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Nouveaux modèles pour le criblage de modulateurs/perturbateurs des 

voies de signalisation régulées par les Liver X Receptors (LXRs). 

Les Liver X Receptors (LXRs) sont des facteurs de transcription appartenant à 

la superfamille des récepteurs nucléaires présents chez l’homme sous deux isoformes 

LXRα et LXRβ. Ces isoformes ont des rôles redondants et spécifiques dans 

l’homéostasie du cholestérol, des stéroïdes et dans l’immunité. Comme d’autres 

récepteurs nucléaires, les LXRs sont la cible de ligands exogènes pouvant impacter 

leur activité. Ce phénomène est à double tranchant. D’une parte une modulation 

précise et spécifique des LXRs conduirait au développement de molécules 

thérapeutiques. D’autre part, des perturbations inappropriées des voies de 

signalisation LXRs mèneraient à l’identification de nouveaux Endocrine Disruptor 

Chemicals (EDCs). Dans le cadre de cette thèse, j’ai analysé les modalités de fixation 

et les activités de ligands flavonoïdes sur les LXRs. Ceci a conduit à la découverte de 

profils de liaison spécifiques en fonction des activités agonistes/antagonistes.  J’ai 

également pu mettre au point un système de criblage in vivo de ligands des LXRs chez 

le modèle Drosophila melanogaster. Cet outil permet la discrimination de ligands 

agonistes par quantification optique de la fluorescence chez les larves.  Dans le but 

de découvrir des ligands des LXRs spécifique de l’isoforme, j’ai entrepris la 

construction d’un double système de criblage autorisant l’analyse simultanée de 

l’action d’une molécule sur LXRα et LXRβ. L’ensemble de ces résultats se montrent 

prometteurs dans la synthèse ou la découverte de molécules thérapeutique ainsi que 

dans l’identification d’EDCs. 
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New Models for the Screening of Modulators/Disruptors of Signaling 

Pathways Regulated by Liver X Receptors (LXRs) 

Liver X Receptors (LXRs) are transcription factors among the nuclear receptors 

superfamily present in humans under two isoforms: LXRα and LXRβ. These isoforms 

have redundant and specific roles in cholesterol homeostasis, steroids, and immunity. 

Like other nuclear receptors, LXRs are targets of exogenous ligands that can impact 

their activity. This phenomenon is double-edged. On the one hand, precise and specific 

modulation of LXRs would lead to the development of therapeutic molecules. On the 

other hand, inappropriate disturbances of LXRs signaling pathways would lead to the 

identification of new Endocrine Disruptor Chemicals (EDCs). As part of this thesis, I 

analyzed the binding way and the activities of flavonoid ligands on LXRs. This led to 

the discovery of specific binding pattern depending on agonist/antagonist behavior. I 

have also been able to develop an in vivo screening system for LXRs ligands in the 

Drosophila melanogaster model. This tool allows the discrimination of agonist ligands 

by optical quantification of fluorescence in larvae. In order to discover LXRs isoforms-

specific ligands, I started the construction of a double screening system allowing the 

simultaneous analysis of molecule activity on LXRα and LXRβ. All these results are 

promising in synthesis or discovery of therapeutic molecules as well as in the ECDs 

identification. 
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LXR : Liver X Receptor 

NR : Nuclear Receptor 

ER : Estrogen Receptor 

AR : Androgen Receptor 

GR : