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 RESUME 
 
Les orosomucoïdes, membres de la superfamille des lipocalines, sont parmi les protéines 

plasmatiques les plus abondantes. Ce sont des protéines de la phase aiguë de l’inflammation 

secrétées par les hépatocytes en réponse à un stress (inflammation, cancer, cirrhose…), et 

utilisées couramment en clinique comme marqueur d’un état pathologique. Elles vont lors 

d’un état inflammatoire inhiber la prolifération des neutrophiles et des lymphocytes. J’ai pu 

montrer que le récepteur nucléaire FXR, impliqué dans de nombreuses voies métaboliques et 

plus récemment comme ayant un rôle anti-inflammatoire dans le foie, régule l’expression des 

orosomucoïdes exclusivement au niveau hépatique chez la souris. Cela suggère que la 

régulation de certains processus inflammatoire par FXR pourrait être expliqué par la 

régulation transcriptionelle des orosomucoïdes. 

 

Le second sujet met en évidence une relation entre le récepteur nucléaire Rev-Erbα et la O-

GlcNAcylation au niveau hépatique. La O-GlcNAcylation est une modification post-

traductionnelle des protéines qui permet l’ajout d’un groupement O-GlcNAc. De nombreuses 

protéines impliquées dans de multiples processus biologiques comme la régulation du cycle 

cellulaire, du rythme circadien, ou encore dans de nombreuses voies métaboliques, vont être 

O-GlcNAcylées. La dérégulation de la O-GlcNAcylation est également impliquée dans de 

nombreuses pathologies telles que le diabète, le cancer ou encore la maladie d’Alzheimer. Le 

rythme circadien est un important régulateur du métabolisme. De plus en plus d’indices 

indiquent que la O-GlcNAcylation est un intermédiaire essentiel dans la régulation 

circadienne du métabolisme. Des modulations circadiennes de la O-GlcNAcylation de 

BMAL1, CLOCK et PER ont été mises en évidence. Ce lien entre la O-GlcNAcylation et le 

rythme circadien nous a poussé à essayer d’identifier le rôle potentiel de Rev-Erbα, récepteur 

nucléaire impliqué dans le contrôle de la ryhtmicité circadienne, dans la régulation de la O-

GlcNAcylation. Nous avons pu montrer par ces travaux que Rev-Erbα est un régulateur 

important de la O-GlcNAcylation. La déficience en Rev-Erbα induisant une baisse importante 

de la O-GlcNAcylation. Rev-Erbα ne régule pas le niveau de transcription des enzymes 

impliquées dans la O-GlcNAcylation mais est capable d’intéragir avec l’OGT (enzyme 

responsable de la O-GlcNAcylation) et d’inhiber sa dégradation par le protéasome. Par ce 

mécanisme de stabilisation de l’enzyme OGT, Rev-Erbα se révèle être un régulateur 

important de la O-GlcNAcylation. 
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 ABREVIATIONS 
 
Acetyl-CoA : Acetyl Co-enzyme A 

AF-1 : Activation Function 1 

AGP : Alpha-1-Acid Glycoprotein 

AKT : Protéine Kinase B 

ALA : Delta-ALA-Aminolevulinique 

ALT : Alanine Aminotransferase 

AMP : Adénosine Monophosphate 

Apo : Apolipoprotéine 

ASBT : Apical Sodium dependent Bile acid Transporter 

ATP : Adénosine Tri-phosphate 

BAAT : BA-CoA amino acid N-acyltransférase 

BACS : BA-CoAsynthetase 

BMAL1 : Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 

BSEP : Bile Salt Export Pump 

CA : Acide Cholique 

CDCA : Acide Chénodésoxycholique 

CLOCK : Circadian Locomotor Output Cycles Kaput 

CMLV : Cellules Musculaires Lisses Vasculaires 

CYP7A1 : Cholesterol 7α−hydroxylase 

CYP8B1 : 12α-Hydroxylase 

DBD : DNA Binding Domain 

DCA : Acide Déoxycholique 

DR : Direct Repeat 

ELF : E74-Like Factor 

FATP : Fatty Acid Transporter Protein 

FGF15 : Fibroblast Growth Factor 

FXR : Farnesoid X Receptor 

FXRE : FXR Response Element 

G-6-Pase : Glucose-6-Phospphatase 

GCK : Glucokinase 

GFAT : Glutamine Fructose-6-phosphate Amidotransferase 
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GLUT-2 : Transporteur au Glucose de type 2 

GS : glycogen synthase 

GSK3 : glycogen synthase kinase 3 

HAT : Histone Acetyl Transferase 

HBP : Hexosamine Biosynthesis Pathway 

HCF-1 : Host Cell Factor 1 

HDAC : Histone Deacetylase 

HDL : High Density Lipoprotein 

IBABP : Intestinal Bile Acid-Binding Protein 

IL : Interleukin 

LBD : Ligand Binding Domain 

LCA : Acide Lithocholique 

LDL : Low Density Lipoprotein 

LDL-R : LDL Receptor 

LMC : Leucémie Myéloïde Chronique 

LPL : Lipoprotéine Lipase 

LRH-1 : Liver Receptor Homologue 

LXR : Liver X Receptor 

MCD : Methionine- and Choline-deficient Diet 

MPT : Modifications Post-Traductionnelles 

MRP : Multidrug Related Protein 

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide 

NASH : Non-Alcoholic Steatohepatitis 

NCoR : Nuclear Receptor CoRepressor 

NFKB : Nuclear Factor Kappa B 

NO : Nitrogen Oxide 

OGA : O-GlcNAcase 

OGT : O-GlcNAc Transferase 

ORM : Orosomucoïde 

OST : Organic Solute Transpoter 

PAF : Platelet Activating Factor 

PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor-1 

PGC1-α : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 

PEPCK : Phosphoenolpyruvate Carboxy Kinase 
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PER : Period 

PKA : Protein Kinase A 

PPAR : Peroxysome Proliferator-Activated Receptor 

PXR : Pregnane X Receptor 

PYGL : Glycogen Phosphorylase 

RAR : Retinoic Acid Receptor 

RN : Récepteur Nucléaire 

ROR : Retinoid-related Orphan Receptor 

RXR : Retinoid X Receptor 

SHP : Small Heterodimer Partner 

Sp1 : Specificity Protein 1 

SR-B1 : Scavenger Receptor class B member 1 

SREBP : Sterol Regulatory Element Binding Protein 

SRC : Steroid Receptor Coactivator 

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription 

TAU : Tubule-Asoociated Unit 

TET : Ten-Eleven Translocation 

TG : Triglycéride 

TLR-4 : Toll Like Receptor 4 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor alpha 

TPR : Tetratricopeptide Repeat 

VLDL : Very Low Density Lipoprotein 

VDR : Vitamin D Receptor 

  

  

 
 
 
 
 



 12 

 AVANT PROPOS 
 

Durant cette thèse j’ai abordé deux sujets d’études très différents bien qu’ayant pour 

dénominateur commun les récepteurs nucléaires et le métabolisme du foie. 

 

Le premier s’articule autour du récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X Receptor) et de son 

rôle dans la modulation de l’inflammation. Cette étude a été menée en cherchant à mettre en  

évidence de nouveaux gènes cibles de FXR potentiellement impliqué dans la réponse 

inflammatoire. On a ici abordé un point classique du mode de fonctionnement des récepteurs 

nucléaires, à savoir leur rôle dans la régulation transcriptionnelle. Nous avons pu montrer que 

FXR régule les orosomucoïdes, protéines de la phase aiguë de l’inflammation. 

 

Le second sujet d’étude a pour sa part été orienté vers un autre récepteur nucléaire : Rev-

Erbα. Dans cette étude, nous avons abordé un point plus original du rôle que peuvent avoir les 

récepteurs nucléaires. Nous avons pu mettre en évidence un rôle de Rev-Erbα dans la 

régulation de la O-GlcNAcylation, modification post-traductionnelle essentielle au niveau 

cellulaire. Cette régulation n’est pas due à la modulation de la régulation transcriptionnelle 

des gènes codant pour des enzymes clés de la O-GlcNAcylation mais à l’interaction de Rev-

Erbα avec une des ces enzymes et à la modulation de sa stabilité. 

 

De part l’éloignement entre ces deux sujets, j’ai organisé l’introduction de ma thèse de la 

façon suivante. La première partie de la thèse va introduire des généralités sur le foie et son 

rôle au niveau métabolique. Les orosomucoïdes seront présentées à la fin de ce chapitre, ces 

dernières étant synthétisées et secrétées par les hépatocytes. Dans un second chapitre, 

j’introduis de façon générale les récepteurs nucléaires avant de présenter de façon plus 

spécifique les deux récepteurs nucléaires de ce travail de thèse : FXR et Rev-Erbα. Εnfin, le 

dernier chapitre traitera de la O-GlcNAcylation. 
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A. Le foie 
 

I. Généralités 
 

Le foie est un organe essentiel de l’organisme. Situé dans la partie supérieure droite de 

l’abdomen, il remplit un nombre important de fonctions et ce de façon continue. Le foie est 

une glande, la plus volumineuse de l’organisme, pesant environ 1.5 kg et s’étendant en 

longueur sur une vingtaine de centimètres. Au niveau structurel, le foie est constitué à 60% 

d’hépatocytes qui s’organisent autour des veines centrolobulaires. Il est également composé 

de cellules endothéliales, de cellules de Küppfer, de cellules stellaires et de cellules ovales qui 

permettent la régénération du foie. En effet, il est le seul organe capable de se régénérer à 

condition qu’il reste au moins 25% de sa masse de départ. L’unité fonctionnelle du foie est le 

lobule hépatique (Figure 1). De forme polygonale, elle est composée de travées formées 

d’hépatocytes organisés en monocouche où chaque hépatocyte est en contact avec un 

capillaire sinusoïde et un canalicule biliaire (Figure 1). Le sang pénètre dans ces lobules via 

l’artère hépatique qui apporte un sang riche en oxygène et via la veine porte hépatique qui 

apporte un sang riche en acides aminés, sucres et produits de la digestion depuis l’intestin et 

va rejoindre la veine centrale au centre du lobule hépatique. Le foie possède donc un double 

apport sanguin qui lui permet de remplir une de ses fonctions principales, la filtration du sang 

(jusqu’à 1,7 litre par minute). Le foie assure un grand nombre d’autres fonctions telles que la 

détoxification des déchets métaboliques (toxines, médicaments), la destruction des vieilles 

hématies, la synthèse de nombreuses protéines et lipoprotéines plasmatiques, le stockage des 

vitamines, la production de la bile et un rôle important dans le métabolisme des lipides et des 

glucides. De part son rôle central dans l’organisme et sa vascularisation importante, une plaie 

tranchante au niveau du foie va avoir pour consequence un épanchement de sang important et 

est catastrophique pour la victime. De nombreuses pathologies peuvent toucher le foie, plus 

de 100 sont répertoriées, causées par de nombreux facteurs et pouvant toucher tous les 

individus. Les maladies du foie les plus fréquentes sont les hépatites (maladie virale), la 

stéatose hépatique souvent rencontrée chez les personnes obèses ou diabétiques, la cirrhose 

qui est due à une consommation excessive d’alcool, les troubles auto-immuns, les maladies 

causées par un défaut génétique, les maladies causées par les toxines ou les médicaments et 

enfin les cancers primaires, assez peu fréquents, ou secondaires, beaucoup plus fréquents et 

dus à la quantité de sang filtrée par le foie et le risque de développement de métastases. 
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Figure 1 : Unité fonctionelle du foie, le lobule hépatique. 

Le lobule hépathique constitué d’hépatocytes, de capillaires sinusoïdes, de canalicules biliaires, de veines et 
d’atrères interlobulaires et de travées hépatocytaires. Cet ensemble est organisé autour de la veine centrale. A la 
périphérie, le sang provient des vaisseaux (veine interlobulaire et artère interlobulaire) issus de la veine porte et 
de l’artère hépatique et circule entre les lames épithéliales dans les capillaires sinusoïdes pour rejoindre la veine 
centrale. 
 

 

II.  Le métabolisme des lipides 
 

 

Le foie joue un rôle crucial dans l’absorption des lipides au niveau intestinal. En effet, les 

hépatocytes vont permettrent la synthèse des acides biliaires. Ces derniers sont stockés dans la 

vésicule biliaire et relargués dans l’intestin lors d’un repas. Ils permettent l’émulsion des 

lipides, ce qui va les rendre accessibles à l’action de la lipase hépatique au niveau vasculaire. 

Une fois hydrolysés, les lipides sont réabsorbés par les entérocytes, où ils sont re-synthétisés 

et iNCoRporés dans les lipoprotéines (chylomicron naissant). Ces chylomicrons sont sécrétés 

dans le réseau lymphatique, où ils vont contourner le foie avant d’entrer dans la circulation 

générale [1]. Durant ce transit dans le système vasculaire, les apolipoprotéines ApoE 

(Apolipoprotéine E) et ApoC-II vont remplacer ApoA-I et ApoA-IV. ApoC-II permet 
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l’activation de la lipoprotéine lipase (LPL) qui joue un rôle dans la digestion des TGs 

(triglycérides) présents dans les chylomicrons en acides gras et glycérol [2]. Les acides gras 

seront en partie stockés dans les adipocytes. L’ApoE de son côté est reconnue par le récepteur 

aux LDL (Low Density Lipoprotein), la LRP (LDL receptor related protein) et le récepteur 

scavenger de classe B, type 1 qui vont permettrent l’absorption des chylomicrons remnants 

non stockés dans les adipocytes. Ces chylomicrons remnants vont être dégradés dans les 

lysosomes en résidus variés (glycérol, acides gras, cholestérol, résidus phosphate) qui vont 

être métabolisés et recyclés en VLDL (Very Low Density Lipoprotein) (Figure 2) [3; 4]. 

 

La lipogenèse hépatique permet la synthèse de novo d’acides gras à partir d’acétyl-CoA et de 

malonyl-, qui sont ensuite transformés en TG. Cette production de novo d’acide gras est 

catalysée par l’acetyl-CoA carboxylase (ACC) et par l’acide gras synthase (FAS) [5].  Les 

acides gras et leurs métabolites sont une cause importante de lipotoxicité ; ils sont donc 

stockés sous forme de TG. Ces TGs sont stockés sous forme de gouttes lipidiques dans les 

hépatocytes ou sous forme de VLDL [6]. La synthèse des TGs est assurée par l’activité de 

plusieurs enzymes tels que la mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransferase (mtGPAT) 

et la diacylglycerol acyltransferase (DGAT) [7], les TGs sont ensuite transportés sous forme 

de VLDL par conjugaison avec l’apoB-100. 

 

Le foie va également capter les acides gras libres présents dans le plasma issus de la lipolyse 

par les adipocytes, pendant la période de jeûne qui est favorisée par le glucagon et réprimée 

par l’insuline [8]. Ces acides gras libres sont réabsorbés par les hépatocytes [9]. FATP2 (Fatty 

Acid Transporter Protein 2) et FATP5, qui sont les transporteurs des acides gras fortement 

exprimés dans les hépatocytes, vont permettre l’absorption en quantité importante d’acides 

gras par le foie [10]. D’autres transporteurs entrent également en jeu tels que FABP (Fatty 

Acid Binding Protein), Got2 (Glutamic-Oxaloacetic Transaminase 2) et caveolin-1 [11]. De 

plus, la fatty acid translocase, protéine membranaire exprimée par les hépatocytes facilite 

l’absorption des acides gras. 

 

Il a également été montré que l’autophagie joue un rôle dans le métabolisme des lipides au 

niveau hépatique. Ce mécanisme va permettre la dégradation et le recyclage des débris de 

chylomicrons et de TGs [12]. Les acides gras seront ainsi libérés lors de cette dégradation 

[13]. 
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Les acides gras issus de ces différentes sources vont être oxydés, essentiellement au niveau 

mitochondrial, et fournir une source d’énergie rapide et efficace. En effet, pour exemple, une 

molécule de palmitate va permettre la production de 129 ATP. Elle permet la dégradation des 

acides gras en acetyle-CoA. Les acides gras court vont pouvoir diffuser à travers la membrane 

et être dégradés en acetyl-CoA par l’acyl-CoA-synthetase dans la mitochondrie. Les acides 

gras à chaine longue vont eux nécessiter une activation dans le cytosol par l’acyl-CoA-

synthetase et pouvoir traverser la membrane mitochondriale via CPT1 (Carnitine 

Palmitotransferase-1) [14]. 

 

 

 

Figure 2 : le métabolisme des lipides dans le foie 

ATP : adénosine tri-phosphate, FA : acides gras, FFA : acides gras libres, HDL : high density lipoprotein,  LD : 
gouttes lipidiques, LDL : low density lipoprotein, LYS : lysosome, TAG : triglycéride, VLDL : very low density 
lipoprotein. 
 

III.  Le métabolisme des glucides 
 

Le glucose est capturé par le foie durant la phase post-prandiale. Il entre dans les hépatocytes 

via le transporteur au glucose de type 2 (GLUT2) [15]. Une fois dans les hépatocytes, le 

glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate (G-6-Pase) par la glucokinase (GCK), 

enzyme clé dans la régulation de l’utilisation du glucose par le foie (Figure 3) [16]. La 
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glucokinase est inactive durant les phases de jeûne où elle est liée à la protéine de régulation 

de la glucokinase (GcPR) dans le noyau. Lors de la phase post-prandiale, l’augmentation du 

taux de glucose et l’action de l’insuline vont permettre la dissociation de la glucokinase et de 

sa protéine régulatrice, ce qui va entrainer sa translocation vers le cytoplasme [17]. 

 

1. La glycolyse 
 

Le glucose-6-phosphate est ensuite métabolisé, soit par la voie de la glycolyse, soit pour la 

synthèse de glycogène. La glycolyse permet de métaboliser le glucose en pyruvate, ce qui va 

amener à la production de deux molécules d’ATP (Adénosine Triphosphate) et deux 

molécules de NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide). La glycolyse est régulée par la 

glucokinase, cette dernière permettant de constituer le stock de glucose-6-phosphate, et 

inhibée par les produits de la réaction, le fructose-1.6-biphosphate, l’AMP (Adénosine 

Monophosphate) ainsi que par la pyruvate kinase, qui assure la dernière étape de la glycolyse. 

La pyruvate kinase est activée par son propre substrat et inhibée par l’abondance d’ATP. 

L’insuline et le glucagon jouent également un rôle dans la régulation de la pyruvate kinase 

[18]. La glycolyse est une voie métabolique essentielle pour l’organisme, c’est en effet une 

source majeure d’énergie pour le cerveau [19]. 

 

2. La synthèse de glycogène 
 

La synthèse de glycogène est contrôlé par la GS (glycogen synthase) qui permet la conversion 

du glucose-6-phosphate en UDP-glucose [19]. La glycogen synthase est phosphorylée par la 

glycogen synthase kinase 3 (GSK3) et permet sa régulation : la GS est inactive lorsqu’elle est 

phosphorylé. En outre, la PKA (Protein Kinase A) est également capable de phosphoryler la 

GS [19]. L’insuline en réprimant la PKA va permettre l’activation de la GS [19]. 

 

3. La glycogénolyse 
 

En période de jeûne, le foie va compenser le manque d’énergie par la glycogénolyse. La 

glycogénolyse consiste en la production de glucose-6-phosphate à partir du stock de 

glycogène présent dans le foie. Cette réaction est catalysée par la PYGL (glycogen 
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phosphorylase). Cette enzyme permet la libération d’une molécule de glucose-1-phosphate à 

partir du glycogène. Une seconde enzyme, la phosphoglucomutase va permettre la conversion 

du glucose-1-phosphate en glucose-6-phosphate. La PYGL est régulée par l’AMP et par la 

PKA, qui est elle-même inhibée par l’insuline [20]. 

 

4. La néoglucogenèse 
 

Lors d’une période de jeûne prolongée, la glycogénolyse n’est plus suffisante pour fournir la 

quantité d’énergie nécessaire. Le foie va compenser ce manque par l’activation de la voie de 

la néoglucogenèse. Cette voie va débuter dans la mitochondrie via la pyruvate carboxylase en 

présence d’acétyl-coA, indispensable à la néoglucogenèse [21]. Au niveau cytoplasmique, 

cette voie est régulée notamment par la PEPCK (Phosphoenolpyruvate Carboxy Kinase), le 

fructose-1.6-biphosphate et la glucose-6 phosphatase [22]. Elle va permettre la synthèse de 

glucose à partir de précurseurs non-glucidiques. 
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Figure 3 : le métabolisme du glucose dans le foie 

AMP : adénosine monophosphate, AMPK : AMP-activated protein kinase, Fru-1.6-BP : fructose-1.6-
biphosphatase, GCK : glucokinase, GLUT-2 : glucose transporter type 2, GLY : glycogène, GSK3 : glycogen 
synthase kinase 3, G6Pase : glucose-6-phosphatase, PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase. 
 

 

IV.  Le métabolisme des acides biliaires 
 

Le métabolisme des acides biliaires est une voie complexe dans laquelle interviennent pas 

moins de dix-sept enzymes impliquées dans l’ensemble des étapes, de la modification du 

cholestérol à la conjugaison avec la glycine ou la taurine pour la formation des acides biliaires 

primaires : l’acide chénodésoxycholique (CDCA) et l’acide cholique (CA) [23; 24]. Leur 

synthèse dans les hépatocytes à partir du cholestérol représente une voie majeure de 

l’élimination du cholestérol. Une fois synthétisés, les acides biliaires sont stockés dans la 

vésicule biliaire et secrétés lors d’un repas dans l’intestin. Ils facilitent l’absorption des lipides 
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et des vitamines liposolubles. Environ 5% sont éliminés dans les fèces, les autres 95% du pool 

d’acides biliaires retourne dans le foie, les. C’est le cycle entéro-hépatique [25]. 

 

Il existe deux voies de synthèse des acides biliaires. La voie classique ou neutre, régulée par 

CYP7A1 (cholesterol 7α-hydroxylase), qui permet la conversion du cholestérol en 7α 

hydroxysterol [24]. L’étape suivante est la conversion du 7α hydroxysterol en acide 

chénodéoxycholique ou en acide cholique sous l’action de plusieurs enzymes dont la 12α-

hydroxylase (CYP8B1), CYP7B1 et CYP17A1 [26]. La voie alternative est quant à elle 

régulée par la CYP17A1 [27]. La CYP8B1 est l’enzyme qui contrôle la synthèse d’acide 

cholique. Les acides biliaires primaires vont ensuite être conjugués à la glycine chez l’humain 

et à la taurine chez la souris par la BA-CoAsynthetase (BACS) et la BA-CoA amino acid N-

acyltransférase (BAAT) [28; 29]. La voie de synthèse des acides biliaires s’arrête dans le foie 

avec cette étape de conjugaison. Par la suite, les acides biliaires sont secrétés dans l’intestin et 

déconjugués, partiellement convertis en acides biliaires secondaires par dehydroxylation [30]. 

Ces modifications sont assurées par des enzymes de la flore microbienne intestinale [31]. 

Chez l’homme, les acides biliaires secondaires les plus abondants sont l’acide lithocholique et 

l’acide déoxycholique [30; 32]. Le métabolisme des acides biliaires s’autorégule en modulant 

l’expression de ses transporteurs car à forte concentration (supérieur à la normal qui est 

comprise entre 2 et 4 g) les acides biliaires sont toxiques pour l’organisme. 

 

V. La détoxification 
 

La détoxification dans le foie permet l’élimination des substances nocives pour l’organisme. 

