l’augmentation 

de la O-GlcNAcylation globale par knock-down de MGEA5 codant l’OGA active la voie mTOR dans les cellules 

HCT116. Ces résultats démontrent que la O-GlcNAcylation participe à l’activation de la signalisation 

mTOR dans un contexte physiopathologique du cancer colique. 

 

4. Discussion 

L’obésité et le DT2, dont l’incidence ne cesse de progresser dans les pays industrialisés, ont 

principalement pour origine la suralimentation et la sédentarité. Le glucose et les acides gras libres 

circulants peuvent être métabolisés dans la voie HBP et induire une augmentation de la O-GlcNAcylation 

des protéines (Ruan, Singh, et al., 2013). Une augmentation significative du niveau de O-GlcNAcylation 

globale est ainsi détectée dans de nombreux tissus diabétiques humains et d’animaux tels que le foie 

(Ruan et al., 2012; Baldini et al., 2016), dans les leucocytes (Springhorn et al., 2012) et les érythrocytes (K. 

Park et al., 2010). Nous montrons que les niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale sont également 

augmentés dans les tissus colorectaux de souris obèses ob/ob comparés à ceux de souris non obèses 

C57BL/6. L’hyper-O-GlcNAcylation peut, à son tour, favoriser l’obésité induite par la suralimentation ainsi 

que la résistance à l’insuline associée au DT2. En effet, il a été récemment montré que la O-GlcNAcylation 

stimule l’accumulation de graisses viscérales en ciblant la PérLipINe 1 (PLIN1) sur les résidus Ser492 et Ser517 

et en inhibant la lipolyse dans le tissu adipeux (Y. Yang et al., 2020). D’autre part, en inhibant la protéine 

adaptatrice IRS-1 ainsi que les kinases PI3K et AKT en aval du récepteur de l’insuline (cf. 7.5 page 175), la 

O-GlcNAcylation contribue à la résistance à l’insuline des tissus insulino-sensibles.  

 
Nous montrons que les niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale sont corrélés à une suractivation 

de mTOR dans les tissus colorectaux des souris ob/ob par rapport aux souris non obèses. De manière 

intéressante, il a également été montré que l’hyperactivation chronique de la voie mTOR induite par la 

suralimentation et l’obésité participe au mécanisme de résistance à l’insuline. En effet, Saha et 

collaborateurs (2010) révèlent que l’incubation du muscle squelettique de rat avec des niveaux élevés de 

glucose et de leucine diminue l’activité de l’AMPK et activent mTOR (Saha et al., 2010). L’hyperactivation 

de la signalisation mTOR peut alors aboutir à une réduction de la signalisation de l’insuline par une boucle 

de rétroaction négative sur IRS-1 (Berg et al., 2002; Shah et al., 2004; Tremblay et al., 2005; Tzatsos and 

Kandror, 2006). Actuellement, aucune étude n’a déterminé que mTOR était une cible directe de la 

O-GlcNAcylation. En revanche, plusieurs régulateurs en amont le sont tels que IRS-1 (Patti et al., 1999; 

Federici et al., 2002; Park et al., 2005; Klein et al., 2009; Whelan et al., 2010), PI3K (Federici et al., 2002), 
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Phosphoinositide-dependent Kinase 1 (PDK1) (Whelan et al., 2010), AKT (Park et al., 2005; Kang et al., 2008, 

p.473; Wang et al., 2012; Shi et al., 2015) et AMPK (Bullen et al., 2014; Ishimura et al., 2017). En stimulant 

mTOR, la O-GlcNAcylation pourrait favoriser la résistance à l’insuline dans les tissus insulino-sensibles et 

la progression de l’obésité vers le DT2.  

 
Physiologiquement, le côlon-rectum est un tissu peu ou pas exposé à l’insuline. Néanmoins, ce tissu en 

possède le récepteur et une surexposition à l’insuline déclenche l’activation des voies mitogènes (Olivier et 

al., 2011). Ainsi, l’obésité (Bostick et al., 1994) et le DT2 (Yang et al., 2005) sont des facteurs de risque 

prépondérant dans le développement du cancer colorectal (CCR) avec un risque augmenté d’un facteur 

1,4. Une hyper-O-GlcNAcylation (Mi et al., 2011; Olivier-Van Stichelen et al., 2014; Steenackers et al., 2016; 

Yu et al., 2019, p.5) et une suractivation de la signalisation PI3K/AKT/mTOR (Danielsen et al., 2015) sont 

reportées dans les cancers dont le CCR. De manière intéressante, Ishimura et collabotateurs (2017) 

montrent que la O-GlcNAcylation active la voie mTOR en inhibant l’AMPK par compétition avec la 

phosphorylation activatrice du résidu Thr172 dans les cellules cancéreuses coliques LoVo (Ishimura et al., 

2017). Nous montrons, pour notre part, une augmentation des niveaux d’OGT, de O-GlcNAcylation 

globale et d’activation de la voie mTOR dans les cellules cancéreuses coliques HCT116 comparées aux 

cellules non cancéreuses coliques CCD 841 CoN. Ainsi, en stimulant la voie mTOR, la O-GlcNAcylation 

pourrait participer au développement de cancers associés à l’obésité.  

 

Afin de mieux comprendre la corrélation entre O-GlcNAcylation des protéines et activation de mTOR, nous 

avons étudié les effets réciproques de la modulation de ces deux senseurs métaboliques. Dans un premier 

temps, nous avons montré que les niveaux d’OGT et de O-GlcNAcylation globale sont dépendants du 

statut d’activation de mTOR dans les cellules CCD 841 CoN et HCT116. Cependant, le mécanisme 

moléculaire sous-jacent à cette régulation reste à définir. Comme démontré par Sodi et collaborateurs 

(2015), mTOR pourrait stabiliser l’OGT via l’augmentation de l’expression de Hsp90A (Sodi et al., 2015). 

mTOR est un régulateur central de la croissance, la différenciation et la survie cellulaires.  

Par conséquent, sa dérégulation joue également un rôle crucial dans la prolifération, la migration, l’invasion 

et la métastase du cancer (Zhou and Huang, 2011). En ce sens, la régulation de la O-GlcNAcylation par la 

voie mTOR pourrait etre un mécanisme conservé entre cellules normales et cancéreuses.  

 
Dans un second, nous avons montré que la O-GlcNAcylation participe à l’activation de mTOR et ce, dans 

les cellules HCT116 mais pas dans les cellules CCD 841 CoN. Les travaux de notre équipe (2016) puis ceux 

de Xu et collaborateurs (2019) ont démontré l’implication de la O-GlcNAcylation dans la prolifération, la 

survie, l’adhésion, la migration et l’invasion des cellules HCT116 (Steenackers et al., 2016; Xu et al., 2019). 

L’activation par O-GlcNAcylation des kinases en amont de mTOR (PI3K et AKT) stimule la croissance et 

l’invasion du cancer (cf. 8.4.4 page 203). Récemment, Wu et collaborateurs (2019) révèlent que le 

knock-down de l’OGT ralentit la prolifération, la formation de colonies et la migration des cellules 

cancéreuses coliques SW480 in vitro, et leur croissance tumorale in vivo. La diminution de la 

O-GlcNAcylation dans ces cellules inhibe de manière significative la voie AKT/mTOR par déstabilisation de 
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DEAD-boX helicase 5 (DDX5) (Wu et al., 2019), un co-activateur transcriptionnel qui augmente l’expression 

de AKT (Sarkar et al., 2015). De ce fait, la surexpression de DDX5 ou l’utilisation de l’agoniste de mTOR 

MHY1485 réverse en partie la réduction de la prolifération et de la capacité métastatique des cellules 

sous-exprimant l’OGT (Wu et al., 2019). En ce sens, nous supposons que la dérégulation de la 

O-GlcNAcylation participe à l’oncogenèse du côlon-rectum, en partie, en régulant les propriétés 

biologiques des cellules cancéreuses via la signalisation mTOR.  

 

5. Conclusion et perspectives 

Ensemble, nos données indiquent qu’il existe une régulation croisée entre la O-GlcNAcylation et 

la signalisation mTOR dans des contextes de dérégulation métabolique associée à l’obésité et au CCR. 

Les travaux de Wani et collaborateurs (2017) confortent nos résultants dans les neurones corticaux 

primaires de rat. En effet, l’inhibition pharmacologique de l’OGA par le Thiamet-G augmente le niveau de 

O-GlcNAcylation des protéines et l’activation de la signalisation mTOR, atténue le flux autophagique et 

provoque l’accumulation de l’α-synucléine caractéristique de la maladie de Parkinson. De plus, le 

knock-down de l’OGT ralentit la croissance tumorale des cellules SW480 in vitro et in vivo en partie par 

diminution de l’activation de mTOR (Wu et al., 2019) Réciproquement, l’inhibition de mTOR par la 

rapamycine diminue le niveau basal de O-GlcNAcylation (Wani et al., 2017). En raison de l’implication de la 

O-GlcNAcylation et de mTOR dans le développement tumoral et de leur régulation croisée, le ciblage de 

l’un et/ou l’autre de ces acteurs pourrait améliorer l’efficacité des traitements anti-cancéreux dans le CCR. 

Cependant, l’utilisation d’inhibiteurs allostétiques de mTOR tels que la rapamycine ou ses analogues, les 

rapalogues évérolimus (Afinitor®) et temsirolimus (Torisel®), qui inhibent spécifiquement mTORC1 a 

montré un bénéfice limité en monothérapie avec la survenue de résistance (Tian et al., 2019). Notamment, 

les tumeurs colorectales métastatiques traitées par évérolimus pendant 4 semaines présentent des niveaux 

plus élevés d’AKT activé par rapport aux tumeurs non traitées (O’Reilly et al., 2006). D’une part, l’inhibition 

de mTORC1 supprime la boucle de rétroaction négative sur IRS-1 et stimule la signalisation 

anti-apoptotique PI3K/AKT. D’autre part, la rapamycine et ses analogues sont inefficaces pour inhiber 

mTORC2, la kinase qui catalyse la phosphorylation activatrice de AKT sur la Ser473. De ce fait, une nouvelle 

génération d’inhibiteurs compétitifs du site de liaison à l’ATP de mTOR, ciblant mTORC1 et mTORC2, 

surmonte la résistance à la rapamycine et devrait être plus efficace en clinique. Ainsi, l’inhibition de mTOR 

par la Torin-1 supprime la croissance tumorale in vitro et in vivo de cellules cancéreuses souches isolées de 

tumeurs colorectales métastatiques (Francipane and Lagasse, 2013). La Torin-2, synthétisée avec une voie 

de synthèse améliorée et possédant de meilleures propriétés pharmacologiques (Liu et al., 2011), pourrait 

être utilisée avec plus d’efficacité. Récemment, un bénéfice de la combinaison irinotécan/AZD2014 

(Vistusertib®) sur la migration, l’invasion et la métastase des cellules cancéreuses coliques SW480 a été 

montré in vitro et in vivo (Reita et al., 2019).  

 
Dans la lutte contre le CCR, la poursuite des recherches dans ce domaine pourrait conduire au 

développement de meilleures stratégies thérapeutiques anti-mTOR combinant des inhibiteurs 

pharmacologiques plus efficaces et un inhibiteur de l’OGT et/ou une alimentation adaptée 
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