Ce dernier va faire face à deux familles de substances nocives : les substances exogènes, qui 

sont éliminées via le métabolisme des xénobiotiques et les substances endogènes qui sont 

éliminées via le métabolisme des endobiotiques. 

 

Le métabolisme des xénobiotiques est assuré essentiellement par le foie. La détoxification se 

déroule en trois phases essentielles dans lesquelles les cytochromes P450 jouent un rôle 

central dans la dégradation des ces composés étrangers à l’organisme [33; 34].  La première 

phase met en jeu des enzymes principalement impliquées dans des mécanismes 

d’hydroxylation, de réduction et d’oxydation [35]. CYP3A et CYP2C qui représentent 

environ 50% du stock total hépatique de CYP, permettent de métaboliser une large portion de 
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composés nocifs [36]. La seconde phase va être responsable des réactions de conjugaison, 

avec de nombreuses enzymes impliquées : sulfotransférase, UDP-glucuronosyltransférase, 

epoxide hydrolase, glutation S-transférase et N-acetyltransferase [37]. Ces enzymes catalysent 

les réactions de transfert. La troisième et dernière phase implique des transporteurs. Ces 

transporteurs se situent au niveau de la membrane sinusoïdale. Les protéines de transport 

impliquées sont NA+-taurocholate cotransporting polypeptide, organic anion-transporting 

polypeptide, organic anion transporter 2 et organic anion transporter 1 [38]. Ils vont permettre 

le transport des xénobiotiques transformés à travers les membranes. Le mécanisme de 

détoxification des endobiotiques met également en jeu de nombreuses enzymes de la famille 

des CYP [33; 39]. 

 

VI.  Foie et inflammation 
 

Lors d’une infection bactérienne ou virale, d’une lésion, de nombreuses réactions se mettent 

en place et notamment la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui sont relarguées dans 

la circulation sanguine. Quelques heures après l’infection, les cytokines vont induire la 

production des protéines de la phase aiguë de l’inflammation par le foie par l’activation de 

récepteurs au niveau des hépatocytes [40; 41]. Trois cytokines jouent un rôle clé dans le 

déclenchement de la phase aiguë de l’inflammation hépatique : TNF-α (Tumor Necrosis 

Factor alpha), IL-1 (Interleukin-1) et IL-6 (Interleukin-6) [41; 42]. Ces cytokines activent des 

récepteurs au niveau des hépatocytes et induire la sécrétion de protéines de la phase aiguë. La 

baisse d’expression de ces protéines de la phase aiguë est provoquée par la dégradation rapide 

par le foie des cytokines, et par la sécrétion par les cellules de Küppfer de l’IL-10 

(Interleukin-10) qui va inhiber la sécrétion locale d’IL-6 [41; 43]. 

 

Quelques heures après l’infection, le profil des protéines synthétisées par le foie est 

drastiquement altéré. On observe une augmentation importante de nombreuses protéines 

sanguines : les protéines positives de la phase aiguë de l’inflammation [44]. D’autres 

protéines présentes dans le sang en condition normale vont voir leur expression diminuée ; ce 

sont les protéines négatives de la phase aiguë de l’inflammation [41; 42]. L’albumine, la 

transthyretin, la RBP (Retinol-Binding Protein), l’antithrombine ou encore la transferrine sont 

des protéines négatives de la phase aiguë [45; 46]. Les protéines positives sont plus 

nombreuses ; on y retrouve notamment : la protéine C réactive, le fibrinogène, l’alpha-2-
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macroglobuline, l’haptoglobine, l’hepcidine ou encore les orosomucoïdes [40; 47; 48]. Le rôle 

de chacune de ces protéines de la phase aiguë n’est pas encore totalement connu mais elles 

vont participer à de nombreux mécanismes de défense comme la destruction et l’inhibition de 

la croissance des agents infectieux, la diminution du phénomène inflammatoire, augmenter la 

perméabilité vasculaire ou encore servir de chimio-attractants pour les cellules phagocytaires 

[40]. Le foie joue un rôle central et primordial dans la mise en route de la phase aiguë de 

l’inflammation. 

 

Les nombreuses pathologies qui peuvent toucher le foie vont engendrer une inflammation au 

niveau hépatique. Ainsi, la cirrhose, la stéatose hépatique, la fibrose, les hépatites ou les 

cancers sont accompagnés d’une inflammation au niveau du foie. L’inflammation hépatique 

va amener à la modulation de l’expression de nombreux gènes et parmi ceux ci, les 

orosomucoïdes [49-51]. 

 

VII.  Les orosomucoïdes 
 

1. Généralités 
 

L’orosomucoïde (ORM) ou Alpha-1-acid glycoprotéine (AGP) a été décrite pour la première 

fois en 1950 simultanément par Karl Schmid et par Richard J. Winzler et son équipe [52]. 

C’est une glycoprotéine dont le poids moléculaire est de 37 kDa, caractérisée par un fort 

niveau de glycosylation (>40%) [53-55]. Chez l’homme, quatre variants ont été décrits, AGP 

F1, AGP F2, AGP S codé par le gène ORM1 et AGP A codé par ORM2 tout deux situés sur 

le chromosome 9. Il existe une substitution de 22 acides aminés  entre les protéines ORM2 et 

ORM1 [56]. Il en existe trois chez la souris, ORM1, ORM2 et ORM3 [57] et un seul chez le 

rat, ORM1 [58]. C’est une des protéines plasmatiques les plus abondantes ; elle représente 

environ 1% du total des protéines plasmatiques et sa concentration se situe entre 0.5 et 1g/L 

chez un sujet sain [59]. C’est une protéine de la phase aiguë de l’inflammation. Elle est 

exprimée dans les hépatocytes et secrétée dans le plasma en réponse à un stress tel qu’une 

inflammation, une infection, une maladie infectieuse, le cancer, la cirrhose, en cas de brûlure 

ou encore lors d’une intervention chirurgicale [60-65]. Les ORMs sont également considérés 

comme des marqueurs précoces de différents états pathologiques comme : le lupus, certaines 

maladies rénales ou encore dans les maladies inflammatoires de l’intestin [66-68]. Les ORMs, 
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en tant que membres de la famille des lipocalines, possèdent une structure spécifique formée 

de huit feuillets beta antiparallèles qui leur permettent la fixation de divers molécules [69; 70]. 

Ainsi, les ORMs sont capables de lier des molécules lipidiques endogènes ou exogènes telles 

que les acides gras, la lysophosphatidylcholine ou la biliverdine [71; 72]. 

 

2. Expression et régulation des ORMs 
 

Les ORMs sont essentiellement synthétisés et sécrétés par les hépatocytes. L’expression des 

ORMs est augmentée de manière importante lorsque l’organisme est soumis à un stress [60; 

61]. Les ORMs sont notamment régulés par l’interleukine-1 (IL-1), IL-6, les glucocorticoïdes 

et par la dexaméthasone [73-75]. Dans une moindre mesure, l’interleukine-8 (IL-8) et les 

acides rétinoïques régulent également l’expression des ORMs [76-79]. Cette induction est 

inhibibée par l’activation du RN PPARα (Peroxysome Proliferator-Activated Receptor 

Alpha) par un agoniste synthétique, le Wy-14643 [80]. Lors d’un état inflammatoire, les 

ORMs au niveau de l’ARN dans le foie et protéique dans le plasma augmente entre 10 et 200 

fois dans les 24h suivant l’inflammation. Cette augmentation est due à une augmentation de la 

transcription [81]. La protéine subit également des modification post-traductionnelles durant 

un stress inflammatoire [82]. En effet, des travaux effectués in vivo chez le rat, montrent que 

durant l’inflammation, on observe des changements dans la partie oligosaccharidique de la 

protéine. Ainsi, l’IL-6 et les glucocorticoïdes induisent une augmentation des glycanes à la 

surface des ORMs [83-85]. Les mécanismes de modifications post-traductionnelles des ORMs 

durant les phases inflammatoires sont méconnus. Néanmoins, durant la fin de la phase aigue 

de l’inflammation, on observe un retour du degré de branchement des chaînes 

oligosaccharidiques proche du niveau observé dans un état normal alors même que la 

concentration plasmatique des ORMs reste à un niveau élevé. Ceci indique l’existence de 

différentes voies de régulation des ORMs lors d’une phase inflammatoire, tant au niveau 

transcriptionnel qu’au niveau post-traductionnel [84]. 

 

Bien qu’ils soient essentiellement synthétisés par les hépatocytes, les ORMs sont également 

retrouvés dans d’autres tissus et type cellulaires. On retrouve ainsi les ORMs dans le colon, 

l’estomac, l’iléon, la prostate, dans les cellules endothéliales humaines, les cellules 

épithéliales mammaires, les leucocytes, les granulocytes, les monocytes, les macrophages et 
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enfin dans certaines lignées cellulaires tels que les HMVEC (Human Microvascular 

Endothelial Cells) ou les THP-1 (lignée cellulaire humaine de monocytes) [86-93]. 

 

3. Structure 
 

Le précurseur  des ORMs est composé de 201 résidus d’acides aminés. Un peptide signal de 

18 acides aminés est clivé durant la maturation de la protéine pour former une protéine de 183 

acides aminés et de 37kDa [55; 94]. Cette masse est composée à 42% par les carbohydrates, 

formés par cinq hétéropolysaccharides N-liés à la chaîne protéique [54]. 

 

Chez la souris, les deux isoformes sont constituées de 187 résidus d’acides aminés, et 

montrent cinq ou six sites de glycosylation [57; 95]. 

 

La structure secondaire et tertiaire des ORMs a été récemment mise en évidence par 

infrarouge et spectroscopie Raman [96]. Cette analyse a montré que les ORMs sont formés à 

15% d’hélices alpha, à 41% de feuillets beta, à 12% de coudes beta et à 24% d’une structure 

non ordonnée qui complète le modèle 3D (Figure 4). 
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Figure 4 : Modèle structural d’ORM  D’après [96] 

Modèle moléculaire d’ORM à l’état natif (A) composé notamment de huits feuillets beta antiparallèles. Lors de 
la liaison d’une molécule (içi la progéstérone)  (B) l’une des hélices alpha se transforme en feuillet beta (indiqué 
par la flèche). 
 

4. Fonctions 
 

a. Transporteur de molécules plasmatiques 
 

Parmi les protéines capables d’assurer le transport de molécules, les ORMs, avec l’albumine 

et les lipoprotéines, sont celles en plus grand nombre dans le plasma. Il a été montré que les 

ORMs sont capables, hors état pathologique, de lier plus de 300 molécules et drogues 

différentes [97]. Durant une phase aiguë d’inflammation, l’ORM devient une protéine de 

transport plasmatique essentielle, de part l’augmentation de sa concentration et du fait que 

l’albumine est une protéine négative de la phase aiguë de l’inflammation et voit donc son 

expression diminuée. ORM est capable de lier de nombreux ligands endogènes tels que : 

l’héparine, IgG3 (Immunoglobuline G3), la sérotonine, le PAF (Platelet Activating Factor), la 

mélatonine, l’histamine et les hormones stéroïdiennes [94; 98-101]. L’ORM joue également 

un rôle dans la signalisation du système immunitaire vers le système nerveux central en 

transportant et en adressant vers le cerveau des médiateurs amphipatiques de l’inflammation 
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tels que le PAF ou PgE2 (Prostaglandine E2) [102]. L’ORM peut également transporter des 

ligands exogènes, notamment la capsaïcine ou la resiniferatoxine, deux principaux vanilloïdes 

[103]. L’ORM peut également transporter des molécules acides comme l’acide rétinoïque ou 

le phenobarbital [97; 104]. 

 

Plusieurs molécules transportées par l’ORM sont également impliquées dans la régulation de 

ce dernier. On peut citer l’acide rétinoïque qui va induire l’expression d’ORM via l’activation 

de deux RNs, RARα (Retinoic Acid Receptor alpha) et RXRα (Retinoid X Receptor alpha) 

[77], ou encore le phenobarbital qui va également induire l’expression d’ORM via l’activation 

de la voie de signalisation NF-kappa B (Nuclear Factor-Kappa B) [105]. 

 

ORM peut lier des toxines produites par des microorganismes comme les lectines ou les 

lipopolisaccharides bactériens et jouer un rôle d’agent protecteur contre la survenue d’un 

éventuel choc septique [106-108]. Ce rôle protecteur est potentialisé par la présence d’ORM à 

la surface de l’endothélium qui améliore la perméabilité des capillaires [109]. 

 

Pour terminer sur le rôle d’ORM dans le transport de molécules, son implication dans le 

transport de drogues joue un rôle majeur dans la pharmacocinétique de ces drogues. Pour 

exemple, ORM est capable de lier l’Imatinib (ST1571), un inhibiteur spécifique de la tyrosine 

kinase oncogènique Bcr/Abl, utilisé dans le traitement de la leucémie myéloïde chronique 

(LMC). Cette liaison entre ORM et Imatinib va sensiblement altérer la pharmacocinétique de 

cette drogue dans le traitement de la LMC [110]. Ainsi, une forte concentration plasmatique 

d’ORMs va être responsable d’une résistance à l’Imatinib et empêcher l’action pro-

apoptotique de l’Imatinib sur les cellules cibles [111]. 

 

b. ORM et son rôle sur la réponse immunitaire 
 

De nombreuses publications montrent un rôle de modulation de la réponse immunitaire par 

ORM (Figure 5). 

 

Au niveau des macrophages, ORM est capable d’induire l’expression de protéines qui 

répriment l’activité d’IL-1β et TNFα comme le récepteur antagoniste à IL-1 ou le récepteur 

soluble à TNF. Tandis qu’il joue un rôle anti-inflammatoire, il a également été montré 
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qu’ORM pouvait induire l’expression, par les monocytes, de cytokines pro-inflammatoires 

telles que IL-6 ou IL-12 (Figure 3)[112]. Il permet également d’induire via ces mêmes 

monocytes l’expression de TNFα et du facteur tissulaire [113]. Plus récemment, il a été 

montré que l’expression d’ORM est induite par la vitamine D3 dans les macrophages. Cette 

voie de signalisation est impliquée dans la désactivation des macrophages et montre un rôle 

d’ORM dans le remodelage et l’homéostasie tissulaire [114]. 

 

A des concentrations physiologiques, ORM inhibe le recrutement des neutrophiles par 

chimiotactisme [115]. ORM influence également l’agrégation des neutrophiles de façon dose-

dépendante. A faible concentration (0.3mg/ml), ORM va potentialiser leurs agrégation alors 

qu’à concentration plus importante (>0.5mg/ml), il va l’inhiber (Figure 3)[115]. 

 

A forte concentration, caractéristique de la phase aiguë de l’inflammation (10 fois supérieure 

à la normale), ORM est également capable d’inhiber l’agrégation des plaquettes (Figure 3) 

[116]. Cette forte concentration d’ORM sur le lieu de l’inflammation provient localement des 

leucocytes qui vont synthétiser ORM et permettre la mise en place d’un système protecteur 

vis-à-vis des dommages causés par l’inflammation [117; 118]. En effet, l’ORM est capable de 

lier l’E-selectine et d’inhiber l’activation du complement [118]. Il a également été montré 

qu’ORM peut induire un changement de forme des plaquettes via l’activation de la voie de 

signalisation  Rho/Rho-kinase, contribuer à l’activation de ces plaquettes et jouer un rôle dans 

la thrombose [119]. 

 

Il a également été montré qu’ORM est capable d’interagir avec les lymphocytes (Figure 3). Il 

ne va pas jouer un rôle direct dans l’activation des lymphocytes mais moduler leur activation 

par certaines molécules. Ainsi, ORM inhibe fortement la prolifération des lymphocytes 

induite par la phytohémagglutinine, mais également leurs blastogenèses provoquées par la 

concanavaline A [120]. 

 

ORM régule aussi le processus d’angiogenèse induite lors d’une blessure : il inhibe le 

mécanisme initial d’angiogenèse induite par le TNF-α et potentialise la réponse plus tardive 

induite par VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) [121]. 
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Figure 5 : ORM et réponse immunitaire 

Vue d’ensemble du rôle d’ORM sur les lymphocytes, les cellules mononucléaires, les neutrophiles et les 
plaquettes. 

c. ORM et son rôle protecteur face aux pathogènes 
 

De nombreux exemples illustrent le rôle protecteur d’ORM face à l’infection par différents 

agents pathogènes. Ainsi, il a été montré qu’ORM est capable d’inhiber l’infection des 

globules rouges par Plasmodium falciparum, très probablement grâce à la présence de 

nombreuses molécules d’acides sialiques à sa surface [122; 123]. ORM permet également de 

diminuer l’attachement et la phagocytose de Mycoplasma pneumoniae par les macrophages 

alvéolaires chez l’homme [124]. L’administration d’ORM chez des souris infectées par 

Klebsiella pneumoniae augmente le taux de survie [125]. De même, la surexpression 

transgénique d’ORM de rat protège ces souris de l’infection par Klebesiella pneumoniae et 

ces souris présentent un nombre réduit de bactéries dans le sang et dans les organes en 

comparaison des souris non traitées [125]. Pour terminer il a été publié qu’ORM humain 

protège les macrophages de l’infection par le virus R5 HIV-1 [126]. 
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d. ORM et son rôle dans l’apoptose 
 

Plusieurs travaux ont montré qu’ORM pouvait avoir un rôle protecteur face à l’apoptose en 

l’inhibant chez ceratins types cellulaires. Ainsi, il a été montré que chez la souris, ORM 

protège les cellules rénales de l’apoptose suite à une ischémie suivie d’une reperfusion [127; 

128]. ORM est également capable de jouer un rôle anti-apoptotique dans le cas de l’hépatite 

en inhibant l’apoptose des hépatocytes induite par le TNF. Ce rôle protecteur est inefficace 

lorsque l’apoptose est induite par anti-Fas [129]. Ce rôle protecteur d’ORM face à l’apoptose 

serait du à l’inhibition des caspases-3 et -7 [130]. D’autres résultats observés in vitro dans les 

cellules RAMOS (Lymphome de Burkitt), montrent qu’ORM est capable d’inhiber l’apoptose 

induite par les anticorps anti-IgM, cette action protectrice étant à attribuer à la présence des 

acides sialiques sur la protéine ORM [131]. 

 

B. Les récepteurs nucléaires 
 

I. Généralités 
 

Les RNs (Récepteurs Nucléaires) sont des facteurs de transcription intracellulaires qui entrent 

en jeu dans la régulation de l’expression génique. Ils se fixent sur des régions au niveau des 

promoteurs de leurs gènes cibles, recrutent des co-facteurs et régulent leur expression. Ils sont 

impliqués dans la régulation de très nombreuses fonctions métaboliques : métabolisme des 

acides gras, de la reproduction, du glucose, de la détoxification, du processus inflammatoire. 

Beaucoup de RNs ont une activité liée à la fixation d’un ligand, d’origine endogène ou 

exogène [132]. La fixation du ligand n’est pas l’unique voie de modulation de leur activité. En 

effet, des modifications post-traductionnelles vont également modifier leur activité [133]. Il 

existe néanmoins un grand nombre de RNs pour lesquels aucun ligand n’a été identifié ; ces 

récepteurs sont appelés les récepteurs orphelins [134]. A l’heure actuelle, la superfamille des 

RNs compte 49 membres dont encore la moitié n’a pas de ligand clairement identifié. La 

régulation des RNs par un ligand et la possibilité de cibler un récepteur grâce à un ligand 

spécifique revêt une importance cruciale dans la modulation de son activité d’un point de vue 

thérapeutique. 
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II.  Structure 
 

Au niveau structural, il existe une conservation assez importante entre les différents RNs 

(Figure 6). Ils sont généralement constitués d’un domaine AF-1 (Activation Function 1), qui 

est le domaine le moins conservé entre les différents RNs (<15%). Ce domaine peut fixer des 

co-régulateurs de manière ligand indépendante [135; 136]. Le domaine AF-1 est relié au 

domaine de fixation à l’ADN, le domaine DBD (DNA Binding Domain), qui est très conservé 

[137]. Il existe ensuite une région charnière, dont les propriétés fonctionnelles sont peu 

connues. Cette région peut néanmoins être phosphorylée, ce qui induit une augmentation de 

l’activité transcriptionelle [138]. Cette région charnière relie le DBD précédemment cité au 

LBD (Ligang Binding Domain). Le LBD est un domaine relativement conservé entre les RNs. 

Il est, comme son nom l’indique, le domaine de fixation du ligand. On trouve dans le LBD la 

région AF-2 (Activation Function 2) qui permet, suite à la fixation du ligand, le recrutement 

de différents co-activateurs [137]. La région la moins bien décrite se situe entre le domaine N-

terminal et la région AF-1 ; elle pourrait jouer un rôle dans la modulation de l’activité 

transcriptionelle [139]. Cette région pourrait également être soumise à des modifications post-

traductionnelles et moduler l’activité du RN [140; 141]. 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Structure générale des RNs 

Représentation protéique générale des RNs. A/B : domaine d’activation de la trancription indépendante au 
ligand, C : domaine de liaison à l’ADN, D : région charnière, E/F : domaine de liaison au ligand. 
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III.  Mécanismes de régulation par les récepteurs nucléaires 
 

La liaison des RNs sur l’ADN, dans le cas d’une régulation directe par les RNs, se fait sur des 

séquences spécifiques de l’ADN. Les RNs vont ainsi se fixer, soit en monomère soit en 

dimère, sur des séquences qui forment un palindrome qui pourra être soit « direct », soit 

« everted » soit « inverse » et séparé par quelques nucléotides [142]. 

 

Les RNs peuvent réguler la transcription des gènes par plusieurs mécanismes. Ils régulent 

l’expression de gènes de façon directe via la liaison à l’ADN mais également de manière 

indirecte via une interaction avec un autre facteur de transcription. Cette régulation pourra 

être positive et induire l’expression de gènes ciblee, mais les RNs peuvent également réprimer 

l’expression des gènes. 

 

1. La transactivation 
 

Le mécanisme de transactivation est régi par la fixation d’un ligand sur le RN. En l’absence 

de ligand, le RN est associé à un complexe répresseur [143]. Ces complexes sont composés de 

sous-unités (SMRT/NCOR2 ; NCOR1) qui vont interagir avec le récepteur gràce à une une 

séquence « L/I-X-X-I/V-I » (L : Leucine, I : Isoleucine, V : Valine, X : n’importe quel acide 

aminé), appelée « CORNR box » [143]. La CORNR box intéragit avec la poche hydrophobe 

du LBD. La fixation d’un ligand sur le RN va engendrer une modification conformationelle 

de la structure du RN. Cela va moduler le positionnenent de l’hélice 12 et occulter l’interface 

de certains sites de fixation des corépresseurs. Les complexes corépresseurs sont construits 

autour des sous unités SMRT ou NCOR autour desquels la machinerie corépressive va 

s’assemblée (HDAC3, GPS2, TBL1). Dans certains cas, la liaison du ligand va suffir à inhiber 

le recrutement des corépresseurs mais généralement le retrait du complexe corépresseur 

nécessite un système actif. La fixation du ligand va permettre la libération du complexe 

corépresseur et le recrutement d’un complexe coactivateur [144]. Ces coactivateurs vont 

permettre le remodelage de la structure de la chromatine, le recrutement et l’assemblage du 

complexe d’initiation de la transcription et de la machinerie nécessaire à la transcription. 

 

Plus de 350 co-activateurs ont été identifiés à l’heure actuelle. Ils possèdent de nombreuses 

activités enzymatiques impliquées dans la régulation de la modification des histones et dans le 
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remodelage de la chromatine, dans l’initiation de la transcritpion, dans l’élongation des 

transcrits d’ARN ou encore dans l’élongation et l’épissage des ARN messager. On distingue 

deux sous-familles de co-activateurs. Les co-activateurs primaires qui vont se lier directement 

avec les RNs au niveau des régions AF-1 et AF-2. Les co-activateurs secondaires vont eux, se 

fixer sur les co-activateurs primaires [145]. 

 

Ils existent plusieurs complexes co-activateurs recrutés par les RNs. Le complexe HAT 

(Histone Acetyl Transferase), dont les co-activateurs SRC (steroid receptor coactivator), CBP 

(CREB-binding protein) ou p300 vont pemettre l’acétylation des histones [146]. Ils se fixent 

généralement sur les RNs via une séquence « LXXLL » (L : Leucine, X : n’importe quel 

acide aminé), appelée « NR box » permettant leur fixation sur le LBD [147]. Leur activité 

d’acétylation des histones joue un rôle important dans la régulation de la transcripiton par les 

RNs. L’acétylation de la partie N-treminale de l’histone H4 va empecher son intercation avec 

le dimère d’histones H2A/H2B et déstabiliser la compaction de la chromatine [148]. 

 

 Le complexe SWI/SNF (Switch/Sucrose Nonfermentable) permet le remodelage de la 

chromatine et augmente l’accessibilité des facteurs de transcripiton et de l’ARN polymérase 

aux promoteurs [149]. Il joue un rôle important dans le remodellage de la chromatine ATP-

dépendant en catalysant la perturbation des intéractions histones-ADN [150]. 

 

Ou encore le complexe TRAP/DRIP (Thyroid Hormone Receptor-associated 

Proteins/Vitamin D Receptor Interacting Protein) qui permet le recrutement de la machinerie 

transcriptionnelle [151]. Il va notamment intéragir directement avec l’ARN polymérase II,  

avec certains facteurs de transcritpion ou encore avec des facteurs d’élongations [152]. 

 

2. La transrepression 
 

Certains RNs vont, en l’absence de ligand, directement réprimer  la transcription des gènes 

via le recrutement d’un complexe corépresseur [153]. D’autres RNs vont réprimer la 

transcription de leurs gènes cibles après le recrutement d’un ligand en se fixant à un élément 

de réponse négatif [154] pour inhiber sa transcription. La levée de la répression peut être 

entraînée par diverses modifications post-traductionnelles (phosphorylation, sumoylation) des 

protéines du complexe corépresseur [144; 155]. 
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Parmi ces corépresseurs, on trouve les histones deacétylases telles que HDAC1 (Histone 

Deacetylase 1), HDAC3, HDAC4, HDAC7 et SIRT1 (Silent Mating Type Information 

Regulation 2 Homolog 1), qui vont déacétyler les histones et entrainer la compaction de la 

chromatine [156; 157]. NCoR (Nuclear Receptor Corepressor) et SMRT (Silencing Mediator 

for RAR and TR) vont lier les RNs et inhiber leur activité transcriptionnelle [158]. Ou encore 

GPS2 et TBLR1 [159]. Ces corépresseurs possèdent une séquence « L/I-X-X-I/V-I » (L : 

Leucine, I : Isoleucine, V : Valine, X : n’importe quel acide aminé), appelée « CORNR box » 

permettant leur fixation sur le LBD en l’absence de ligand [160]. Il existe également des 

corépresseurs qui vont posséder une « NR box », tels que RIP-140 (receptor-interacting 

protein 140) ou LCOR (Ligand Dependent Corepressor) [161; 162] et vont donc s’associer 

aux NRs liés à un agoniste [163]. 

 

Il existe un troisième mécanisme de répression, appelé « transrepression tethering », mettant 

en jeu des RNs activés par un ligand qui vont interagir avec certains facteurs de transcription. 

NFkB, AP-1 (activator protein 1) ou encore STAT (Signal Transducers and Activators of 

Transcription) peuvent voir leur activité transcriptionnelle modulée par une interaction avec 

un RN [164-166]. Cette répression peut se faire par une interaction directe avec le facteur de 

transcription [167], avec des éléments mis en jeu en amont de la voie d’activation de ces 

facteurs [168; 169] ou en remplaçant directement le complexe coactivateur [170]. 

 

3. Régulations non-génomiques des RNs 
 

Les récepteurs nucléaires régulent la transcription des gènes via des mécanismes génomiques 

décrits précedemment. Néanmoins, certains récepteurs nucléaires sont également capables 

d’activer des cascades de signalisation de kinases de façon non-génomique. Plusieurs 

exemples de RNs ayant une activitée non génomique ont été décrits. 

 

Le récepteur aux oestrogènes (ER) et capable d’intéragir avec les complexes Src/p21ras/Erk 

et PI3K/Akt via le domaine SH2 de Src et la sous unité régulatrice de PI3K. L’activation de 

ces cascades de signalisation par ER joue un rôle important dans la prolifération cellulaire du  

cancer du sein et dans la fonction vasculaire [171]. 
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Il a également était mis en evidence que la déxaméthasone, un ligand synthétique du récepteur 

aux glucocorticoïdes (GR), réduit l’activation de la phospholipase A2. Ce mécanisme semble 

être dépendant de GR mais de façon independante d’une régulation de transcription [172]. 

 

Le récepteur nucléaire RAR est présent dans le cytoplasme et dans la membrane plasmique ou 

on le retrouve associé à PI3K ou Src [173]. Une activité non-génomique a été décrite pour 

RAR : au niveau des dendrite neuronaux il va lier l’ARN messager du récepteur au glutamate 

1 et empecher sa traduction [174]. 

 

Concernant les RNs etudiés durant ce projet de thèse, FXR favorise la phosphorylation 

d’AKT (Proteine kinase B) ce qui va entraîner la translocation de GLUT-2 à la membrane 

plasmique et induire une augmentation de la capture du glucose par le pancréas [175]. Il n’y a 

à l’heure actuelle aucune déscription d’effets non-génomiques concernant Rev-Erbα. 

 

IV.  FXR 
 

1. Généralités 
 

Le Farnesoid X Receptor (FXR ; NR1H4) est un membre de la superfamille des RNs, il est 

également appelé le récepteur des acides biliaires [176; 177]. Il a été identifié pour la 

première fois en 1995 comme un RN orphelin chez la souris [178] et chez le rat [179]. Dans 

les premiers travaux effectués sur FXR, une molécule a été identifiée comme étant un ligand 

de FXR chez le rat : le farnesol, ce qui va lui donner son nom : Farnesoid X Receptor [179. 

Plus tard, il a été observé que les acides biliaires sont des ligands de FXR ; il sera alors 

renommé récepteur aux acides biliaires (BAR) [154]; 180]. Depuis, plus de 80 composés ont 

été identifiés comme ligands (naturels ou synthétiques) potentiels de FXR avec des affinités 

plus ou moins importantes. 
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2. Isoformes et distribution 
 

Il existe deux gènes qui codent pour FXR, FXRα (NR1H4) et FXRβ (NR1H5). FXRβ est un 

pseudo gène chez les primates mais il peut être activé (notamment par le lanostérol) chez 

d’autres mammifères [181]. Le gène FXRα est composé de 11 exons et de 10 introns, et deux 

promoteurs situés au niveau de l’exon 1 et de l’exon 3 vont coder pour 4 isoformes : 

respectivement FXRα1, FXRα2 issues du promoteur situé au niveau de l’exon 1 et FXRα3, 

FXRα4 issues du second promoteur [182]. La structure de ces isoformes est très conservée 

entre les espèces [183]. 

 

Chez la souris, les 4 isoformes de FXR sont exprimées de façon importante dans le foie et 

dans l’intestin grêle [183]. On observe une distribution plus contrastée dans les autres tissus ; 

ainsi, dans le cœur, les poumons, le tissu adipeux et dans les glandes surrénales, on retrouve 

FXRα1 et FXRα2 alors que dans l’estomac et dans les reins ce sont les isoformes FXRα3 et 

FXRα4 qui sont présentes. On retrouve également FXR dans le cerveau, le pancréas et dans la 

paroi vasculaire [183; 184]. 

 

Chez l’homme, FXR est exprimé dans le foie, dans les glandes surrénales, dans l’intestin 

grêle, dans le duodénum, dans le colon, dans le cerveau et dans les reins [183; 185]. A la 

différence de la souris, on ne retrouve pas l’expression de FXR dans le cœur et dans les 

poumons chez l’homme. 

 

Enfin, chez le rat, l’expression de FXR est retrouvée dans le foie, dans les reins, dans 

l’intestin et dans les glandes surrénales [186]. 

 

L’expression de FXR peut être modulée par de nombreux facteurs, qu’ils soient 

physiologiques ou pathologiques. Chez les souris diabétiques, l’expression de FXR est 

augmentée [187] alors que chez le rat diabétique l’expression de FXR est diminuée [188]. Ces 

données montrent que, outre le fait qu’une pathologie peut moduler l’expression de FXR, 

cette variation va être dépendante de l’espèce. D’autres pathologies vont également jouer un 

rôle sur l’expression de FXR. Chez des patientes atteintes de choléstase intra-hépatique de 

grossesse, son expression est diminuée, conséquence d’une double mutation dans sa séquence 

[189]. De plus, il a été montré que l’expression de FXR est directement corrélée à 
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l’ATP8B4/FIC1 (une p-type adénosine triphosphatase) [190; 191], la dérégulation de cette 

dernière induisant une cholestase intra-hépatique familiale de type 1. Chez le rat soumis à un 

régime athérogénique riche en lipides et en cholestérol, l’expression de FXR est diminuée en 

comparaison à des rats nourris par un régime standard [192]. Dans les hépatocarcinomes 

humains, l’expression de FXR est également modulée ; on observe une franche diminution de 

son expression, et sa surexpression conduit à une diminution de la prolifération de ces cellules 

cancéreuses, lui conférant un rôle potentiel de biomarqueur de l’hépatocarcinome [193]. 

 

A un niveau physiologique, de nombreux facteurs vont également moduler l’expression de 

FXR. Dans un premier temps, c’est tout simplement lors du développement que son 

expression va varier dans certains tissus. Par exemple, chez le rat, FXR est indétectable dans 

le rein lors du développement embryonaire mais devient exprimé chez l’adulte [192]. De 

manière similaire, l’expression de FXR va augmenter dans l’iléon de rat entre la naissance et 

le stade adulte [194]. FXR étant impliqué dans la régulation de nombreuses voies 

métaboliques (lipides, glucose, acides biliaires), de nombreux facteurs impliqués dans ces 

voies vont pouvoir moduler son expression. Ainsi, une forte concentration en glucose induit 

une augmentation de son expression, quand l’insuline va, elle, provoquer une diminution de 

son expression dans les hépatocytes primaires de rats [188]. Une période de jeûne, qui a 

notamment  pour conséquence d’induire l’expression de PGC1-α (Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma coactivator 1-alpha), va provoquer une augmentation de 

l’expression des isoformes FXRα3 et FXRα4 dans le foie [187]. Au niveau inflammatoire, 

durant la phase aiguë de l’inflammation, l’expression de FXR est diminuée ; l’interleukine-1 

et le TNF-α vont également induire une diminution de son expression [195]. Enfin, la 

glutamine, un acide aminé essentiel dans la croissance rapide des cellules cancéreuses, va 

induire l’expression de FXR dans les cellules HepG2 [196]. 

3. Mode d’action du récepteur nucléaire FXR 
 

FXR est un facteur de transcription qui module positivement ou négativement l’activité 

transcriptionelle de ses gènes cibles. Lorsqu’il est activé par un ligand, FXR va se fixer sur un 

élément de réponse qui lui est propre (FXRE) dans le promoteur de son gène cible. Il existe 

plusieurs type de FXRE potentiel au niveau des promoteurs des gènes cibles, mais il est établi 

que le plus répandu est un FXRE de type IR1 (Inverted repeat de type 1) qui correspond à la 

séquence AGGTCA répétée deux fois et séparée par un nucléotide [178; 197]. Néanmoins, 
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FXR est également capable de se fixer sur des FXRE de type IR-0, des FXRE de type DR-2, 

DR-4 ou DR-5 (Direct Repeat) correspondant à une double répétition de la séquence 

consensus [186] ou encore de type ER-8 (Everted Repeat), correspondant à la répétition 

retournée de la séquence consensus séparée dans ce cas par 8 nucléotides [198]. FXR peut se 

fixer sur ces FXRE en monomère ou en hétérodimère avec RXR. La fixation en hétérodimère 

avec RXR est plus généralement associée à une activation de l’expression du gène cible alors 

que la fixation en monomère est plutôt associée à un effet répresseur de l’activité 

transcriptionelle [199]. FXR peut être sujet à des modifications post-traductionnelles, telles 

que la phosphorylation ou l’acétylation, qui vont moduler son activité. L’acetylation de FXR 

va augmenter sa stabilité mais inhiber son interaction avec RXR, sa liaison à l’ADN et son 

activité transcriptionnelle [200]. La phoshorylation de FXR va ameliorer sa capacité de liaison 

au ligand et augmenter son activité transcritpionnelle [201]. La modulation de l’expression 

transcriptionelle de ses gènes cibles via ce mécanisme est appelée effet génomique. Lors de la 

fixation du ligand, il va y avoir un détachement du complexe corépresseur (CoR), et le 

recrutement de complexes coactivateurs, qui vont permettre le remodelage de la structure de 

la chromatine et le recrutement de l’ARN polymérase II. FXR est également capable de 

réguler indirectement l’expression de certains gènes via l’induction d’autres facteurs de 

transcription. Par exemple, dans le foie, l’activation de SHP (Small Heterodimer Partner) par 

FXR inhibe l’expression de LRH-1 (Liver Receptor Homologue), LXR (Liver X Receptor) et 

HNF-4α (Hepatocyte Nuclear Factor 4 α) [202-204]. 

 

Il existe également des effets de FXR qui sont non génomiques. Par exemple, l’activation de 

FXR favorise la phosphorylation d’AKT (Proteine kinase B) ce qui va entraîner la 

translocation de GLUT-2 à la membrane plasmique, induire une augmentation de la capture 

du glucose par le pancréas et moduler la sécrétion de l’insuline [175]. 
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Figure 7 : Recrutement du ligand dans le LBD chez FXR D’après [205] 

Vue perpendiculaire du domaine de liason au ligand de FXR représenté en violet lors de la liaison avec un 
ligand. L’hélice 12 est représentée en jaune, le ligand (6-EDCA) est representé en vert. 
 

4. Les ligands de FXR 
 

De nombreux ligands ont été identifiés comme pouvant activer FXR ; parmi eux, on va 

retrouver les ligands dit naturels, les ligands synthétiques et les modulateurs sélectifs des 

récepteurs des acides biliaires (SBARM). 

 

a. Les ligands naturels de FXR 
 

La structure chimique des acides biliaires est caractérisée par la présence d’un noyau stéroïde 

et d’une chaîne latérale acide. Ce sont des molécules amphipatiques caractérisées par une face 

concave hydrophile (face α) et une face convexe hydrophobe (face β). La poche hydrophobe 

de liaison au ligand du LBD de FXR va interagir avec les acides biliaires via cette face 

β (Figure 7). La face α va contenir plusieurs groupements hydroxyles qui vont moduler la 

capacité de l’acide biliaire à activer FXR [206]. Les premières études de transfection ont 

initialement identifié le CDCA comme étant le ligand le plus puissant pour FXR 

(EC50=10µM). Le DCA (Acide Déoxycholique) et le LCA (Acide Lithocholique) sont 
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également capables d’activer FXR mais de façon moins importante (EC50=100µM). Les 

acides biliaires hydrophiles comme le CA et le UDCA (Acide Ursodéoxycholique) ne sont 

pas capables d’activer FXR. Les acides biliaires glyco- et tauro- conjugués ne sont pas non 

plus capables d’activer FXR dans ces mêmes études de transfection. Mais lorsque le 

transporteur ASBT (Apical Sodium dependent Bile acid Transporter), protéine indispensable 

à l’absorption des acides biliaires conjugués, est co-transfecté, ces derniers ainsi que le CA 

sont capables d’activer FXR [176]. Par ailleurs, l’affinité du LBD pour le CA est plus forte 

chez la souris que chez l’humain [207] 

. 

La propriété d’un ligand qui va determiner le fait d’être un agoniste plutôt qu’un antagoniste 

est généralement évaluée par le fait d’induire le recrutement d’un co-activateur au niveau du 

LBD. Ainsi, le CDCA et ses dérivés conjugués sont en mesure d’induire le recrutement du co-

activateur SRC-1 au niveau du LBD [177; 180; 208; 209]. A contrario, les DCA, LCA, CA et 

leurs conjugués ne sont pas capables d’induire significativement le recrutement de co-

activateurs au LBD, et ce même à forte concentration. De plus, ils interfèrent avec la capacité 

du CDCA à induire le recrutement de SRC-1, et ce de façon dose dépendente, en liant le LBD 

[177; 208; 210]. Les acides biliaires ne sont pas des ligands spécifiques de FXR et le LCA est 

capable d’activer d’autres RNs comme VDR (Vitamin D Receptor) ou PXR (Pregnane X 

Receptor). L’activation de PXR par le LCA, induit l’expression de gènes permettant de 

réduire la concentration du LCA lui-même, et sert donc de senseur physiologique de la 

quantité de LCA, protégant le foie de la toxicité de cet acide biliaire [211]. L’activation de 

VDR par le LCA conduit à l’expression de la CYP3A, un cytochrome impliqué dans la 

detoxification du LCA au niveau du foie et de l’intestin [212]. 

 

Outre les acides biliaires, il existe d’autres ligands synthétiques comme l’androstérone ou 

l’éthiocholanolone [213; 214]. Les acides gras polyinsaturés tels que l’acide arachidonique ou 

encore l’acide linolénique sont aussi des ligands naturels pour FXR [215]. 

 

b. Les extraits naturels 
 

Le guggulipide, extrait de la résine du Commiphora mukulI , est connu dans la médecine 

traditionnelle indienne pour ses propriétés hypolipémiantes (diminution du cholestérol, des 

LDL et des triglycérides dans le sérum). Le principe actif du guggulipide responsable de ces 
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effets est un mélange d’E- et Z-4,17(20)-pregnadienne-3, 16 dione ou guggulsterone [216]. Il 

a été montré que le guggulsterone est capable d’interagir avec de nombreux RNs de la sous 

famille des RNs endocriniens comme GR (Glucocorticoid Receptor), MR (Mineralocorticoid 

Receptor), AR (Androgen Receptor), PR (Progesterone Receptor),  et ERα (Estrogen 

Receptor α) mais également avec PXR et FXR [216-220]. Des expériences de transfection ont 

montré que le guggulsterone est incapable d’activer FXR, et qu’il est capable d’interférer avec 

l’activation par le CDCA. Il a par ailleurs également été montré que le guggulsterone ne 

permet pas le recrutement de co-activateurs [216; 217]. A contrario, le guggulsterone est 

capable de potentialiser l’augmentation de l’expression de BSEP (Bile Salt Export Pump) 

(gène cible de FXR) induite par CDCA ou le GW4064 [218]. 

 

Il existe d’autres molécules présentes dans des extraits naturels capables de moduler l’activité 

de FXR. Le stigmastérol, un dérivé lipidique du phytostérol, annihile l’induction de 

l’expression de gènes cibles de FXR par un ligand dans les cellules HepG2 [221]. Le 

cafestole, un diterpène isolé à partir d’infusion de café, est capable d’activer FXR et PXR 

dans les cellules HepG2, mais il est incapable d’induire l’expression des gènes cibles 

hépatique de FXR in vivo [222]. Il va par contre activer FGF15 (Fibroblast Growth Factor 15) 

dans l’intestin grêle, et réprimer l’expression de CYP7A1, ce qui va induire une accumulation 

de cholestérol [223]. Le xanthohumole, extrait à partir du houblon, va induire une diminution 

du taux de triglycérides hépatiques dans le sérum chez des modèles animaux diabétiques et 

induire l’expression de BSEP dans une lignée d’hépatome, ce qui en fait un activateur 

potentiel de FXR [224]. Enfin, les sesterterpenes, extraits à partir des éponges marines, 

présentent des propriétés d’antagonistes pour FXR associés pour la plupart à une forte toxicité 

cellulaire [225; 226]. 

 

c. Les ligands synthétiques 
 

Les acides biliaires possédant une sélectivité relativement faible pour FXR, le développement 

de molécules synthétiques ayant une affinité et une sélectivité accrues pour FXR est vite 

apparu essentiel. Le TTNPB, un composé synthétique ayant une faible affinité pour FXR a 

servi de base à la synthèse de différents stilbènes [180; 227-229]. Parmi eux, le GW9047 

présentait une excellente sélectivité mais une faible affinité pour FXR. C’est à partir de ce 

GW9047, en modifiant sa structure, que le GW0464 (3-(2,6-dichlorophenyl)-4-(3’-carboxy-2-
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chloro-stilben-4-yl)-oxymethyl-5-isopropyl-isoxazole), un agoniste puissant et sélectif de 

FXR (EC50=90nM), a été mis au point [204; 228; 230]. Il est devenu le composé « de 

référence », il est actif in vivo et in vitro mais sa biodisponibilité relativement limitée a 

empêché un essai en phase clinique. A nouveau à partir du TTNPB, d’autres composés ont été 

mis au point dans le but d’éviter la fixation au RN RAR, et d’augmenter la sélectivité envers 

FXR : AGN29, AGN31 et AGN 34 [231]. Les composés AGN 29 et AGN31 présentent des 

caractéristiques d’agonistes envers FXR et RXR avec un EC50=1µM alors que AGN34 est un 

antagoniste de FXR et de RXR. Le benzopyrane a également servi de base au développement 

d’agonistes synthétiques pour FXR ; ainsi la fexaramine, EC50=38nM, et la fexarine, 

EC50=36nM, sont également de puissants et sélectifs agonistes pour FXR [232]. Le WAY-

362450 (pyrrole[2,3-d]azepino) est également un puissant agoniste de FXR EC50=5Nm, qui 

possède par ailleurs une excellente biodisponibilité par voie orale [233]. D’autres composés 

synthétiques comme FXR-450 ou le PX20350 sont également des agonistes pour FXR [234]. 

 

L’autre alternative pour la synthèse de composés plus sélectifs envers FXR a été de se servir 

des acides biliaires comme point de départ. Ces derniers ayant comme atout leur 

biodisponibilité. Ainsi à partir du CDCA, et par l’introduction d’un alkyle en position 6, a été 

créé un puissant agoniste pour FXR, le 6α−ethyl-CDCA (6-ECDCA ou INT-747) 

EC50=99nM [209]. Ce dernier est actuellement en phase III d’essai clinique, il présente un 

effet hépato-protecteur dans la nécrose induite par le LCA, dans la fibrose, dans la cholestase 

et protège de la résistance à l’insuline et de la stéatose hépatique chez des rats obèses [209; 

235-237]. 

 

5. FXR et régulation du métabolisme 
 

a. FXR et le métabolisme des acides biliaires 
 

Comme indiqué dans la partie métabolisme des acides biliaires dans le premier chapitre, les 

acides biliaires sont capables de réprimer leur propre synthèse via un mécanisme de 

rétrocontrôle négatif. Cette auto régulation met en jeu FXR. L’enzyme limitante dans la 

synthèse des acides biliaires est la CYP7A1 [24]. Les RNs LRH-1 et LXR sont tous les deux 

des régulateurs positifs de l’expression de CYP7A1 chez la souris [204; 238-240]. Chez 

l’homme, LXR réprime l’expression de CYP7A1 [241]. A la suite d’un repas, les acides 
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biliaires sont relargués de la vésicule biliaire vers le duodenum, puis retournerons dans le foie 

via le cycle entéro-hépatique. L’activation de FXR dans le foie va induire l’expression de 

SHP, qui interagit avec LRH-1 et réprime son activité [204; 242]. Cela va entraîner une 

diminution de l’expression ce CYP7A1 et donc de la synthèse des acides biliaires (FIGURE 

8). FXR va également induire l’expression de FGF15 dans l’iléon chez la souris ; cette 

hormone va être secrétée dans la circulation et rejoindre le foie ou elle va lier FGFR4 

(Fibroblast Growth Factor Receptor 4) et réprimer l’expression de CYP7A1 [243]. Outre 

CYP7A1, CYP8B1 joue également un rôle essentiel dans la synthèse des acides biliaires en 

régulant notamment la synthèse de CA et en contrôlant le ratio CA:CDCA. FXR est 

également capable de réprimer l’expression de CYP8B1 via SHP qui va interagir avec HNF-

4α [244]. Il est a noter que des souris déficientes en LRH-1 montrent une expression réduite 

de CYP8B1 mais pas de CYP7A1, ce qui suggère que LRH-1 est impliqué dans le contrôle de 

la composition du pool d’acide biliaire mais pas dans celui de la taille du pool, qui va être 

régulé par la voie FXR-FGF15 [245; 246]. 

 

Les acides biliaires fraîchement synthétisés vont être conjugués à la taurine ou à la glycine 

avant d’être stockés dans la vésicule biliaire. Deux enzymes interviennent dans ce 

mécanisme : la BACS et la BAAT qui vont respectivement préparer les acides biliaires à la 

conjugaison et les conjuguer à la taurine ou à la glycine [247]. Ces acides biliaires conjugués 

sont des ligands de FXR et vont réguler l’expression de BACS et de BAAT [248]. Ils vont 

ensuite être secrétés dans la vésicule biliaire via deux transporteurs BSEP et MRP2 

(Multidrug Related Protein 2), tous deux induits par FXR. La régulation de ces transporteurs 

par FXR est essentielle dans le maintien de l’homéostasie des acides biliaires et dans la 

prévention d’une accumulation des acides biliaires au niveau hépatique qui serait délétère 

[249]. Des mutations de ces transporteurs conduisent au développement de la choléstase 

[250]. 

 

Une fois secrétée de la vésicule biliaire vers l’intestin pour faciliter l’absorption des 

nutriments lipophiles, les acides biliaires sont réabsorbés dans le sang portal au niveau de la 

partie distale de l’iléon de manière active pour les conjugués et de façon passive et partielle 

pour les non-conjugués. Dans un premier temps, les acides biliaires sont réabsorbés dans les 

entérocytes via ASBT, puis ils sont transportés de la membrane apicale vers la membrane 

basolatérale via IBABP (Intestinal Bile Acid-Binding Protein) [251-254]. Interviennent 

ensuite les transporteurs OSTα et OSTβ (Organic Solute Transpoter α/β) pour la sécrétion 
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vers le sang portal [255]. L’activation de FXR va diminuer l’expression d’ASBT mais 

augmenter celle d’IBABP et d’ OSTα/β, via un mécanisme de régulation direct pour IBABP 

et OSTα/β et via SHP pour ASBT [256-260]. Ce mécanisme de transport actif des acides 

biliaires existe aussi au niveau du canal biliaire et des reins [261; 262]. 

 

Comme décrit précédemment, l’accumulation d’acides biliaires dans des concentrations 

importantes devient toxique pour l’organisme. En plus de réguler leur synthèse, FXR joue 

également un rôle dans le métabolisme et dans l’élimination des acides biliaires. Ainsi, FXR 

est impliqué dans le mécanisme de biotransformation et d’élimination des acides biliaires. La 

première phase de transformation consiste en l’oxydation des acides biliaires, ce qui les rend 

plus polaires. L’enzyme centrale dans ce mécanisme d’oxydation est CYP3A4 chez l’homme 

et Cyp3a11 chez la souris [263]. L’activation de FXR par le GW4064 induit l’expression de 

CYP3A4 dans les HepG2 et de Cyp3a11 chez la souris [264]. La seconde phase consiste en la 

conjugaison des acides biliaires oxydés avec des molécules endogènes dans le but de les 

rendre d’autant plus hydrosolubles, ce qui facilite leur élimination. FXR joue également un 

rôle dans la régulation d’enzymes impliquées dans ces mécanismes de conjugaison [265; 

266]. Finalement, lors d’une accumulation trop importante d’acides biliaires,  FXR va induire 

l’expression d’ OSTα/β, de MRP3 et 4 pour permettre la sécrétion des acides biliaires dans la 

circulation systémique et leur élimination dans l’urine [255]. 
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Figure 8 : FXR et le métabolisme des acides biliaires 

ABs : acides biliaires, ABs conj : acides biliaires conjugués, ASBT : ileal sodium-dependent bile acid 
transporter, BAAT : bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase, BACS : bile acid-CoA synthetase, CYP7A1 : 
cholesterol 7 alpha-hydroxylase, CYP3A4 : cytochrome P450 family 3 subfamily A polypeptide 4, CYP3A11 : 
cytochrome P450 family 3 subfamily A polypeptide 11, CYP8B1 : cytochrome P450 family 8 subfamily B 
polypeptide 1, FGFR4 : fibroblast growth factor receptor 4, FGF15 : fibroblast growth factor 15, FGF19 : 
fibroblast growth factor 19, FXR : farnesoid X receptor, IBABP : intestinal bile acid-binding protein, NTCP : 
sodium-taurocholate cotransporting, polypeptideOSTa/b : organic solute transporter alpha/beta, SHP : small 
heterodimer partner. 
 

b. FXR est le métabolisme des lipides 
 

De par son rôle dans la régulation du métabolisme des acides biliaires, il n’est pas étonnant 

que FXR joue également un rôle dans le métabolisme du cholestérol. Chez les souris 
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déficientes en FXR, le HDL (High Density Lipoprotein) cholestérol, le non-HDL cholestérol 

et les TG sont élevés dans le sérum [230; 267; 268]. L’augmentation du non-HDL cholestérol 

est due aux VLDL ainsi qu’aux LDL et est caractérisée par une augmentation plasmatique de 

la protéine apoB [230; 268]. L’expression hépatique du récepteur aux LDL (LDLR) n’est pas 

modifiée dans ces souris, mais la production de lipoprotéines riches en TG, contenant de 

l’apoB ainsi que l’absorption intestinale de cholestérol sont augmentées [268]. De plus 

l’activation de FXR par un agoniste synthétique, réduit l’absorption intestinale de cholestérol 

de 50% [269]. 

 

L’activation de FXR par le CDCA dans une lignée hépatocytaire humaine induit une 

augmentation de l’expression et de l’activité du LDLR [270; 271]. De plus, FXR va 

augmenter l’activité du LDLR en inhibant l’expression de la PCSK9 (Proprotein Convertase 

Subtilisin/Kexin type 9), qui agit comme un inhibiteur du LDLR [272]. Ces observations 

laissent penser que l’activation de FXR in vivo diminuerait le LDL-cholestérol. Cependant, le 

traitement à base de CDCA chez l’homme ne modifie pas le taux de LDL-cholestérol [273; 

274]. Cela est probablement du à l’inhibition de CYP7A1 par FXR et donc à la baisse de la 

demande en cholestérol pour la biosynthèse des acides biliaires. Ainsi, l’utilisation d’un 

séquestrant des acides biliaires, qui diminue la disponibilité pour FXR de ses ligands 

endogènes, induit une diminution du LDL-cholestérol [275; 276]. Cela va induire une 

augmentation de la synthèse de acides biliaires et une déplétion du cholestérol du réticulum 

endoplasmique, ce qui va induire l’activation de SREBP2 (Sterol Regulatory Element Binding 

Protein 2) qui va augmenter l’expression du LDLR (FIGURE 9) [223; 275]. 

 

L’augmentation du HDL-cholestérol chez les souris déficientes pour FXR est associée à une 

diminution de la recapture du HDL-chloestérol par le foie due à une baisse de l’expression du 

récepteur aux HDL SR-B1 (Scavenger Receptor class B member 1) [268; 269].  L’activation 

de FXR induit une diminution du HDL-cholestérol associée à une augmentation de 

l’expression hépatique de SR-B1 et de l’élimination hépatique du cholestérol [269]. Cette 

modification du taux de HDL-cholestérol par FXR n’est pas dépendante d’apoAI, 

l’expression de cette dernière n’étant modifiée ni par l’activation de FXR ni chez les souris 

déficientes en FXR [268; 269]. FXR induit également l’expression de PLTP (Phospholipid 

Transfert Protein), qui joue un rôle dans le remodelage des HDL [277; 278]. Cela suggère que 

l’activation de FXR favorise le transport inverse du cholestérol, illustré par une diminution du 

HDL-cholestérol. 
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Les souris déficientes pour FXR présentent également une augmentation des taux 

plasmatiques de TG. En l’absence de FXR, la synthèse de lipoprotéines riches en TG au 

niveau hépatique est importante, l’expression d’apoB n’est pas modifiée mais celle de MTP 

(Microsomal TG Tansfert Protein), protéine impliquée dans l’assemblage et la sécrétion des 

VLDL, est diminuée [268]. L’activation de FXR améliore la clairance des TGs plasmatiques 

chez les souris sauvages, mais pas chez les souris déficientes pour FXR, via l’augmentation 

de l’expression d’apoCII et la diminution de l’expression d’apoCIII et ANGPTL3 

(angiopoietin-like 3), respectivement activateur et inhibiteur de la lipoprotéine lipase [279]. 

De plus, l’activation de FXR induit l’expression du récepteur aux VLDL qui contribue à la 

clairance plasmatique des TG [280]. FXR va également inhiber la lipogénèse hépatique en 

réprimant l’expression de SREBP1c via SHP [281]. Chez des souris obèses, l’absence de FXR 

induit une augmentation importante du taux plasmatique de TG [282]. Cette augmentation 

n’est pas accompagnée d’une modification de la production hépatique de VLDL, mais d’une 

diminution de l’expression d’apoCII, ce qui indique une réduction de la clairance des TGs 

[282]. L’activation de FXR par un agoniste naturel ou synthétique, diminue le taux 

plasmatique de TGs dans différents modèles animaux d’obésité [281; 283]. 

 

L’absence de FXR induit une légère stéatose chez les souris non obèses et une augmentation 

importante des TGs hépatiques chez les souris obèses [230; 282]. Son activation va au 

contraire réduire cette stéatose hépatique [187; 281]. Ces observations laissent penser à un 

rôle de FXR dans la progression de la stéatose vers le NASH (Non-Alcoholic Steatohepatitis). 

Ainsi, des souris déficientes à la fois pour FXR et pour le LDLR, soumises à un régime gras, 

développent un NASH accompagné d’une infiltration de cellules inflammatoires et d’une 

accumulation de collagène extracellulaire [284]. L’administration d’un ligand synthétique 

(WAY-362450) de FXR diminue la fibrose et l’infiltration de cellules inflammatoires chez 

des souris sous régime MCD (Methionine- and Choline-deficient Diet), régime induisant le 

NASH [285]. L’administration d’INT-747 chez l’humain (durant la Phase II de l’essai 

clinique du composé), induit une amélioration de la sensibilité à l’insuline, et réduit les 

marqueurs de l’inflammation ainsi que la fibrose chez des patients atteints de diabète de type 

II et de NAFLD  [286]. 
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Figure 9 : FXR et le métabolisme des lipides 

ABs : acides biliaires, ANGPTL3 : angiopoietin-like 3, ApoCII : apolipoprotein CII, ApoCIII : apolipoprotein 
CIII, CYP7A1 : cholesterol 7 alpha-hydroxylase, CYP8B1 : cytochrome P450 family 8 subfamily B polypeptide 
1, FGFR4 : fibroblast growth factor receptor 4, FGF15 : fibroblast growth factor 15, FGF19 : fibroblast growth 
factor 19, FXR : farnesoid X receptor, MTP : Microsomal triglyceride transfer protein,PLTP: Phospholipid 
transfer protein, SHP : small heterodimer partner, SRB-1 : Scavenger receptor class B member 1, SREBP-1c : 
Sterol Regulatory Element-Binding Proteins 1c, VLDL : very low density lipoprotein, VLDL-R : VLDL 
receptor. 
 

c. FXR et le métabolisme du glucose 
 

L’expression de FXR et de CYP7A1 est augmentée par le glucose et diminuée par l’insuline. 

De plus, le profil des acides biliaires est altéré par le diabète [188; 276]. Cela met en évidence 

un lien entre FXR et le métabolisme du glucose (Figure 10). 

 

FXR régule l’expression de PEPCK et de la G6Pase, mais les résultats sont assez 

contradictoires [287; 288]. L’activation de FXR dans des hépatocytes primaires de rat induit 

l’expression de la PEPCK et la sortie du glucose [288]. Le traitement par le CA diminue 

l’expression de nombreux gènes de la néoglucogenèse tels que PGC-1α, PEPCK et la G6Pase 

ainsi que le taux de glucose sanguin en période de jeûne chez la souris sauvage, mais pas chez 
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les souris déficientes en FXR ou en SHP [289]. Chez les souris déficientes en FXR, on 

observe une induction plus rapide de l’expression des gènes de la glycolyse et de la 

lipogenèse suite à une période de jeûne suivie par par une réalimentation avec un régime riche 

en carbohydrates [287]. Son activation va conduire à une diminution de l’induction de 

l’expression de gènes induits par le glucose [287]. L’absence de FXR est également associée à 

un retard de l’absorption du glucose au niveau intestinal [290]. 

 

La déficience en FXR amène également une résistance à l’insuline [187; 267; 289]. FXR est 

connu pour jouer un rôle dans le maintien de la différenciation et de la fonction des 

adipocytes, ce qui pourrait expliquer le rôle de FXR dans le maintien de la sensibilité à 

l’insuline [267; 291; 292]. De plus, la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans les îlots 

pancréatiques est fortement affaiblie chez les souris déficientes en FXR [293]. FXR, via une 

augmentation de l’expression du facteur de transcription KLF11 (Kruppel-like Factor 11), 

induit l’expression de l’insuline de manière glucose-dependante [175]. Enfin, FXR augmente 

la sécrétion d’insuline en renforçant la translocation du transporteur GLUT2 et ce par un effet 

non-génomique via la phosphorylation d’Akt [175]. 

 

Les effets des ligands de FXR sur l’homéostasie du glucose sont nettement moins clairs. 

Ainsi, plusieurs papiers ont montré que l’activation de FXR chez des souris db/db ou ob/ob 

diminue l’expression des gènes de la néoglucogenèse et améliore l’hyperglycémie ainsi que la 

résistance à l’insuline [187; 267], alors qu’une autre équipe a montré que l’activation de FXR 

par le GW4064 chez des souris dont l’obésité est induite par un régime spécifique, va 

augmenter l’intolérance au glucose et ce par une réduction du pool d’acides biliaires [294]. 

L’administration d’acides biliaires pour restaurer le pool initial va contrer les effets néfastes 

du traitement par le GW4064 [294]. En accord avec cette dernière étude, la déficience en FXR 

protège contre l’obésité qu’elle soit induite génétiquement ou par un régime spécifique, et 

améliore l’homéostasie du glucose en augmentant la clairance du glucose au niveau 

périphérique et la sensibilité à l’insuline du tissu adipeux [282]. Par ailleurs, la déficience en 

FXR spécifiquement dans le foie n’apporte pas d’effet protecteur, ce qui met en évidence 

l’importance de FXR extra-hépatique [282]. 

 

Malgré la contradiction de certains résultats, l’implication de FXR dans la régulation du 

métabolisme du glucose est évidente. Mais d’un point de vue purement pharmacologique, il 
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n’est pas aisé de faire la part des choses en vue d’une amélioration via l’activation ou 

l’inhibition de FXR d’un métabolisme du glucose qui serait altéré. 

 

 

 

Figure 10 : FXR et le métabolisme du glucose 

AGL : acides gras libres, FXR : farnesoid X receptor, G6Pase : glucose-6-phosphatase, PEPCK : 
phosphoénolpyruvate carboxykinase, SHP : small heterodimer partner, TGs : triglycérides. 
 

d. FXR et l’inflammation 
 

Outre son rôle dans les métabolismes des acides biliaires, des lipides et du glucose, il a été 

récemment mis en évidence un rôle anti-inflammatoire de FXR. Ainsi, l’activation de FXR 

par l’agoniste synthétique WAY-362450 diminue l’inflammation et la fibrose au niveau 

hépatique chez un modèle murin de NASH induit par un régime spécifique [285]. De même, 

l’activation de FXR par le CDCA chez des souris traités par du LPS (Lipopolysaccharide), 

induit une diminution de l’expression de gènes de l’inflammation tels que IL-6 (Interleukin-

6), TNF-α et ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) et inhibe la voie STAT3, apportent 
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donc un effet bénéfique sur l’inflammation et les dommages subit par le foie [285]. Les  

souris déficientes pour FXR vont présenter des taux élevés de marqueurs inflammatoires 

comme l’interferon-γ, TNF-α et IL-1β et sont plus sujettes au développement de tumeurs 

hépatiques [295; 296]. D’autres travaux ont également montré un effet anti-inflammatoire de 

FXR au niveau d’autres tissus tels que l’intestin [297-299]. 

 

Ainsi, ces récentes publications attestent d’un rôle pour FXR au sein du mécanisme de 

l’inflammation. 

 

e. FXR et l’athérosclérose 
 

Chez des modèles murins de développement de l’athérosclérose, la déficience en FXR donne 

des effets contradictoires selon le modèle et le genre. Ainsi, la double déficience FXR/apoE 

chez des souris soumises à un régime athérogène, accentue la sévérité du développement de 

l’athérosclérose et augmente le taux de mortalité [300]. Inversement, l’absence de FXR chez 

des souris déjà déficientes pour le LDLR, apporte un effet protecteur face à l’athérosclérose 

[301; 302]. L’effet positif de l’activation de FXR sur le développement de la plaque 

d’athérosclérose semble du à une amélioration du profil lipidique [303-305]. 

 

FXR est exprimé dans plusieurs types cellulaires constituant les vaisseaux sanguins, 

notamment dans les CMLV (Cellules Musculaires Lisses Vasculaires) des artères coronaires 

et de l’aorte [306]. Chez le rat, l’activation de FXR au sein de ces cellules accroît l’apoptose 

et diminue l’inflammation et la migration des CMLV, ce qui va atténuer le remodelage 

vasculaire et le développement de l’athérosclérose [306; 307]. FXR va par ailleurs activer la 

transcription d’AT2R (Angiotensin Type 2 Receptor). Cela va prévenir la formation de la 

néo-intima dans l’artère carotidienne de rat suite à une lésion et jouer un rôle dans l’effet 

hypotenseur induit par les bloqueurs d’AT1R (Angiotensin Type 1 Receptor) et dans les effets 

cardioprotecteurs induits pas les ligands de PPARγ [308-311].  

 

FXR est également exprimé dans les cellules endothéliales où son activation régule la tension 

vasculaire en augmentant l’expression d’eNOS (Endothelial Nitric Oxide Synthase) et la 

production du vasodilatateur NO (Nitrogen Oxide) tout en réprimant l’expression du 

vasoconstricteur ET-1 (Endothelin-1) [312-314]. FXR stimule également le catabolisme de 



 52 

l’ADMA (Asymmetric Dimethylarginine) circulante, un inhibiteur endogène de la NO 

synthase [315; 316]. Il est à noter qu’une diminution de la sensibilité des CMLV au NO a été 

mise en évidence chez le lapin à la suite d’une stimulation chronique de FXR [317]. 

Globalement, l’activation de FXR semble apporter un effet protecteur face à la formation de 

la plaque d’athérosclérose. 

 

f. FXR et le NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) 
 

Les rôles de FXR dans le métabolisme des lipides ainsi que dans le processus inflammatoire 

laissaient à penser que FXR pourrait jouer un rôle dans le développement du NAFLD. Outre 

une accumulation des TGs au niveau hépatique chez les souris déficientes pour FXR, 

l’absence de FXR associée à celle du LDLR chez des souris soumises à un régime gras 

aboutit à une stéatose importante, une infiltration de cellules inflammatoires ainsi qu’une 

fibrose qui sont des signes évidents de NASH [284]. De plus, chez des patients atteints de 

NAFLD, l’expression hépatique de FXR est sensiblement diminuée [318]. Une étude plus 

récente a d’ailleurs mis en évidence un lien étroit entre la concentration plasmatique en acides 

biliaires et la sévérité du NAFLD [319]. 

 

L’activation de FXR par le WAY-362450 induit une diminution de l’inflammation au niveau 

hépatique, de la fibrose et des taux d’ALT (Alanine Aminotransferase) et d’AST (Aspartate 

Aminotransferase) chez des souris soumises à un régime MCD ; ces effets ne sont pas 

retrouvés chez des souris déficientes pour FXR [243; 285]. Le traitement par l’INT-747 de 

rats zucker fa/fa induit une amélioration de la résistance à l’insuline et de la stéatose hépatique 

[235]. Ce composé est actuellement en phase d’essai clinique. La phase II de l’essai a montré 

chez des patients atteints de diabète de type II et de NAFLD, une chute des taux plasmatiques 

d’ALT et de GGT (γ-glutamyltransferase) suggérant une diminution de l’atteinte hépatique 

[286; 320]. La fibrose hépatique, très courante chez ces patients, est également diminuée par 

le traitement et l’on observe une diminution du taux d’acide hyaluronique et de TIMP-1 

(Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1) [286; 320]. La phase IIb de l’étude clinique chez les 

patients atteints de NASH est actuellement en cours. 
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V. Rev-Erb-αααα 
    

1. Généralités 
 

Rev-Erbα (NR1D1) est, comme FXR, un membre de la famille des RNs. Il a été découvert en 

1989 et il fut l’un des tout premiers RN orphelin a avoir été décrit [321; 322]. Rev-Erbα est 

reconnu comme étant le premier membre d’une sous-famille de RNs incluant Rev-Erbβ [323; 

324] ainsi que la famille des ROR (Retinoid-related Orphan Receptor) [325]. Les RNs Rev-

Erbα et Rev-Erbβ ont longtemps étaient considérés comme de véritable RNs orphelins, mais 

cette idée a été remise en cause par la découverte de l’hème comme ligand naturel de ces 

récepteurs [326; 327]. L’extinction de son expression chez la souris conduit à un phénotype 

léger où l’on observe quelques anomalies de la reproduction et un léger retard du 

développement cérébral qui est transitoire [328]. Ces souris présentent également une 

modulation de leur rythme circadien, avec une période diminuée de 0.5 heure et une 

sensibilité accrue au décalage de phase du rythme induit par une exposition à la lumière [329]. 

 

2. Isoformes et distribution tissulaire 
 

Le gène codant pour Rev-Erbα se situe sur le chromosome 17, sa partie terminale 3’ 

chevauche sur 269 nucléotides le gène ΤRα2 (Thyroid Receptor α) [322]. Le gène codant 

pour Rev-Erbβ est lui situé au niveau du chromosome 3. Il existe également un homologue de 

Rev-Erbα  chez la drosophile appelé E75, également capable de lier l’hème (Figure 11) [330]. 

Rev-Erbα est exprimé dans de nombreux tissus tels que le foie, le cerveau, le tissu adipeux, 

les cellules musculaires lisses ou encore dans le muscle squelettique [323; 324; 331-333]. 
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Figure 11 : Comparaison de la structure des RNs Rev-Erb α, α, α, α, Rev-Erbβ β β β et E75 D’après 

[334] 

DBD : DNA binding domain, LBD : lingand binding domain, les lettre de A à F indiquent les différents 
domaines décrits dans le paragraphe de généralités sur les RNs, dE75 : Drosophila melanogaster E-75. 
 
 

3. Mode d’action du récepteur nucléaire Rev-Erbαααα 
 

De nombreux RNs vont activer l’expression de leurs gènes cibles en présence d’un ligand 

(naturel ou synthétique) dont la liaison avec le RN va induire un changement de conformation 

permettant l’interaction avec un complexe coactivateur [146]. En absence de ligand, ces RNs 

vont généralement réprimer l’expression de leurs gènes cibles via le recrutement de 

corépresseurs [143]. Le changement conformationnel majeur suite à la liaison du ligand va 

être un mouvement de l’hélice, située au niveau C-terminal, appelé H12. Ce changement de 

conformation va notamment permettre de stabiliser la liaison avec le ligand [335]. Cette 

hélice H12 est fondamentale dans la liaison avec le complexe coactivateur [336] et forme une 

partie de la surface de liaison du complexe coactivateur avec le RN [337; 338]. L’autre partie 

de liaison du complexe coactivateur sert également de surface de liaison pour le complexe 

corépresseur [143; 339-341]. La délétion de cette hélice H12 empêche la liaison du ligand au 

RN et augmente de façon significative la liaison du complexe corepresseur avec, par exemple, 

RAR ou RXR [342]. Pour sa part, Rev-Erbα ne possède pas d’hélice H12 et est un puissant 

répresseur de la transcription [343]. 

 

Rev-Erbα reconnaît une séquence hexamèrique spécifique (RevRE) : A/GGGTCA suivie 

d’une séquence riche en nucléotides A/T en 5’ [344]. Rev-Erbα se lie sur ces RevRE en 

monomère et uniquement si la séquence riche en A/T est présente [343]. Le RN ROR est 

également capable de lier cet élément de réponse (également appelé RORE) et entrer en 

compétition avec Rev-Erbα, ce dernier réprimant la transcription quand ROR l’active [325; 
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331; 343; 345]. Des analyses structurelles ont montré que la partie C-terminale du DBD de 

Rev-Erbα interagit avec la séquence riche en A/T du RevRE [346]. 

 

Rev-Erbα est également capable de se fixer sur la séquence A/GGGTCA répétée deux fois de 

façon directe et espacée par 2 nucléotides. A la différence de beaucoup d’autre RNs, Rev-

Erbα  ne va pas former un hétérodimère avec RXR pour se fixer sur ce RevDR2 mais il va se 

fixer en homodimère et ce seulement si ce DR2 est suivi d’une séquence riche en A/T en 5’ 

[343]. Dès lors qu’il se fixe sur l’ADN, Rev-Erbα interagit de manière importante avec NCoR 

(Nuclear Receptor CoRepressor) [143; 347; 348]. L’extinction de l’expression de NCoR 

diminue sensiblement l’activité répressive de Rev-Erbα [349]. L’histone déacetylase de classe 

1, HDAC3, interagit stablement avec NCOR [159; 350], et se trouve être la HDAC majeure 

associée avec NCOR [351]. Cette histone déacetylase est indispensable à l’activité répressive 

de Rev-Erbα [351] ; elle est recrutée par Rev-Erbα au niveau de ses gènes cibles [352]. 

 

4. Ligands et modulation de l’activité de Rev-Erbα α α α  
 

L’hème a été identifiée comme un ligand naturel de Rev-Erbα. Sa fixation va induire une 

augmentation du recrutement de NCoR, stabiliser l’interaction, et induire une augmentation 

de la répression de Rev-Erbα sur ses gènes cibles [326; 327]. La déplétion du stock 

intracellulaire d’hème va conduire à la perte de l’interaction entre NCoR et Rev-

Erbα [326]. L’hème interagit directement avec Rev-Erbα. Cette interaction est spécifique, 

saturable, réversible et fonctionnelle [326; 327]. De façon intéressante, la quantité d’hème 

intracellulaire oscille et pourrait moduler l’activité transcritpionnelle répressive de Rev-Erbα. 

Des ligands synthétiques ont été également développés. Le GSK4112 (1,1-dimethylethyl N-

[(4-chlorophenyl)methyl]-N-[(5-nitro-2-thienyl)methyl]glycinate) (EC50=250nM) augmente 

le recrutement de NCoR et de HDAC3 et l’activité répressive de Rev-Erbα [353; 354]. Ce 

composé induit un décalage du rythme circadien in vivo. Les SR9009 et SR9011 

(EC50=670nM et EC50=790nM) vont également induire une augmentation du recrutement de 

NCoR et augmenter l’activité répressive de Rev-Erbα sur certains de ses gènes cibles [355].  
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Rev-Erbβ est également capable de lier l’hème. Cette liaison est sensible à la présence de 

monoxyde d’azote [356; 357]. Il n’est pas clair que ce rôle du monoxyde d’azote soit valable 

pour Rev-Erbα. 

 

5. Régulation de la stabilité de Rev-Erbαααα 
 

La quantité de Rev-Erbα au niveau cellulaire va également jouer un rôle central dans 

l’activité répressive de Rev-Erbα sur ces gènes cibles. Rev-Erbα peut être phosphorylé. Cette 

phosphorylation module la quantité de Rev-Erbα au niveau protéique. Le niveau protéique de 

Rev-Erbα est régulé via sa phosphorylation par la GSK3β (Glycogen synthase kinase 3 beta), 

qui va inhiber la dégradation de Rev-Erbα par le protéasome [358]. Cette phosphorylation 

stabilise la protéine Rev-Erbα, la phosphorylation de la serine 9 de la GSK3β va inhiber son 

activité enzymatique, et conduire à l’ubiquitination de Rev-Erbα et à sa dégradation par le 

protéasome 26S [359-361]. Il est intéressant de noter que la stabilisation de Rev-Erbα par la 

GSK3β est en opposition avec le fait habituellement admis que la phosphorylation de son 

substrat conduit à sa dégradation par le protéasome [362]. 

 

6. Rev-Erbα α α α et le rythme circadien 
 

Il est établi que le rythme circadien d’une période de 24h est présent dans la quasi-totalité du 

règne animal [363]. Chez les mammifères, ce rythme circadien joue un rôle fondamental dans 

la régulation de multiples aspects physiologiques et du comportement, tels que le cycle 

veille/sommeil, la pression artérielle, la température corporelle, et le métabolisme. La 

dérégulation de ce rythme circadien conduit à une augmentation du risque de développement 

de nombreuses maladies, comme le cancer, les maladies métaboliques, ou encore les maladies 

mentales [364]. Au niveau cellulaire, ce rythme est assuré et régulé  grâce à la transcription de 

gènes appelés gènes de l’horloge. Le cycle démarre quand deux protéines, BMAL1 (Aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator-like) et CLOCK (Circadian Locomotor Output 

Cycles Kaput), s’hétérodimérisent et activent un certain nombres de gènes du rythme 

circadien comme Per (Period) et Cry (Cryptochrome), qui, à leur tour, répriment l’activité du 

complexe BMAL1/CLOCK, et forme une boucle autorégulatrice [365]. 
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La transcription de Rev-Erbα est également activée par le complexe BMAL1/CLOCK, 

induisant une seconde boucle de régulation, Rev-Erbα inhibant l’expression de BMAL1. Rev-

Erbα se fixe en homodimère sur le promoteur de BMAL1 et recrute le complexe 

NCoR/HDAC3, induisant une répression de son expression [352]. En réprimant l’expression 

de BMAL1, Rev-Erbα joue un rôle important entre les boucles de régulation positive et 

négative de la régulation du rythme circadien. Les souris n’exprimant pas Rev-

Erbα présentent un rythme circadien avec une période réduite de 0.5h en comparaison à des 

souris normales [329]. La phosphorylation de Rev-Erbα par GSK3β est également impliquée 

dans l’initiation et la synchronisation de l’horloge circadienne cellulaire [358]. Il est par 

ailleurs intéressant de remarquer que le lithium, traitement utilisé dans le cas de désordre 

bipolaire qui affecte également le rythme circadien, est un puissant inhibiteur de la GSK3β ce 

qui induit la dégradation par le protéasome de Rev-Erbα et augmente l’expression de gènes 

cibles de Rev-Erbα tels que BMAL1 [358; 366]. Ainsi, l’inhibition de la GSK3β conduit à 

une réduction de la période du rythme circadien similaire à celle observée chez les souris dont 

l’expression de Rev-Erbα a été éteinte [367]. 

 

L’une des caractéristiques majeures de Rev-Erbα est sa régulation circadienne, que ce soit in 

vitro dans des fibroblastes synchronisés à l’aide d’un choc-sérum [368], ex vivo en culture 

primaire d’hépatocytes de rats [369], ainsi qu’in vivo dans le cerveau, le foie, le muscle, le 

pancréas et le tissu adipeux [369-373]. La quantité d’hème intracellulaire, ligand de Rev-

Erbα, varie de façon circadienne ; l’ALAS1 (Delta-aminolevulinate synthase 1) qui est 

l’enzyme limitante de sa synthèse etant régulé suivant le ryhtme circadien [374].Ces 

constatations apportent un poids supplémentaire au concept de la régulation circadienne de 

Rev-Erbα. 

 

7. Rev-Erbαααα et régulation métabolique 
 

Rev-Erbα est exprimé dans de nombreux tissus impliqués dans différentes voies métaboliques 

tels que le tissu adipeux, le foie, le pancréas et le muscle [332; 375]. Il va moduler le 

métabolisme des lipides, du glucose, des acides biliaires, l’adipogénèse et jouer un rôle dans 

la réaction inflammatoire, tout en étant exprimé de façon circadienne. Ainsi, entre 2 et 15% de 

la totalité des gènes exprimés suivent une régulation circadienne, dont un nombre important 
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impliqués dans le métabolisme énergétique, pointant le lien entre rythme circadien et 

métabolisme [373; 376; 377]. De plus, la dérégulation du rythme circadien entraîne des 

dysfonctions métaboliques, les personnes occupant un travail de nuit étant plus sujettes à 

développer de l’obésité, du diabète et à souffrir du syndrome métabolique [378-380]. Les 

mécanismes impliqués dans ces dysfonctionnements sont inconnus, mais la perturbation du 

rythme circadien chez la souris entraîne une altération du métabolisme des lipides et du 

glucose [381-385]. 

 

a. Rev-Erbα α α α et le métabolisme des lipides 
 

Rev-Erbα réprime l’expression de l’apolipoprotéine A-I dans le foie, un constituant majeur 

des lipoprotéines de haute densité chez le rat [386].  Elle réprime également l’expression de 

l’apolipoprotéine C-III (apoC-III), une apolipoprotéine impliquée dans le métabolisme des 

lipoprotéines riches en triglycérides dont l’expression est corrélée au risque de développement 

de maladies cardiovasculaires [387; 388]. De plus, les souris n’exprimant pas Rev-

Erbα montrent un niveau d’expression élevé d’apoC-III, une augmentation du taux de 

triglycérides plasmatiques ainsi qu’une élévation du nombre de particules de VLDL riches en 

triglycérides [387]. Ces apolipoprotéines sont également régulées par RORα, ce dernier 

activant leur expression quand Rev-Erbα la réprime, apportant un exemple au cross-talk entre 

ces deux RNs [389]. Rev-Erbα contrôle également la modulation circadienne de l’activité de 

SREBP, et indirectement l’expression de gènes cibles de SREBP impliqués dans le 

métabolisme du cholestérol et des lipides [390]. On observe chez des souris déficientes pour 

Rev-Erbα une augmentation de lipogenèse hépatique de novo, et un développement de la 

stéatose hépatique. En effet, ces souris présentent une élévation du taux de lipides au niveau 

hépatique et le taux de triglycérides dans le foie est multiplié par 2 en comparaison des souris 

contrôles [391]. Rev-Erbα pourrait également jouer un rôle dans la répression de l’expression 

de Elovl3, un gène codant pour une élongase des acides gras à chaîne longue [392]. Chez des 

souris déficientes en Rev-Erbα soumises à un régime alimentaire normal, on observe une 

augmentation de l’adiposité (multiplié par 2.5) [393]. Un régime riche en graisse chez ces 

mêmes souris va exacerber ces dérégulations du métabolisme avec notamment une 

modification de l’expression de facteurs lipogèniques. Ainsi, la lipoprotéine lipase, qui joue 

un rôle essentiel dans le stockage et l’utilisation des lipides par le métabolisme, voit son 

expression augmentée en période nocturne dans le foie et constitutivement (multiplié par 2) 
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dans le muscle et le tissu adipeux chez ces souris déficientes pour Rev-Erbα [393].  De plus, 

il a été montré que cette augmentation de la lipogenèse hépatique chez les souris déficientes 

pour Rev-Erbα a lieu durant la période diurne. Cela pointe l’importance du remodelage 

circadien épigénomique dicté par Rev-Erbα dans la répression de la lipogenèse hépatique de 

novo durant cette période diurne [394]. Enfin, Rev-Erbα est également exprimé dans le 

muscle squelettique, ou il joue un rôle sur la capacité oxydative du muscle, et pourrait donc 

potentiellement affecter le métabolisme lipidique aérobie [395]. La déficience en Rev-Erbα 

induit également une augmentation de l’autophagie dans le muscle squelettique, ce qui 

contribue à une diminution du nombre de mitochiondries [395]. 

 

b. Rev-Erbα α α α et le métabolisme du glucose 
 

Rev-Erbα influence également la synthèse de novo de glucose. En effet, il a été montré que la 

fixation de l’hème sur Rev-Erbα  réprime le gène de la gluconéogenèse Pepck in vitro dans la 

lignée d’hépatome humaine HepG2 [327]. Rev-Erbα va également réprimer un second gène 

impliqué dans la néoglucogenèse, la G6Pase, dans les hépatocytes [327]. Plus récemment, il a 

été montré que ce rôle de répression de Rev-Erbα sur ces deux gènes de la néoglucogenèse 

fait entrer en jeu l’apolipoprotéine A-IV. Rev-Erbα et l’apolipoprotéine A-IV sont capables 

de former un complexe protéique et de se fixer sur le promoteur de la G6Pase et de la Pepck 

pour induire une répression de leur expression [396]. Rev-Erbα réprime donc, à travers la 

régulation de ces deux gènes, la synthèse de glucose hépatique. Néanmoins, des souris 

déficientes ou surexprimant Rev-Erbα ne présentent pas d’altération d’expression de ces 

gènes néoglucogeniques et semblent présenter une tolérance au glucose normale [393]. 

 

c. Rev-Erbα α α α et l’adipogenèse 
 

L’altération du rythme circadien par un travail de nuit ou des troubles du sommeil, entraîne 

une augmentation de la masse corporelle ainsi que des modulation dans le métabolisme du 

tissu adipeux [397]. L’expression de Rev-Erbα cycle de façon circadienne dans le tissu 

adipeux [372], et son expression est induite durant l’adipogenèse [398]. La surexpression de 

Rev-Erbα dans une lignée de préadipocytes (3T3L1) stimule leur différenciation en 

adipocytes matures et induit le stockage lipidique [399; 400]. Ce rôle de Rev-Erbα dans les 
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3T3L1 est potentialisé par le traitement d’un agoniste de PPARγ, la rosiglitazone [400]. Bien 

que Rev-Erbα soit indispensable à l’initialisation de l’adipogénèse, sa degradation par le 

protéasome l’est tout autant dans la finalisation de la differentiation des préadipocytes en 

adipocytes. En effet, l’utilisation d’un mutant resistant à la dégradation par le protéasome, 

empêche la différentiation d’arriver à son terme [399]. Ces résultats suggèrent que Rev-

Erbα joue un rôle de lien entre l’adipogenèse et l’horloge interne, et pourrait donc être 

impliqué dans la relation bien connu entre trouble du sommeil et augmentation de la masse 

corporelle. 

 

d. Rev-Erbα α α α et le métabolisme des acides biliaires 
 

L’enzyme Cyp7A1 (Cholesterol 7α−hydroxylase), qui est la première enzyme de la voie 

principale de la synthèse des acides biliaires, a son expression qui varie selon le cycle 

jour/nuit avec une forte expression durant la nuit [401]. Rev-Erbα régule l’expression de SHP 

et module donc l’expression de Cyp7A1 en modulant de manière circadienne l’expression de 

deux régulateurs de Cyp7A1 : SHP et E4BP4 [402]. Rev-Erbα pourrait aussi réguler Cyp7A1 

de manière indirecte via  la stimulation de LXRα par les oxystérols qui seront produits de 

manière cyclique [390]. De plus, les souris déficientes pour Rev-Erbα présentent une baisse 

importante de la quantité d’acides cholique et déoxycholique au niveau de la vésicule biliaire 

[390]. 

 

e. Rev-Erbα α α α et inflammation 
 

Rev-Erbα est exprimé dans certains types cellulaires du système immunitaire tels que les 

macrophages, ainsi que dans différents types cellulaires de la paroi vasculaire [333; 403]. 

Rev-Erbα va augmenter l’activation de NF-κB induite par TNF-α dans les cellules 

musculaires lisses induisant une augmentation de l’expression de l’interleukine-6 pro-

inflammatoire et de la cyclo-oxygenase 2 [333]. De plus, des souris dont le rythme circadien 

est décalé sont plus susceptibles de développer de l’athérosclérose ou une inflammation de la 

paroi vasculaire lorsqu’elles sont soumises à un régime riche en graisse [404]. Il a également 

été montré que l’expression de Rev-Erbα est induite par LXRα lorsque celui-ci est activé par 

un ligand synthétique dans les macrophages [405]. La surexpression de Rev-Erbα dans ces 
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macrophages va réprimer l’expression de TLR-4 (Toll Like Receptor 4) induite par 

LXRα, alors que son extinction va induire l’expression de TLR-4 [405]. Cela met en évidence 

l’existence d’une boucle régulatrice entre LXRα et Rev-Erbα au niveau de la régulation de 

l’expression de TLR-4 par LXRα. Rev-Erbα est également capable de reprimer l’expression 

de gènes dans les macrophages en inhibant la transcription des eARN (enhancer derived 

RNAs) [406]. 

 

f. Rev-Erbα α α α et fonctions cardiovasculaires    
 

De nombreuses composantes du système cardiovasculaire sont soumises à un rythme 

circadien. Ainsi, la pression sanguine ou encore la fréquence cardiaque vont suivre le rythme 

circadien [407]. De plus, l’infarctus du myocarde observe une prévalence accrue dans la 

matinée. Comme mentionné précédemment, Rev-Erbα joue un rôle dans le métabolisme des 

lipoprotéines riche en triglycérides, facteur de risque dans le développement de 

l’athérosclérose [387]. Rev-Erbα joue également un rôle au niveau inflammatoire en 

réprimant l’induction de TLR-4 dans les macrophages de la paroi vasculaire [405] suggérant 

un potentiel rôle anti-inflammatoire dans l’athérosclérose. Il a également été montré que Rev-

Erbα réprime l’expression de PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) [408]. PAI-1 est un 

inhibiteur de la fibrinolyse et donc un facteur de développement thrombotique [409]. 

 

C. La O-GlcNAcylation 
 

Les protéines peuvent être soumises à un certain nombre de modifications post-

traductionnelles (MPT). Elles consistent en une modification chimique de la protéine, le plus 

souvent assurée par une enzyme. Il existe un nombre important de MPTs différentes qui 

peuvent soit modifier la structure de la protéine (clivage, pont di-sulfures), ajouter un groupe 

fonctionnel (acétylation, glycosylation, phosphorylation, alkylation, hydroxylation…) ou un 

groupement peptidique (sumoylation, ubiquitination, neddylation…). Ces MPTs permettent 

de modifier la localisation cellulaire de la protéine, de favoriser son adressage au protéasome 

et donc sa dégradation, d’améliorer sa stabilité, de modifier son état d’activation ou encore de 

moduler son interactivité que ce soit avec d’autres protéines ou avec l’ADN. Ces MTPs vont 

entrer en jeu dans de nombreuses voies de signalisation et jouent donc un rôle essentiel au 
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sein de la cellule. Lors de ce projet de thèse, nous nous sommes intéressés à la régulation 

éventuelle de ces MPTs par les RNs et plus particulièrement du rôle de Rev-Erbα dans la 

régulation de la O-N-Acétylglucosaminylation ou O-GlcNAcylation. 

 

I. Généralités 
 

La O-GlcNAcylation a été mise en évidence au début des années 1980 dans des travaux qui 

portaient sur les lymphocytes [410]. Elle est très conservée et retrouvée dans de nombreux 

organismes [411-413]. Des centaines de protéines impliquées dans de nombreuses fonctions 

et voies cellulaires, qu’elles soient nucléaires ou cytoplasmiques, sont O-GlcNAcylées 

(Figure 12). Ainsi, différents types de protéines tels que des kinases, des facteurs de 

transcription ou encore des protéines chaperonnes [414-416] impliquées dans de nombreux 

processus biologiques comme la régulation du cycle cellulaire, du rythme circadien, ou encore 

dans de nombreuses voies métaboliques, vont être O-GlcNAcylées [417-419]. En outre, la 

dérégulation de la O-GlcNAcylation est impliquée dans de nombreuses pathologies telles que 

le diabète, le cancer ou encore la maladie d’Alzheimer [420-422]. 

 

 

 

Figure 12 : Le protéome cible de la O-GlcNAcylation 

Les protéines cibles connues de la O-GlcNAcylation sont regroupées en différents groupes selon leurs fonctions. 
26% de ces protéines cibles sont impliquées dans la régulation génique. 
 

La O-GlcNAcylation consiste en la liaison d’un monosaccharide, la N-acétylglucosamine sur 

le groupe hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine de la protéine pour former un 

groupement O-GlcNAc. Le substrat nécessaire à cette MPT est l’UDP-GlcNAc (Uridine 
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Diphosphate N Acetylglucosamine) et son addition à la protéine se fait via une liaison β-C2 

[410; 423]. La O-GlcNAcylation est une MPT réversible qui fait agir deux enzymes : l’une va 

permettre l’ajout du groupement O-GlcNAc sur la protéine : l’OGT (O-GlcNAc Transferase) 

et l’autre son retrait : l’OGA (O-GlcNAcase) (Figure 13) [424-427]. L’UDP-GlcNAc, substrat 

indispensable à la O-GlcNAcylation est synthétisé par la voie de synthèse des hexosamines ou 

voie HBP (Hexosamine Biosynthesis Pathway) à partir du glucose ou de la glucosamine. 

Cette voie de biosynthèse est donc essentielle à la O-GlcNAcylation. 

 

 

 

Figure 13 : O-GlcNAcylation, modification reversible et enzymes impliquées D’après 

[428] 

Le cycle de la O-GlcNAcylation avec la représentation structurelle des deux enzymes : OGT et OGA. Le niveau 
de O-GlcNAcylation est dépendant la disponibilité en glucose qui va pouvoir être assimilée dans la voie de 
synthèse des hexosamines (HBSP) en vu de former le substrat necessaire à la O-GlcNAcylation : l’UDP-
GlcNAc. 
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II.  La voie de synthèse des hexosamines 
 

Cette voie de synthèse, qui amène à la production d’UDP-GlcNAc à partir de glucose, est 

constituée de nombreuses étapes (Figure 14). Uniquement 2 à 5 % du glucose extracellulaire 

va entrer dans cette voie de biosynthèse [429]. Le glucose va entrer dans la cellule via les 

transporteurs GLUT puis être phosphorylé par les hexokinases ou les glucokinases et former 

le glucose-6-phosphate (Glc-6-P). Dans cette voie des hexosamines, le Glc-6-P est épimérisé 

en fructose-6-phosphate (Fru-6-P) via la phosphoglucose isomérase. Va ensuite entrer en jeu 

l’enzyme essentielle et limitante de la voie HBP : la GFAT (Glutamine Fructose-6-phosphate 

Amidotransferase) qui transforme le Fru-6-P en glucosamine-6-phosphate (GlcNH26P) via la 

transamination de la glutamine en glutamate. Outre le glucose, la voie HBP peut également 

synthétiser de l’UDP-GlcNAc à partir de la glucosamine. C’est à partir de cette étape que la 

glucosamine peut entrer directement dans la voie HPB en étant transformée en GlcNH26P. 

Ensuite, l’acétyltransferase Emeg32 (Glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 1) va, à 

partir d’acétyl coenzyme A, transformer le GlcNH26P en N-acétylcglucosamine-6-phosphate 

(GlcNAc-6-P) qui sera lui-même converti en N-acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc-1-

P). C’est ce GlcNAc-1-P qui permet la synthèse d’UDP-GlcNAc, substrat indispensable à la 

O-GlcNAcylation [429]. La voie HBP s’autorégule, en effet, l’UDP-GlcNAc et la GlcNH26P 

sont tous les deux des inhibiteurs de l’enzyme clé et limitante de la voie HBP, la GFAT [430; 

431]. 
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Figure 14 : La voie de synthèse des hexosamines 

Voie de synthèse des hexosamine ou voie HBP qui va permettre la synthèse, à partir de glucose ou de 
glucosamine et après l’action de plusieurs enzymes, d’ UDP-N-Acetyl-Glucosamine. C’est le substrat 
indispensable à la O-GlcNAcylation des protéines par l’OGT. 
 

III.  Les enzymes de la O-GlcNAcylation 
 

1. La O-GlcNAc transferase 
 

L’OGT a été caractérisée pour la première fois en tant que GlcNAc transferase soluble 

cytosolique à partir de foie de rat en 1990 [432]. Elle est extrêmement conservée entre les 

espèces, on a ainsi 99% d’homologie entre l’OGT humaine et l’OGT de rat, 61% entre l’OGT 

de rat et celle de Caenorhabditis elegans [426; 427]. Chez les mammifères, OGT est codée 

par un seul gène situé sur le chromosome X (région q13.1), alors que chez les plantes elle est 

codée par deux gènes distincts appelés « spy » et « secret » [433; 434]. Le gène codant OGT 

est sous le contrôle de deux promoteurs alternatifs et est composé de 23 exons ainsi que de 21 

introns [435]. Par ailleurs, des tentatives d’extinction de l’expression d’OGT chez des souris 

ont montré que sa présence est indispensable à la viabilité des cellules souches embryonnaires 

[436]. L’OGT est exprimée dans la totalité des tissus mais son expression est particulièrement 

importante au niveau du cerveau, du pancréas et du thymus [426; 427]. 
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Il existe 3 isoformes d’OGT chez l’homme appelées ncOGT (Nuclear and Cytoplasmique 

OGT), mOGT (Mitochondrial OGT) et sOGT (Small OGT) ayant des poids moléculaires de 

respectivement 116, 103 et 70 kDa [435]. La sOGT et la ncOGT sont retrouvées dans le 

noyau et dans le cytoplasme alors que la mOGT se situe dans la mitochondrie. Comme 

mentionné précédemment, l’OGT est sous le contrôle de deux promoteurs nommés P1et P2 

[435]. Le promoteur P1 va être à l’origine de la synthèse de la ncOGT qui au niveau structural 

et composée d’un domaine catalytique, d’une répétition de 12 TPR (Tetratricopeptide Repeat) 

et d’une région N-terminale (Figure 15) [435]. Les TPR sont des motifs extrêmement 

conservés, impliqués dans les interactions protéines-protéines et dans l’assemblage de 

complexes protéiques [437]. Le promoteur P2 via l’utilisation d’un site de départ alternatif de 

la transcription situé au niveau de l’exon 5, va permettre la synthèse de la mOGT composée 

du domaine catalytique, de 9 TPR et d’une région N-terminale spécifique appelée domaine 

MTS qui permet son adressage à la mitochondrie [435]. Enfin, la forme courte de l’OGT est 

transcrite à partir d’un site alternatif situé au niveau de l’exon 10 ; elle est constituée du 

domaine catalytique et de seulement 3 TPR [435]. 

 

 

 

Figure 15 : Structure des différentes isoformes d’OGT humaine D’après [428] 

a : Strucutre linéaire des 3 isoformes de l’OGT. Les TPR (Tetratricopeptide Repeat) sont représentés en orange, 
les deux domaines catalytiques glycosyltransferase sont représentés en bleu foncé et en bleu clair, le domaine 
charnière est représenté en vert. b : Modèle structural en 3D des trois isoformes d’OGT. 
 

Au niveau structurel, l’OGT fonctionnelle non mitochondriale, s’organise soit en 

homotrimère (3 ncOGT) soit en hétérotrimère (2 ncOGT + 1sOGT) [426; 438]. 
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L’activité de l’OGT est soumise à de nombreuses régulations. Durant le développement, la 

ncOGT va être exprimée de manière importante au cours du développement puis voir son 

expression diminuée lentement jusqu'à atteindre un seuil. La sOGT va être pour sa part non 

exprimée dans les premiers jours de développement puis voir son expression augmenté après 

deux semaines [439]. De fait, la O-GlcNAcylation totale des protéines s’en retrouve modulée 

et, comme la ncOGT, elle va diminuer tout au long du développement pour se stabiliser au 

bout de deux ans chez le rat [439]. L’OGT va être la cible de différentes MTPs ; elle est elle-

même O-GlcNAcylée et peut également être phosphorylée. Ces MTPs vont moduler son 

activité. Ainsi, l’insuline ou la GSK-3β vont induire la phosphorylation de l’OGT et 

augmenter son activité [427; 440][441]. Son substrat va également jouer un rôle sur la 

régulation de son activité. De façon originale, plus la concentration en UDP-GlcNAc va être 

importante, plus l’activité de l’OGT va être induite sans provoquer une saturation de l’OGT 

[442; 443]. Plus récemment, il a été montré que les protéines TET2 et TET3 (Ten-Eleven 

Translocation), responsables de l’hydroxylation de certaines protéines, interagissent avec 

OGT au niveau de certains sites de départ de la transcription [444]. TET2 induit également le 

recrutement de l’OGT au niveau de la chromatine et permet la O-GlcNAcylation de l’histone 

H2B et donc d’augmenter la transcription [445]. L’interaction entre TET3 et OGT va 

également améliorer la stabilité d’OGT et promouvoir son recrutement au niveau de la 

chromatine [446]. De plus, l’absence de TET2 ou de TET3 provoque une baisse de la O-

GlcNAcylation totale des protéines [444]. Pour terminer sur la régulation de l’OGT, et sur une 

indication d’un lien potentiel entre la O-GlcNAcylation et Rev-Erbα, il a été montré que la O-

GlcNAcylation observe une variation cyclique selon le rythme circadien [441; 447]. 

 

2. La O-GlcNAcase 
 

L’OGA a été partiellement purifiée et caractérisée pour la première fois en 1994 [425]. La 

séquence primaire de l’OGA avait été préalablement identifiée en tant que MGEA5 

(Meningioma-Expressed Antigen 5) [448]. Comme l’OGT, elle est extrêmement conservée 

entre les espèces. Ainsi on observe 98% d’homologie entre l’OGA humaine et l’OGA murine 

et 43% entre l’homme et Caenorhabditis elegans [424]. Chez l’homme, l’OGA est codée par 

un gène localisé sur le chromosome 10 (région q24.1-q24.3), cette région est notamment 

associée à la maladie d’Alzheimer et également à une prédisposition au diabète de type II 
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chez certaines populations d’Amérique du sud [424; 449; 450]. L’OGA est exprimée dans la 

totalité des tissus avec une prédominance au niveau du cerveau [451]. 

 

On retrouve deux isoformes d’OGA chez l’homme, une forme longue de 130 kDa et une 

forme plus courte de 75 kDa (Figure 16) [424]. L’isoforme de petite taille est issue d’un 

épissage alternatif qui fait apparaître un codon stop au niveau de l’exon 10 et induit la 

synthèse de l’OGA tronquée au niveau de la partie C-terminale [452]. Au niveau structural, 

les deux isoformes sont composées d’un domaine glucosaminidase au niveau N-terminal, 

d’un domaine de liaison à OGT et d’un domaine HAT qui se situe au niveau C-terminal et qui 

est absent chez l’OGA courte (Figure 16) [453]. Le fait que l’OGA possède une activité HAT 

en plus de son activité glucosaminidase lui a valu d’être renommé NCOAT (Nuclear and 

Cytoplasmic O-GlcNAcase and Acetyl Transferase) [453]. La forme courte de l’OGA 

possède bien une activité O-GlcNAcase mais réduite en comparaison à la forme longue [452]. 

La forme longue de l’OGA est majoritairement présente au niveau du cytoplasme et du noyau 

alors que la forme courte est exclusivement nucléaire [452-454]. 

 

 

Figure 16 : Structure des deux isoformes d’OGA humaine D’après [428] 

a : Strucutre linéaire des 2 isoformes de l’OGA. Le domaine glucosaminidase N-terminale est représenté en 
orange, le domaine de liaison à OGT est représenté en vert et enfin le domaine a activité acetyltransferase, absent 
chez la forme courte de l’ OGA est représenté en bleu. b : Modèle structural en 3D des deux isoformes d’OGA. 
 

De façon similaire à l’OGT, de nombreuses voies entrent en jeu dans la régulation de l’OGA. 

Lors du développement, chez le rat, la forme longue de l’OGA est exprimée très faiblement 

au départ puis son expression augmente jusqu’à atteindre un niveau stable au cinquième jour. 

A l’inverse, la forme courte est exprimée de façon plus importante durant le développement et 

voit son expression diminuée après la naissance [439]. Contrairement à l’OGT, et même si, 
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comme cette dernière, l’OGA va être la cible de MTPs ( O-GlcNAcylation, phopshorylation), 

ces modifications ne semblent pas moduler son activité [455; 456]. La caspase 3 est connue 

pour jouer un rôle sur la stabilité de l’OGA. En effet, elle est capable de cliver l’OGA durant 

l’apoptose. Cela va entraîner la formation d’une troisième forme d’OGA de 65 kDa possédant 

toujours les 2 activités enzymatiques. Ce clivage la rend moins sensible à ses inhibiteurs [453; 

457; 458]. Enfin, l’expression de l’OGA observe une variation selon le rythme circadien 

[441]. 

 

IV.  O-GlcNAcylation et modulation de la fonction protéique 
 

1. Modulation de la phosphorylation 
 

De nombreuses études ont montré des similitudes entre les sites de la O-GlcNAcylation et 

ceux de la phosphorylation, et dans de nombreux cas, le site de la O-GlcNAcylation et celui 

de la phosphorylation se situent sur le même résidu [459-461]. Il y aurait donc un phénomène 

de réciprocité entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation de ces protéines. En accord 

avec cette idée, des études ont montré que la modulation de la phosphorylation induisait une 

variation de la O-GlcNAcylation. Par exemple, sur une fraction de protéines du cytosquelette, 

l’activation de la PKC et de la PKA induit une baisse de la glycosylation des protéines et, 

inversement, l’inhibition de la PKA et de la PKC engendre une augmentation de la 

glycosylation [462]. Chez de nombreuses protéines, par exemple la protéine TAU (Tubule-

Asoociated Unit), l’augmentation du niveau de glycosylation induit une baisse de la 

phosphorylation, [463]. In vitro, il a également été montré un phénomène de balance entre 

phosphorylation et O-GlcNAcylation sur la RNA polymerase II [443]. 

 

2. La dégradation protéique 
 

La dégradation protéique est un phénomène clé dans la régulation des fonctions cellulaires. La 

O-GlcNAcylation module cette dégradation protéique via deux mécanismes distincts : en 

modulant l’adressage des protéines vers le protéasome ou en modulant l’activité même du 

protéasome. 
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Ainsi, plusieurs protéines vont voir leur adressage au protéasome modulé par la O-

GlcNAcylation. Par exemple, les protéines eIF2α-p67 (Eukaryotic initiation Factor), Sp1 

(Specificity Protein 1) ou ERβ (Estrogen Receptor β) voient leur demi-vie prolongée 

lorsqu’elles sont O-GlcNAcylées. La O-GlcNAcylation de ces protéines va en général 

engendrer une diminution de leur ubiquitinylation, modification protéique qui favorise 

l’adressage au protéasome [460; 464; 465]. 

 

Les sous unités 19S et 20S qui forment le protéasome 26S sont O-GlcNAcylées. La O-

GlcNAcylation du protéasome va réduire son activité de dégradation protéique en inhibant 

son activité ATPase [466]. Il est possible qu’en cas déficit nutritionnel, le protéasome soit 

déglycosylé et activé pour fournir de l’énergie à la cellule. 

 

3. La localisation cellulaire 
 

Les protéines c-Myc, TAU, Stat5a, Pax-6 (Paired Box Protein-6), ELF-1 (E74-Like Factor 1), 

Sp1 (specificity protein 1) et mTOR α4 phosphoprotein (Mammalian Target of Rapamycin 

α4 phosphoprotein) sont plus O-GlcNAcylées lorsqu’elles se situent dans le noyau plutôt 

qu’au niveau cytoplasmique [467-472]. De plus, l’extinction de l’expression de l’OGT par 

ARN interfèrant dans des cellules de lymphome entraîne la relocalisation de Sp1 et mTOR α4 

phosphoprotein vers le cytoplasme [467]. Il a également été montré que des modulations de la 

O-GlcNAcylation vont modifier l’association des différentes isoformes de la PKC à la 

membrane [473]. 

 

4. Les interactions protéines-protéines 
 

La O-GlcNAcylation va moduler les interactions de certains complexes protéiques. Par 

exemple, la protéine Sp1 qui interagit avec TAF110 (TATA-Binding Protein Associated 

Fcator 110) va, lorsqu’elle est O-GlcNAcylée, voir son interaction avec TAF110 abolie [474]. 

Les protéines YY1 (Yin Yang 1) et ELF-2 qui interagissent toutes les deux avec RB 

(Retinoblastome Protein), vont également voir leur interaction diminuée lorsque leur 

glycosylation augmente [468; 475]. Inversement, la glycosylation de Stat5a va promouvoir 

son interaction avec le co-activateur CBP [476]. 



 71 

5. La transcription 
 

De nombreux facteurs de transcription sont O-GlcNAcylés, et la transcription de nombreux 

gènes va être soit augmentée soit diminuée lorsque les concentrations extracellulaires en 

glucose ou en glucosamine sont modifiées. Il a par exemple été montré que lorsque le niveau 

général de O-GlcNAcylation est réduit, l’effet d’une concentration importante en glucose sur 

la transcription de PAI-1 induite par Sp1 est diminuée [477]. Inversement, l’augmentation de 

la O-GlcNAcylation va augmenter l’expression de PAI-1 [477]. 

 

Par ailleurs, la ARN polymérase II, lorsqu’elle est O-GlcNAcylée, va être maintenue en phase 

d’initiation. Sa dé-O-GlcNAcylation va laisser place à sa phosphorylation et promouvoir son 

passage en phase d’élongation [443]. Comme indiqué précédemment, TET2 va pouvoir 

recruter l’OGT sur la chromatine et induire la transcription en O-GlcNAcylant l’histone H2B 

[445]. 

 

V. Voies régulées par la O-GlcNAcylation 
 

1. Le cycle cellulaire 
 

De nombreuses protéines telles que c-Myc, les kératines ou encore YY1 sont O-GlcNAcylées 

de façon dynamique selon les étapes du cycle cellulaire et l’altération des stocks 

extracellulaires de glucosamine va altérer la croissance de nombreuses cellules [432; 472; 

475; 478; 479]. La O-GlcNAcylation totale des protéines va donc osciller en suivant le cycle 

cellulaire avec un pic en phase G1/S et un autre en phase G2/M alors qu’un faible niveau de 

glycosylation est observé en phase M [480]. Par ailleurs, une baisse de la O-GlcNAcylation 

entraîne un délai dans la progression du cycle cellulaire chez les cellules Hela et 3T3-L1 

[480]. Ces résultats suggèrent que les oscillations du niveau de O-GlcNAcylation durant le 

cycle cellulaire sont indispensables à la régulation de protéines impliquées dans la régulation 

du cycle cellulaire. 

 

 



 72 

2. Le stress cellulaire 
 

En réponse à de nombreuses formes de stress cellulaire, les cellules augmentent leur 

consommation de glucose [481; 482]. De plus, plusieurs études ont montré qu’une 

augmentation de la captation et du transport du glucose par la cellule et associée à une 

tolérance accrue au stress [482; 483]. Enfin, bloquer la voie HBP va amener à une abolition 

de la protection cellulaire par le glucose [484]. Il a ainsi été montré qu’en réponse à de 

multiples formes de stress cellulaire, le taux de O-GlcNAcylation général des protéines était 

augmenté de façon rapide dans de nombreuses lignées cellulaires [485]. Inversement, 

l’inhibition de la O-GlcNAcylation des protéines rend les cellules nettement plus sensibles au 

stress [485]. Elles deviennent notamment beaucoup plus sensibles à la chaleur (45°C) avec 

une survie cellulaire diminué [486]. Les cellules sont donc capables d’induire sensiblement la 

O-GlcNAcylation en réponse à un stress, et ce dans le but de leur apporter un effet protecteur. 

3. Le rythme circadien 
 

Le rythme circadien est un important régulateur du métabolisme [487]. De nombreuses voies 

métaboliques suivent un rythme basé sur le cycle jour-nuit [488]. De plus en plus d’indices 

indiquent que la O-GlcNAcylation est un intermédiaire essentiel dans la régulation 

circadienne du métabolisme. 

 

Des modulations circadiennes de la O-GlcNAcylation de BMAL1, CLOCK et PER ont été 

mises en évidence [418; 441; 447]. Chez les mammifères, la O-GlcNAcylation de BMAL1 et 

de CLOCK augmente leur stabilité en inhibant leur ubiquitinylation et contribue à augmenter 

l’amplitude des oscillations circadiennes [418]. Ces régulations des oscillations circadiennes 

par la O-GlcNAcylation sont sensibles à la concentration en glucose [418]. Des études 

récentes ont montré que le complexe protéique OGT/HCF-1/BAP1 (BRCA1 associated 

protein-1) est un modulateur du métabolisme [489; 490]. HCF-1 (Host Cell Factor 1) a été 

identifié comme un régulateur du rythme circadien, bien que le mécanisme ne soit pas connu 

[491]. Cela laisse penser que le complexe OGT/HCF-1/BAP1 pourrait interagir avec le 

complexe BMAL1/CLOCK/PER pour moduler le rythme jour-nuit [491]. 

 

 



 73 

VI.  Pathophysiologie et O-GlcNAcylation 
 

1. Désordres métaboliques 
 

La dérégulation de la O-GlcNAcylation est étroitement associée à l’apparition de désordres 

métaboliques. L’OGT interagit avec PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphate) au 

niveau de la membrane plasmique et va O-GlcNAcyler de nombreux composants de la voie 

de signalisation de l’insuline avec pour conséquence d’atténuer cette voie de signalisation 

[492]. La O-GlcNAcylation de ChREBP (Carbohydrate-responsive element-binding protein) 

va améliorer sa stabilité et entraîner une augmentation de la transcription des gènes de la 

glycolyse et de la lipogenèse dans le foie [415]. Une augmentation de la O-GlcNAcylation va 

stimuler l’oxydation des acides gras via l’activation de l’AMPK (AMP-activated protein 

kinase) dans les adipocytes [493]. L’OGT va également O-GlcNAcyler PGC-1α, cela va 

induire une augmentation de la néoglucogenèse [489]. Ces résultats montrent le rôle central 

que joue la O-GlcNAcylation dans le métabolisme et les conséquences possibles de sa 

dérégulation. 

 

2. La maladie d’Alzheimer 
 

L’OGT et l’OGA sont fortement exprimées au niveau du cerveau, la O-GlcNAcylation est 

notamment impliquée dans le développement neuronal et dans le phénomène de plasticité 

synaptique [494; 495]. Les deux enzymes sont situées sur des régions chromosomiques 

associées à des maladies neurodégénératives. Plus particulièrement, la O-GlcNAcylation 

aberrante de la protéine TAU est associée à la maladie d’Alzheimer. Ainsi, l’augmentation de 

la O-GlcNAcylation de TAU induit sa stabilisation et inhibe son aggrégation, ce qui va 

ralentir la progression de la maladie d’Alzheimer [496] 

 

3. Le cancer 
 

La O-GlcNAcylation est dérégulée dans de nombreuses tumeurs et lignées de cellules 

cancéreuses. Dans le cancer du sein et de la thyroïde, le niveau de O-GlcNAcylation est 

diminué et l’activité enzymatique de l’OGA est augmentée [497]. Inversement, la O-
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GlcNAcylation est augmentée dans les tumeurs du poumon, du colon et dans la leucémie 

lymphoïde [486; 498; 499]. Chez la souris, la déficience en OGT va inhiber la croissance 

tumorale [500]. Par ailleurs, de nombreux facteurs oncogéniques sont O-GlcNAcylés : p53, 

MYC, Snail ou encore HCF-1 [501]. 

 

4. Les maladies cardiovasculaires 
 

Les protéines eNOS et Akt impliquées dans la fonction vasculaire, et plus précisément dans la 

régulation du tonus vasculaire, sont O-GlcNAcylées [502; 503]. La O-GlcNAcylation 

excessive de ces protéines va contribuer à l’apparition de problèmes cardiovasculaires [502; 

504]. Une augmentation de la O-GlcNAcylation est également associée à un affaiblissement 

de la vasodilatation dans un modèle d’hypertension du à une diminution de la proportion 

d’eNOS phosphorylé [503]. Par ailleurs, il a aussi été montré qu’une O-GlcNAcylation 

excessive dans des CMLs de rat et dans des cardiomyocytes primaires diminuait l’activation 

de la voie NF-κB [505; 506]. 
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A. Partie 1 : FXR régule la transcription des orosomucoïdes 
 

I. Contexte bibliographique et résumé de l’étude 
 

Les différents rôles du récepteur nucléaire FXR dans les voies métaboliques du glucose, des 

lipides, des acides biliaires ainsi que son implication dans diverses pathologies telles que le 

NAFLD ou l’athérosclérose sont particulièrement bien documentés. Plus récemment, 

plusieurs études ont mise en évidence un rôle anti-inflammatoire  du récepteur nucléaire FXR 

au niveau du foie. L’activation de FXR par un ligand synthétique diminue l’inflammation et la 

fibrose au niveau hépatique dans un modèle de NASH [285]. Son activation par un ligand 

naturel va induire une diminution de l’expression de plusieurs médiateurs de l’inflammation 

(Il-6, TNF-α, ICAM-1) et inhibe l’activation de la voie STAT3 [285]. D’autres travaux 

montrent que des souris déficientes en FXR sont plus susceptibles de développer une 

inflammation au niveau hépatique et présentent un risque accru de développer des tumeurs 

hépatiques [295; 296]. Ces souris présentent également une inflammation plus importante au 

niveau intestinal [299]. Bien que ces différentes publications attestent d’un rôle de FXR dans 

l’inflammation, les mécanismes mis en jeu ne sont pas clairement élucidés. De plus, nous 

avons voulu déterminer si l’implication de FXR dans ces effets anti-inflammatoire pouvait 

s’exercer aussi bien au niveau local qu’à distance. 

 

Mon projet de thèse s’est développé à partir de souris déficientes pour FXR de manière 

spécifique au niveau hépatique. Pour identifier de nouveaux gènes régulés par FXR au niveau 

hépatique, nous avons comparé le transcritpome des souris sauvages à celui des souris 

déficientes pour FXR par puce Affymetrix. L’analyse de ces puces a mise en évidence la 

dérégulation d’un groupe de protéines dites « sécrétées ». Parmi ces protéines, on retrouve en 

tête des protéines les plus dérégulées deux membres de la familles des lipocalines : la 

lipocaline 13 et orosomucoïde 3. De part le rôle joué par certaines lipocalines et plus 

particulièrement par les orosomucoïdes au niveau de l’inflammation, nous avons focalisé 

notre attention sur les membres de la famille des lipocalines [507]. De nombreuses lipocalines 

sont exprimées dans le foie et parmi celles-ci quinze sont dérégulées dans les souris 

déficientes pour FXR au niveau hépatique. Après investigations plus détaillées, nous avons 

montré que seuls les membres de la famille des orosomucoïdes sont régulés de manières 

spécifiques par FXR. En effet, bien que le traitement des souris par le TCA module 
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l’expression de nombreuses lipocalines dans les souris sauvages, seuls les Orms voient leur 

expression inchangée par le TCA chez les souris déficientes pour FXR. 

 

Dans le but de conforter les résultats des puces Affymetrix et des RT-Q-PCR, nous avons 

analysé les sites de liaisons de FXR à l’ADN connus et identifié un site majeur de liaison de 

FXR en amont du promoteur d’Orm1. Nous avons pu confirmer que FXR est capable de se 

lier à cet FXRE et que ce dernier est bien fonctionnel. 

 

Par la suite, nous avons voulu déterminer si la régulation des Orm par FXR a lieu dans 

d’autres tissus que le foie. L’intestin exprimant FXR de manière significative, nous avons 

mesuré l’expression des Orms dans l’intestin de souris traitées ou non par le TCA. Il s’avère 

que leur expression n’est pas modulée par le TCA et ce dans chaque partie de l’intestin. De 

plus, FXR ne se lie pas au FXRE retrouvé en amont d’Orm1 au niveau intestinal. Nous avons 

également montré que la régulation des ORMs par FXR au niveau hépatique n’était pas 

conservée chez l’homme. 

 

Pour terminer cette étude, et dans le but de démontrer que la régulation des Orms au niveau 

hépatique pouvait moduler la réponse inflammatoire au niveau périphérique, nous avons 

mesurer l’expression de gènes pro inflammatoire au niveau du tissu adipeux épididymal. Nous 

avons pu montrer que l’expression d’Inos et de TNF-α était modulée par le TCA chez les 

souris sauvage mais pas chez les souris déficientes pour FXR au niveau hépatique. 

L’expression de ces gènes pro-inflammatoire dans le tissu adipeux est donc régulée par FXR 

hépatique. 

 

II.  Résultats 
 

Manuscrit : “The hepatic orosomucoid/α1-acid glycoprotein gene cluster is regulated by the 

nuclear bile acid receptor FXR” Geoffrey Porez, Barbara Gross, Janne Prawitt, Céline 

Gheeraert, Wahiba Berrabah, Jeremy Alexandre, Bart Staels et Philippe Lefebvre. 
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B. Partie 2 : Régulation de la O-GlcNAcylation par le 
récepteur nucléaire Rev-Erbαααα    

 

Ce second projet n’a pas encore fait l’objet d’une publication. Néanmois ce projet ainsi que 

l’ensemble des experimentations à l’exception de la figure 21.B ont été réalisés par moi-

même. 

I. Contexte bibliographique 
 

Outre son rôle dans la régulation du métabolisme des lipides, du glucose, des acides biliaires, 

dans l’adipogenèse et dans l’inflammation, Rev-Erbα se trouve être un acteur central dans la 

régulation du rythme circadien. Sa régulation transcriptionnelle est régulée de manière 

circadienne et son ligand naturel, l’hème, suit également le rythme circadien [368; 374]. Les 

deux protéines clés du rythme circadien, BMAL1 et CLOCK, vont activer la transcription de 

Rev-Erbα va qui va à son tour réprimer l’expression de ces deux protéines, créant ainsi une 

boucle de régulation [352]. Enfin, les souris déficientes pour Rev-Erbα présentent une 

rythmicité circadienne altérée en comparaison des souris contrôle [329]. 

 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle impliquée dans de nombreux 

mécanismes cellulaires. Récemment, de nombreuses publications font état d’un lien 

incontestable entre la O-GlcNAcylation et la régulation du rythme circadien. Des premiers 

travaux effectués sur des cardiomyocytes de souris ont montré que l’ensemble des protéines 

O-GlcNAcylées suivaient une variation circadienne. Parmi ces protéines ils ont pu identifier 

BMAL1. Ils ont également montré que la régulation de l’expression d’OGT suivait le rythme 

circadien [447]. D’autres travaux ont confirmé que la O-GlcNAcylation des protéines suivait 

une régulation circadienne et que moduler la O-GlcNAcylation induisait une altération de la 

rythmicité circadienne [441]. La O-GlcNAcylation de BMAL1 a également été confirmé par 

plusieurs travaux, qui ont montré que cela induisait sa stabilisation et une augmentation de 

son activité transcriptionnelle [508]. La surexpression d’OGT induit l’expression des gènes 

BMAL1/CLOCK et améliore leur stabilité en diminuant leur ubiquitinylation. Cela induit une 

modulation de l’expression circadienne des gènes de l’horloge interne [418]. Enfin, il a été 

montré que l’extinction de l’expression d’OGT ou sa surexpression induisait une modification 

de la période du rythme circadien : respectivement un raccourcissement ou un allongement. 
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Ils ont pu montré que la protéine PER est O-GlcNAcylé et que cela permet de réguler la 

période du rythme circadien en modulant l’entrer de PER dans le noyau [509]. 

 

Le lien entre la rythmicité circadienne et la O-GlcNAcylation nous a amené à étudier le rôle 

potentiel de Rev-Erbα dans la modulation de la O-GlcNAcylation. Pour mener à bien ce 

projet, nous avons initialement induit l’extinction de l’expression de Rev-Erbα dans la lignée 

cellulaire HepG2. L’absence de Rev-Erbα module fortement la O-GlcNAcylation totale des 

protéines. Ce résultat préliminaire a conforté notre hypothèse initiale et nous a amené à 

pousser nos investigations sur ce lien entre Rev-Erbα et la O-GlcNAcylation. 

 

II.  Résultats 
 

1. Rev-Erbα α α α module le niveau d’O-GlcNAcylation dans les 
cellules HepG2. 

 

Pour étudier le rôle de Rev-Erbα dans la voie de la O-GlcNAcylation, nous avons utilisé la 

technique d’ARN interférent. Nous avons, dans la lignée cellulaire HepG2, en parallèle de 

Rev-Erbα, également diminué l’expression des deux enzymes clés de la O-GlcNAcylation : 

OGA (ou MGEA) et OGT. Comme attendu, le niveau d’O-GlcNAcylation est diminué 

lorsque l’expression d’OGT est altérée et augmenté par la baisse d’expression de l’OGA. Le 

niveau d’O-GlcNAcylation est fortement diminué, en haut glucose (25mM), lorsque le niveau 

d’expression de Rev-Erbα est plus bas. Cette altération de la O-GlcNAcylation est plus 

importante que la baisse induite par l’ARN interférent dirigé contre OGT. De plus, cette 

baisse de la O-GlcNAcylation est accompagnée d’une diminution du taux protéique d’OGT. 

Cette diminution n’est pas retrouvée au niveau transcriptionnelle, ce qui indique que Rev-

Erbα ne régule pas le niveau d’expression d’OGT (figure 17a). L’expression 

transcriptionnelle de l’OGT, de l’OGA et de Rev-Erbα a été analysée et permet de confirmer 

l’efficacité des ARNs interférents. Enfin, le niveau d’expression de la LPK (liver type 

pyruvate kinase) nous montre que le traitement en glucose a bien fonctionné (figure 17b). 

L’ensemble de ces résultats attestent d’un rôle de Rev-Erbα dans la régulation de la O-

GlcNAcylation et l’on peut supposer que Rev-Erbα jouerait un rôle dans la stabilité protéique 

d’OGT. 
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Figure 17 : La déficience en Rev-Erbα α α α inhibe la O-GlcNAcylation dans les cellules 

HepG2 

A : La modulation de la O-GlcNAcylation par ARN interférent (siOGT et siOGA) induit réspectivement une 
diminution et une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation. L’inhibition de l’expression de Rev-Erb� par 
ARN interférent induit également une diminution importante de la O-GlcNAcylation en haut glucose. B : 
L’analyse de l’expression transcriptionnelle d’OGT, OGA, Rev-Erbα et PKLR permet de vérifier l’efficacité des 
différents ARNs interférents ainsi que du traitement glucose. 
 

2. Rev-Erbα α α α module le niveau d’O-GlcNAcylation chez la souris. 
 

Nous avons voulu vérifier si cette régulation de la O-GlcNAcylation par Rev-Erbα était 

également retrouvée in vivo chez la souris. Nous avons analysé le niveau de O-GlcNAcylation 

d’extraits protéiques de foie chez des souris sauvages en comparaison à des souris déficientes 

en Rev-Erbα. Les souris déficientes pour l’expression de Rev-Erbα présentent un profil 

d’OglcNAcylation fortement diminué par rapport aux souris sauvages (Figure 18a). Comme 

dans les cellules HepG2, le taux protéique d’OGT est diminué alors que son expression 

transcriptionnelle n’est pas modifiée (Figure 18b). Ces résultats montrent que Rev-Erbα 

module la O-GlcNAcylation in vivo. 
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Figure 18 : La déficience en Rev-Erbα α α α chez la souris induit une baisse drastique de la O-

GlcNAcylation 

A : Les souris déficientes pour Rev-Erbα présentent un taux de O-GlcNAcylation beaucoup plus faible que chez 
les souris contrôles. L’expression protéique de l’OGT est également diminuée chez les souris déficientes pour 
Rev-Erbα. B : L’analyse de l’expression transcriptionnelle de l’OGT et de l’OGA montre que la baisse 
d’expression au niveau protéique observée pour OGT n’est pas du à une régulation transcriptionnelle. 
 

3. Rev-Erbββββ n’intervient pas dans la modulation de la O-
GlcNAcylation 

 

Puisque Rev-Erbα joue un rôle dans la régulation de la O-GlcNAcylation, nous avons voulu 

vérifier si Rev-Erbβ y participait également. Nous avons pour cela diminué l’expression de 

Rev-Erbβ dans les cellules HepG2. Les résultats ne montrent pas de modification du profil de 

la O-GlcNAcylation, ni du taux protéique d’OGT lorsque l’expression de Rev-Erbβ est altérée 

(figure 19). Ces résultats suggèrent que cette régulation de la O-GlcNAcylation est spécifique 

à Rev-Erbα. 
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Figure 19 : Rev-Erbβ β β β ne module pas le niveau de la O-GlcNAcylation dans les cellules 

HepG2 

L’inhibition de l’expression de Rev-Erbα par ARN interférent induit une diminution importante de la O-
GlcNAcylation en haut glucose ainsi qu’une baisse de l’expression protéique d’OGT. Contrairement à 
l’inhibition de l’expression de Rev-Erbα qui n’induit aucune variation de la O-GlcNAcylation ni de l’expression 
d’OGT. 
 

4. Le recrutement de son ligand par Rev-Erbα α α α inhibe la O-
GlcNAcylation 

 

Pour étudier la capacité de Rev-Erbα à moduler la O-GlcNAcylation, nous avons voulu voir 

l’effet de l’activation ou de l’inhibition de Rev-Erbα par différents ligands. Nous avons pour 

cela étudié le profil de la O-GlcNAcylation en réponse au traitement par plusieurs ligands 

(agonistes ou antagonistes). Le recrutement de son ligand par Rev-Erbα, qu’il soit agoniste ou 

antagoniste, diminue la O-GlcNAcylation à bas et haut niveau de glucose (Figure 20). 
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L’observation d’une baisse globale de la O-GlcNAcylation par les ligands mime l’effet 

observé lors de la déficience d’expression de Rev-Erbα. 
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Figure 20 : La liaison de Rev-Erbαααα avec ses ligands induit une baisse de la O-

GlcNAcylation dans les cellules HepG2 

La liaison de Rev-Erbα avec différents ligands, qu’ils soient agonistes (GW4112, SR9009, SR9011) ou 
antagonistes induit une diminution de la O-GlcNAcylation globale des protéines. On observe cet effet à faible et 
forte concentration en glucose. 
 

5. Rev-Erbα α α α est O-GlcNAcylé 
 

Au vu du rôle que joue Rev-Erbα dans la régulation de la O-GlcNAcylation, nous avons 

voulu vérifier si Rev-Erbα était lui-même O-GlcNAcylé. Grâce à la technique de 

chromatagraphie d’affinité à la lectine, nous avons pu isoler l’ensemble des protéines O-

GlcNAcylées. Cela nous a permis de démontrer que Rev-Erbα est O-GlcNAcyler (Figure 21). 

L’inhibition de la voie HBP par différents inhibiteurs, ainsi que l’utilisation d’ARN 

interférents dirigés contre OGT et OGA montre que la O-GlcNAcylation de Rev-Erbα ne 

semble pas moduler son activité transcriptionnelle. En effet, on observe aucune variation de 

l’expression transcriptionnelle ou protéique de Rev-Erbα ni de ses gènes cibles (résultats non 

présentés). Cependant, ces résultats sont observés sur des cellules non synchronisées et avec 

une analyse de l’expression 24 h après le traitement. L’analyse de l’activité du promoteur de 

bmal1, gène cible de Rev-Erbα, sur des cellules préalablement synchronisées et avec une 
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lecture continue dans le temps montre que sa rythmicité est prolongée par l’azasérine qui est 

un inhibiteur de la O-GlcNAcylation. Ce résultat suggère qu’il pourrait donc y avoir une 

régulation de l’activité transcriptionnelle de Rev-Erbα par la O-GlcNAcylation. 
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Figure 21 : Rev-Erbαααα est O-GlcNAcylé 

A : L’immunoprécipitation des protéines O-GlcNAcylées par la succinyl WGA suivit d’un western blot ciblant 
la protéine Rev-Erbα permet de montrer que cette dernière est O-GlcNAcylée. On observe une quantité de Rev-
Erbα O-GlcNAcylée plus importante en forte concentration en glucose qu’en faible concentration. B : L’analyse 
de l’activité du promoteur de Bmal1 suit la ryhtmicité circadienne après synchronisation des cellules par un 
« choc sérum ». Cette ryhtmicité est prolongée par le traitement par l’azasérine (AZA), qui est un inhibiteur de la 
O-GlcNAcylation. 
 

A 
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6. Rev-Erbα α α α interagit avec OGT 
 

Rev-Erbα régule le niveau protéique d’OGT mais pas sa régulation transcriptionnelle. Cette 

régulation est peut être du à une interaction entre Rev-Erbα et OGT qui modulerait la  

stabilité protéique de cette dernière. Nous avons, par la technique de co-immunoprécipitaion, 

mis en évidence l’interaction entre Rev-Erbα et OGT. De manière intéressante, la présence du 

ligand SR9011 en condition haut glucose affaibli la capacité d’interaction entre ces deux 

protéines (Figure 22). Nous avons également montré que Rev-Erbα interagit avec OGA 

(résultat non présenté). Ce résultat appui l’hypothèse d’une régulation de la stabilité protéique 

d’OGT par son interaction avec Rev-Erbα. La fixation de Rev-Erbα avec son ligand 

modifierait son organisation structural et empêcherait l’interaction avec OGT, ce qui 

entrainerait la dégradation de ce dernier. 
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Figure 22 : Rev-Erbαααα interagit avec OGT 

L’immunoprécipitation d’OGT suivit d’un western blot ciblant la protéine Rev-Erbα permet de montrer qu’il 
existe une interaction entre ces deux protéines. Input : ECL (Pierce), exposition 10min ; IP : ECL (Pierce), 
exposition 2min. La liaison de Rev-Erbα avec son ligand (SR9011) en condition de forte concentration en 
glucose va induire une diminution de cette intercation. 
 

7. L’inhibition du protéasome inhibe la baisse de la O-
GlcNAcylation induite par la déficience en Rev-Erbα α α α ou par le 
recrutement de son ligand 

 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons inhibé l’action du protéasome. L’inhibition du 

protéasome restaure à la fois le taux protéique d’OGT ainsi que le profil d’O-GlcNAcylation 

(Figure 23). Ces résultats sont observés à la fois lorsque l’on diminue l’expression de Rev-

Erbα et lorsque l’on active ce dernier par un ligand. Cela indique que la présence de Rev-
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Erbα et son interaction avec OGT protègent ce dernier de la dégradation par le protéasome et 

permettent de maintenir un certain taux de O-GlcNAcylation. 
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Figure 23 : L’inhibition de l’activité du protéasome inhibe l’effet induit par Rev-erbαααα 

sur la O-GlcNAcylation 

L’inhibition de l’expression de Rev-Erbα par ARN interférent ou la liaison de Rev-Erbα avec son ligand 
(SR9011) induit une diminution de la O-GlcNAcylation globale des protéines accompagné par une baisse de 
l’expression protéique d’OGT. L’inhibition de l’activité du protéasome par le MG132 rétablit le niveau de O-
GlcNAcylation initial ainsi que le niveau protéique d’OGT. 
 

8. L’hème, ligand naturel de Rev-Erbα, α, α, α, impacte le profil de O-
GlcNAcylation. 

 

Nous avons voulu vérifier si le ligand naturel de Rev-Erbα pouvait moduler la O-

GlcNAcylation. Pour cela, nous avons traité les cellules HepG2 avec de la delta-ALA-

aminolevulinique (ALA) qui est le précurseur dans la synthèse de l’hème et par le 

succinylacetone (SA) qui inhibe l’action de l’enzyme limitante dans la synthèse de l’hème : 

l’ALA deshydrase 1. Le traitement des cellules par l’ALA, qui va induire une augmentation 

du stock intracellulaire d’hème, provoque une baisse globale de la O-GlcNAcylation. 

Inversement, le traitement par le SA, qui pour sa part induit une baisse du stock intracellulaire 

d’hème, va augmenter le niveau de la O-GlcNAcylation des protéines (Figure 24). La liaison 

de Rev-Erbα avec son ligand module la stabilité d’OGT et de fait la O-GlcNAcylation totale 

des protéines. 
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Figure 24 : L’hème module la O-GlcNAcylation 

Le traitement des cellules par l’ALA, qui augmente la synthèse de l’hème, induit une diminution de la O-
GlcNAcylation. Le niveau d’expression protéique d’OGT ne semble pas affecté. L’inhibition de la synthèse de 
l’hème par le SA provoque une augmentation de la O-GlcNAcylation accompagnée d’une augmentation d’OGT 
au niveau protéique. 
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III.  Conclusion 
 

De nombreuses publications font état d’un lien incontestable entre le rythme circadien et la O-

GlcNAcylation. Ces travaux font état d’une régulation des protéines impliquées dans la 

régulation du rythme circadien tel que BMAL1 par une modulation de leur O-GlcNAcylation. 

Cependant, même si il a était montré que la O-GlcNAcylation des protéines suivait une 

certaine rythmicité, rien ne montre une régulation de cette modification post-traductionnelle 

par des protéines impliquées dans la régulation circadienne. Dans ces travaux, nous avons 

montré que le récepteur nucléaire Rev-Erbα est un régulateur de la O-GlcNAcylation des 

protéines. Cette régulation est exclusive à Rev-Erbα, Rev-Erbβ ne joue aucun rôle dans ce 

mécanisme de régulation. De manière intéressante la régulation de la O-GlcNAcylation par 

Rev-Erbα ne vient pas de la modulation de l’expression transcriptionnelle d’enzymes 

impliquées dans cette modification post-traductionnelle. Nous avons montré qu’OGT et Rev-

Erbα interagissent. Cette interaction module la stabilité de la protéine OGT. En l’absence 

d’expression de Rev-Erbα, l’OGT, orpheline de cette interaction, est dégradée par le 

protéasome. Par ailleurs, la liaison de Rev-Erbα avec un ligand, agoniste ou antagoniste, 

diminue la O-GlcNAcylation. Le changement conformationel de Rev-Erbα induit par la 

liaison avec son ligand, provoque une perte d’interaction avec OGT conduisant à sa 

dégradation. Son ligand naturel, l’hème, va également pouvoir moduler la O-GlcNAcylation, 

l’augmentation du stock d’hème provoquant une baisse de la O-GlcNAcylation alors que la 

baisse d’hème induit l’effet inverse. Enfin, cette régulation observée dans la lignée cellulaire 

HepG2 est retrouvée in vivo chez la souris. Les souris déficiente pour Rev-Erbα présente une 

O-GlcNAcylation globale fortement altérée. Ces résultats attestent de la régulation de la O-

GlcNAcylation par Rev-Erbα, qui joue un rôle central dans la régulation du rythme circadien. 

Finalement, la sensibilité de cette régulation à la liaison de son ligand par Rev-Erbα permet 

d’ouvrir la voie à une modulation de cette modification post-traductionnelle via cette liaison 

de Rev-Erbα avec son ligand. 
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Figure 25 : Modèle de la régulation de la O-GlcNAcylation par Rev-Erbαααα    

A faible concentration en glucose, l’interaction entre Rev-Erbα et OGT est présente mais limitée par le faible 
apport en glucose. A concentration plus importante en glucose et en absence de ligand l’interaction est toujours 
présente et la O-GlcNAcylation a lieu de manière importante. En présence de ligand, on inhibe l’interaction entre 
Rev-Erbα et OGT ce qui entraine la dégradation de ce dernier par le protéasome et la diminution du niveau de 
O-GlcNAcylation. 
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A. Partie 1 : FXR régule la transcription des orosomucoïdes 
 

Nous avons pu montrer que le récepteur nucléaire FXR régule la transcription des 

orosomucoïdes (Orm1, Orm2 et Orm3). Cette régulation est tissu- et espèce-spécifique. En 

effet, FXR régule la transcription des Orms dans le foie des souris mais pas au niveau de 

l’intestin ni dans des lignées cellulaires humaines ou de rats. Il n’est pas retrouvé chez le rat 

ou chez l’humain de site de fixation de FXR en amont ou sur le promoteur alors que l’on en 

trouve un opérationnel en amont du promoteur d’Orm1 chez la souris. 

 

Plusieurs travaux on récemment mis en évidence un rôle de FXR dans l'inflammation. Son 

activation diminue l’inflammation et la fibrose au niveau hépatique chez un modèle murin de 

NASH [285]. Son activation chez des souris traités par du LPS (Lipopolysaccharide), induit 

une diminution de l’expression de gènes de l’inflammation tels que IL-6, TNF-α et ICAM-1 

et inhibe la voie STAT3 [285]. Les  souris déficientes pour FXR vont présenter des taux 

élevés de marqueurs inflammatoires comme l’interferon-γ, TNF-α et IL-1β et sont plus 

sujettes au développement de tumeurs hépatiques [295; 296]. D’autres travaux ont également 

montré un effet anti-inflammatoire de FXR au niveau d’autres tissus tels que l’intestin  et son 

expression est généralement diminué dans l'inflammation[297-299]. L'activation de FXR 

protège contre la colite [297]. Les Orms sont des protéines de la phase aiguë de 

l'inflammation, elles vont avoir de nombreux rôles anti-inflammatoires énumérés dans 

l'introduction comme l'inhibition de la migration des neutrophiles ou de l'agrégation 

plaquettaire. Cependant, il n'est pas parfaitement clair que ce rôle anti-inflammatoire des 

Orms soit bénéfique ou délétère. Néanmoins, il est intéressant de noter que l'injection 

d'ORM1 dans un modèle de souris développant une ischémie intestinale induit une diminution 

de l'atteinte des autres organes [510]. Modèle dans lequel est impliqué la migration des 

neutrophiles, comme dans le modèle de colite [511]. Il a également était montré que 

l’augmentation du niveau d’Orm plasmatique induit une baisse de l’expression de TNF-α et 

IL-6 [512]. Cette régulation des ces gènes de l’inflammation par les Orms est d’autant plus 

intéressante puisque l’on sait que l’activation de FXR diminue également l’expression de ces 

deux marqueurs de l’inflammation alors que sa déficience induit une augmentation de leur 

expression. Ces constatations permettent d'établir un lien potentiel entre le rôle de FXR dans 

l'inflammation et la régulation des Orms. Ainsi, les Orms pourraient médier une partie des 

effets ant-inflammatoire de FXR. 
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Une étude récente montre que le niveau plasmatique de thrombine, protéine impliquée dans la 

coagulation, est controllé par ORM1 [513]. L'augmentation de la concentration plasmatique 

d'ORM1 est associé à une déficience en thrombine [513]. Cet effet parait délétère dans le cas 

d'une blessure nécessitant une coagulation normale en vu de stopper l'hémorragie. Cependant, 

chez certaines personnes le niveau plasmatique de thrombine est trop important, ce qui 

augmente le risque de maladies thrombotiques comme l'infarctus du myocarde ou l'accident 

vasculaire cérébral [514]. Il est intéressant de noter que le fibrinogène est un gène cible de 

FXR [515]. La thrombine et le fibrinogène sont étroitement liés. En effet, l'action 

enzymatique de la thrombine consiste en la transformation du fibrinogène en fibrine qui 

permet la formation d'un caillot et donc la coagulation. L'activation de FXR qui conduit à une 

augmentation du fibrinogène combiné à une diminution du taux plasmatique de thrombine via 

l'augmentation de l'expression d'Orm1 pourrait être un mécanisme d'autocontrôle. En effet, 

cela pourrait permettre d'éviter la suractivation de la cascade conduisant au phénomène de 

coagulation. Actuellement en phase d'essai clinique, il serait intéressant d'observer l'effet du 

6-EDCA, ligand synthétique pour FXR, sur l'expression des ORMs chez l'homme. Bien que 

nous n’observions aucun effet dans les lignées HepG2 et IHH, au vu des limites de 

l'expérimentation sur lignées cellulaire, il n'est pas impossible qu'un effet soit observer in vivo 

chez l'homme. Cela pourrait permettre d'envisager de nouveaux traitements thérapeutiques 

chez des personnes présentant un excès de thrombine via l'activation de FXR. 

 

L'absence de régulation des Orms chez l'homme, au moins dans nos modèles cellulaires, 

diminue la portée de cette étude. Cependant, cela permet d'établir des pistes quand au 

mécanisme de régulation de l'inflammation par FXR chez la souris. Le rôle anti-

inflammatoire des Orms étant indiscutable. Par ailleurs, comme énoncé précédemment, il 

reste intéressant de vérifier l'effet de l'activation de FXR sur les Orms in vivo chez l'homme. 

En effet, il peut être intéressant de pouvoir moduler la réponse inflammatoire via FXR d'un 

point de vue thérapeutique. 
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B. Partie 2 : Régulation de la O-GlcNAcylation par le 
récepteur nucléaire Rev-Erbαααα    

 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle ciblant de nombreuses 

protéines intervenant dans de multiples mécanismes cellulaires (419). La O-GlcNAcylation de 

ces protéines va moduler leurs activités, leurs stabilités ou encore leurs interactions avec 

d’autres protéines. Nos résultats montrent que le récepteur nucléaire Rev-Erbα est capable de 

moduler le niveau de O-GlcNAcylation des protéines. De manière intéressante, Rev-Erbα ne 

régule pas la transcription d’enzymes clés de la O-GlcNAcylation mais interagit avec l’OGT. 

Cette interaction protège l’enzyme responsable de la O-GlcNAcylation de la dégradation par 

le protéasome. Cette régulation de la O-GlcNAcylation par Rev-Erbα est sensible à la liaison 

de ce dernier avec un ligand. En effet, son interaction avec un ligand induit une diminution de 

la O-GlcNAcylation. Ce rôle du ligand dans la modulation de la O-GlcNAcylation par Rev-

Erbα laisse entrevoir la possibilité d’utiliser cette interaction dans le but de moduler le niveau 

de la O-GlcNAcylation dans des cas où elle serait dérégulée. 

 

Récemment, de nombreuses études ont fait état d’un lien entre les membres de la famille des 

protéines TET (Ten-Eleven Translocation) et OGT. La méthylation de l’ADN sur les 

cytosines en position 5 est une modification epigénétique  majeure. C’est une modification 

dynamique qui fait intervenir des ADNs méthyltransférase et des enzymes permettant la 

déméthylation de l’ADN. Les trois membres de la famille des TET (TET1, TET2 et TET3) 

sont des enzymes impliquées dans l’hydroxyméthylation de l’ADN. Cette 

hydroxyméthylation est une étape intermédiaire pour la déméthylation de l’ADN mais peut 

également servir de signal de reconnaissance pour la liaison de complexes protéiques. 

Plusieurs études ont montré que l’OGT interagit avec l’ensemble des protéines TET. 

L’interaction entre TET2 et OGT va promouvoir l’association de l’OGT sur la chromatine 

[516]. Cependant, cette interaction ne module pas la localisation et l’activité enzymatique de 

TET2 [516]. Cette étude montre que TET2 potentialise la O-GlcNAcylation des histones par 

OGT et que ces deux protéines forme un complexe capable de moduler la régulation 

transcripitonnelle. TET1 et TET3 sont également capable via leur interaction avec OGT de 

stabiliser cette dernière, de promouvoir son recrutement au niveau de la chromatine et de 

moduler la transcription [446; 517]. D’autres résultats, plus intéressant dans le cadre de nos 

travaux, ont montré que TET1, en plus de son interaction avec OGT, était O-GlcNAcylée 
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[518]. Son O-GlcNAcylation par l’OGT augmenterait sa stabilisation. Par ailleurs, son 

activité enzymatique est diminuée en l’absence d’OGT. De même, OGT est capable d’O-

GlcNAcyler TET3. La O-GlcNAcylation de TET3 va augmenter sa localisation au niveau 

cytoplasmique et diminuer sa localisation nucléaire [519]. En plus de son effet sur sa 

localisation cellulaire, la O-GlcNAcylation de TET3 va inhiber son activité 

d’hydroxyméthylation de l’ADN [519]. Donc, OGT joue un rôle de régulateur, avec un effet 

opposé, sur l’activité enzymatique de TET1 et TET3. Nos travaux ont montré que Rev-erbα 

joue un rôle important dans la régulation de la O-GlcNAcylation et sur la stabilité de l’OGT. 

Il est tentant d’élargir le rôle régulateur de l’OGT sur TET1 et TET3 à Rev-erbα. Ce dernier 

pourrait ainsi être un modulateur important de l’activité, de la stabilité et de la localisation 

cellulaire de TET1 et TET3. Il serait donc intéressant d’analyser les modifications 

épigénétiques, et plus particulièrement la méthylation et l’hydroxyméthylation de l’ADN, 

chez des souris soumises  à un décalage du rythme circadien. De même, chez des personnes 

occupant un travail de nuit ou posté, il est envisageable de penser que le dérèglement de leur 

rythme circadien et donc de l’expression de Rev-Erbα puissent déréguler l’activité des TET. 

Ce possible impact sur la transcription de nombreux gènes pourrait apporter une explication 

supplémentaire au nombreux dérèglements métaboliques retrouvés chez ces personnes : 

obésité, diabète et syndrome métabolique. Par ailleurs, l’hème, ligand naturel de Rev-

erbα, module de façon important l’interaction entre Rev-Erbα et OGT. Certaine maladies ont 

pour conséquence une dérégulation de la synthèse de l’hème. Par exemple, dans les 

porphyries, ou la synthèse d’hème est abolie, le niveau d’O-GlcNAcylation pourrait être 

augmenté et l’activité des TET modifiée. 

 

D’un point de vu technique, plusieurs expérimentations pourraient permettre de mettre en 

évidence une eventuelle régulation de l’activité enzymatique des TETs via la modulation de 

leur niveau d’O-GlcNAcylation par Rev-Erbα. Dans un premier temps, il serait intéressant de 

vérifier si Rev-Erbα module le niveau de O-GlcNAcylation des protéines TETs. Dans cet 

optique, une chromatagraphie d’affinité à la lectine permettant d’identifier les protéines O-

GlcNAcylées suivie d’une détection par western blot  des protéines TET serait l’approche la 

plus rapide à mettre en œuvre. Elle permettrait de determiner si la O-GlcNAcylation des 

protéines TETs est modulée par l’inactivation de l’expression de Rev-Erbα ou par sa liaison 

avec un ligand. Si le résultat est positif pour l’une ou plusieurs des protéines TETs, la O-

GlcNAcylation des ces protéines modulant leur stabilité et leur activité, il serait intéressant de 
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mesurer l’activité enzymatique des protéines TETs. Il est possible de mesurer l’activité 

d’hydroxyméthilation des protéines TETs grâce à un kit spécifique. Cela permettrait de 

determiner le niveau d’activité enzymatique des protéines TETs en inactivant l’expression de 

Rev-Erbα ou effectuant en traitement par un ligand spécifique à Rev-Erbα. Le resultat 

permettrait de vérifier si la possible régulation de la O-GlcNAcylation des protéines TETs par 

Rev-Erbα permet de moduler l’activité d’hydroxyméthilation et si l’on observe une 

corrélation entre modulation de la O-GlcNAcylation et activité enzymatique. 

 

Outre le rôle des protéines TET dans la déméthylation de l’ADN, les modifications post-

traductionnelles des histones jouent un rôle important dans la réorganisation de la chromatine. 

Il a été montré que l’histone H2B est O-GlcNAcylé [520]. Son O-GlcNAcylation va permettre 

sa mono-ubiquitination, le groupement O-GlcNAc servant de point de fixation pour 

l’ubiquitine ligase [520]. La O-GlcNAcylation de l’histone H2B permettrait d’activer la 

transcription. Parallèlement à son possible rôle sur l’activité des protéines TET, Rev-Erbα 

pourrait également moduler le niveau de O-GlcNAcylation de l’histone H2B. Le niveau 

d’expression de Rev-Erbα et son interaction avec l’hème pourraient moduler de manière 

importante la transcription de nombreux gènes, en plus de ses propres gènes cibles. Sa 

dérégulation pourrait donc avoir des conséquences sur de nombreuses voies cellulaires en plus 

de son rôle connu dans la régulation du rythme circadien mais aussi des métabolismes des 

lipides, du glucose ou des acides biliaires. 

 

Rev-Erbα pourrait, à un niveau moléculaire, avoir un impact au niveau épigénétique via OGT 

et/ou potentiellement de façon indirecte via TET. Il est par ailleurs intéressant de voir quel 

rôle pourrait avoir cette régulation de la O-GlcNAcylation par Rev-Erbα au niveau 

pathophysiologique. La O-GlcNAcylation est impliquée dans de nombreuses pathologies et sa 

régulation par Rev-erbα peut amener à de nouvelles pistes dans l’optique de rétablir un niveau 

de O-GlcNAcylation normale dans ces pathologies. 

 

Parmi les nombreuses voies dans lesquelles la O-GlcNAcylation est impliquée, on trouve la 

calcification vasculaire [521]. La calcification vasculaire est un phénomène plus présent chez 

les patients diabétiques. L’addition du diabète et d’une calcification vasculaire importante est 

associé à une mortalité accrue en comparaison de patients diabétiques ne présentant pas de 

modification de la calcification vasculaire. Le diabète est associé à une hyperglycémie, ce qui 
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peut conduire à une hausse da la O-GlcNAcylation. Cela va induire une hausse de la O-

GlcNAcylation de la protéine AKT, augmentant son interaction avec mTOR. Cette interaction 

va potentialiser la phosphorylation d’AKT, induire l’activité de Runx2 (Runt-related 

transcription factor 2) et augmenter le phénomène de calcification vasculaire [521]. La 

régulation de la O-GlcNAcylation par Rev-erbα laisse entrevoir des possibilités qui 

pourraient permettre d’inhiber ce phénomène de calcification vasculaire chez les patients 

diabétiques. Les souris diabétiques présentent une calcification vasculaire accrue [521]. Le 

traitement de ces souris par différents ligands de Rev-Erbα pourrait peut-être permettre de 

résorber cette calcification trop importante. L’une des difficultés est évidemment le risque de 

moduler d’autre voies connues pour être régulé par Rev-Erbα. Nos résultats montrent que peu 

importe le ligand, la simple interaction de ce dernier avec Rev-Erbα suffit à moduler le niveau 

de O-GlcNAcylation des protéines. La solution peut être de développer un ligand qui ne 

modifierait pas le niveau d’activité transcriptionnelle de Rev-Erbα mais permettrait d’induire 

une diminution de la O-GlcNAcylation. Cibler le lieu d’action du ligand est également vital 

dans l’optique de restreindre au mieux le champ d’action du ligand sur la baisse globale de la 

O-GlcNAcylation.  

 

La O-GlcNAcylation est également impliquée dans d’autres pathologies. La maladie 

d’Alzheimer présente une particularité : la O-GlcNAcylation et la synthèse de l’hème sont 

affectées. En effet, on y observe une augmentation importante de la concentration en  hème au 

niveau du cerveau [522]. La O-GlcNAcylation est également impliqué dans la maladie 

d’Alzheimer. En effet, la O-GlcNAcylation de la protéine TAU induit sa stabilisation et 

inhibe son agrégation, ce qui va ralentir la progression de la maladie d’Alzheimer [496]. Il 

tentant de faire un lien entre l’augmentation du niveau de l’hème au cours de cette maladie 

conduisant à une association importante avec Rev-Erbα et une diminution de la O-

GlcNAcylation provoquant une progression plus rapide de la maladie. Induire une baisse de la 

quantité d’hème dans le cerveau chez les malades, dans l’optique de potentialiser l’interaction 

entre Rev-Erbα et OGT, peut-être une piste intéressante dans le but d’améliorer la progression 

de la maladie. 

 

Outre, la maladie d’Alzheimer, la O-GlcNAcylation est impliqué dans de nombreuses autres 

maladies : la chorée de Huntington [523], le cancer de la prostate [524], le diabète [525] ou 

encore les maladies cardiovasculaires [503]. Pouvoir moduler la O-GlcNAcylation est un 
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espoir thérapeutique pour la plupart de ces pathologies dans le but sinon de guérir, 

d’améliorer leur pronostique. La régulation de la O-GlcNAcylation par Rev-Erbα et la 

possibilité de pouvoir moduler cette régulation via la fixation à son ligand fait de Rev-Erbα 

une cible thérapeutique de choix. Le développement de ligands spécifiques ou l’utilisation de 

ceux déjà existant, la modulation de la voie de synthèse de l’hème ou de l’expression de Rev-

Erbα ouvrent la voie à de nombreux travaux dans le but de mettre à jour un rôle potentiel de 

Rev-Erbα dans le traitement de ces pathologies. 
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I. Culture cellulaire 
 

La lignée hépatocytaire humaine HepG2 est cultivée à 37°C, 5% de CO2 en atmosphère 

humide dans du milieu DMEM GlutaMAX 4,5g de glucose (Gibco) complété par 10% de 

sérum de veau fœtal, 1mM d’acides aminés non essentiels, 1mM de pyruvate et 1% de 

gentamicine. Les cellules sont cultivées en routine en haut glucose (25mM). Elles sont 

déprivées en glucose (1mM) pendant une nuit avant traitement par différents ligands ou 

différentes concentrations en glucose pendant 24h. 

 

La lignée humaine U2OS (ostéosarcome) est cultivée à 37°C, 5% de CO2 en atmosphère 

humide dans du milieu McCoy’s 5A 3g/L de glucose complété par 10% de sérum de veau 

fœtal et 1% de gentamicine. 

 

L’altération de la voie de biosynthèse des hexosamines dans les cellules HepG2 est réalisées 

en les traitants pendant 24h avec 40µM d’azasérine (A4142, Sigma) ou 40µM de DON 

(D2141, Sigma), deux inhibituers de la GFAT. 

 

L’inhibition du protéasome dans les cellules HepG2 est effectuée en traitant les cellules par 

1µM de MG132 ou Z-Leu-Leu-Leu-al (C2211, Sigma) pendant 24h. 

 

L’activité du promoteur Bmal1 est mesuré par la lecture de l’activité luciférase dans les 

cellules U2OS. Les cellules U2OS sont transféctées par pCBR-Bmal1 pendant 24h. Les 

cellules transféctées sont ensuites ensemencées en boite ronde (40mm) à raison de 1 million 

de cellules par boite. Après 24h, les cellules sont synchronisées par un « choc sérum » (horse 

serum) pendant 2h. Le milieu est ensuite remplacé par du milieu de culture classique pour les 

cellules U2OS supplémenté par 200µM de Beetle luciférine, les cellules sont cultivées à 

37°C, 5% CO2. La lecture de l’activité luciférase se fait le Kronos-Dio (ATTO, Japon) avec 

un intervalle de lecture de 10min pendant 140h. 

II.  Extraction d’ARN et PCR quantitative 
 

Voir le protocole indiqué dans le matériels et méthodes de l’article  « The Hepatic 

Orosomucoid/1-Acid Glycoprotein Gene Cluster Is Regulated by the Nuclear Bile Acid 

Receptor FXR » ci-joint au manuscrit. 
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III.  Analyse des puces Affymetrix 
 
L’analyse par puce à ADN est effectuée en trois exemplaires sur les ADN complémentaires 

issus de foie de souris contrôle en comparaison à des souris déficientes pour FXR 

spécifiquement dans le foie. Les clusters sont réalisés à partir de l’analyse d’une puce à ADN 

SurePrint 8*60K (Agilent, One-color Microrray Gene Expression Analysis). Le traitement et 

l’analyse des données sont réalisés à l’aide du logiciel GeneSpring 12.0 [526]. 

 

IV.  Analyse par ChIP-Seq 
 
Les cellules HepG2 ont été cultivées comme décrit précedemment et inféctées par un 

adénovirus contenant FXRα2 humainà  40 MOI (Multiplicity Of Infection) pendant 4h 

permettant de multiplier l’expression de FXR entre 20 et 40 fois. Les cellules ont été traitées 

comme indiqué pendant 2h puis les complexes chromatine/protéines sont fixés par 1% de 

formaldéhyde pendant 10 minutes à température ambiante. La chromatine (250µg) est 

immunoprécipitée par 20µg d’anticorps dirigé contre FXR (H-130 ; sc13063), puis l’ADN 

immunoprécipité est purifié conformément aux directives du fabricant (Illumina, San Diego, 

California). Le séquençage à haut débit est réalisé sur l’appareil Genome Analyzer IIx. La 

détermination des séquences nucléotidiques est effectuée en utilisant le logiciel Casava 

(Cansensus Assessment of Sequence and Variation) et l’identification des pics de fixation de 

FXR est réalisée à l’aide du programme MACS (Model-based analysis for ChIP-Seq) [527]. 

Les résultats spnt analysés en utilisant IGV genome browser (Broad Institue, Cambridge, 

Massachusetts) [528]. 

V. Extraction de protéines 
 

Les protéines sont extraites par un tampon RIPA (Tris-HCl 10mM (pH 7.4), NaCl 150mM, 

0.5% NP40, 0.5% désoxycholate de sodium, EDTA 1mM, 1% triton100, 0.1% SDS) 

complété par du complete (cocktail d’inhibiteur de protéases, Roche). Les lysats cellulaires 

sont récupérés puis centrifugés à 4°C à 13000 rpm. Le surnageant est récupéré et les protéines 

sont dosées à l’aide du kit BC Assays d’Interchim. 
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VI.  Western Blot 
 

Les protéines sont déposées et séparées sur gel d’acrylamide 10% par électrophorèse dans un 

tampon Tris-Glycine-SDS (pH 8.5). Après la migration pendant 1h30 à 110V, les protéines 

sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Bioscience) pendant 1h45 à 

80V. La membrane est saturée pendant une heure à température ambiante dans du TBS-

Tween20 0.1% contenant 5% de lait. La membrane est ensuite incubé avec du TBS-T 0.1% + 

5% de lait contenant les anticorps primaires (anti-OGT : TI-14 Sigma ; anti-O-GlcNAc : RL2 

ab2739 Abcam ; anti-OGA : sc-135093 Santa-Cruz biotech ; anti-Rev-Erbα : A8740A 

Perseus) pendant une nuit à 4°C sous agitation. Après plusieurs lavages, la membranes est 

incubée dans du TBS-T 0.1% + 5% de lait contenant l’anticorps secondaire pendant 1h à 

température ambiante. Les protéines ciblées sont ensuite révélées grâce au kit Pierce ECL 

Western Blotting Substrate. 

 

VII.  ARN interférent 
 

Les cellules HepG2 sont platées dans des plaques 6 puits à raison de 150.000 cellules par puit. 

Elles sont transfectées par 20µM d’ARN interférent OGT, OGA, Rev-Erbα ou Rev-Erbβ 

(Dharmacon) et 8µl d’INTERFERin (agent transfectant, Polyplus Transfection) dans du 

milieu complet pendant 24h. Après changement du milieu, les cellules sont sevrées de glucose 

pendant une nuit et traitées par différents ligands ou différentes concentrations en glucose 

pendant 24h. 

 

VIII.  Chromatographie d’affinité à la lectine 
 

Les protéines sont extraites à l’aide du tampon A (20mM HEPES, 2.5mM MgCl2, 10mM 

KCl, 2mM DTT, 0.5mM PMSF, 1/1000 PIC). Le lysat protéique est incubé 1h30 à 4°C avec 

20 µl de protéine A sépharose diluées au demi dans du tampon A. Après élimination des 

billes, le lysat est de nouveau incubé avec 50µl de lectine sWGA (Vector laboratories) dilué 

au demi dans le tampon A pendant une nuit à 4°C. Après plusieurs lavages, le complexe 

lectines-protéines est dénaturés et analysés par Western Blot. 
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IX.  Co-immunoprécipitation 
 

Les cellules HepG2 sont platées en boîtes de 150mm à raison de 15.000.000 de cellules par 

puit. Les cellules sont traitées par différents ligands ou différentes concentrations en glucose 

pendant 24h puis lysées par le tampon de lyse fournit dans le kit Pierce crosslink magnetic IP 

and CO-IP kit (Pierce). La co-immunoprécipitation est réalisée sur 500µg de protéines et à 

l’aide de 3µg d’anticorps dirigé contre l’une de deux protéines du complexe. 

L’immunoprécipitation est réalisé en suivant le protocole du kit Pierce crosslink magnetic IP 

and CO-IP kit. Les protéines sont ensuite dénaturées et analysées par Western Blot. 
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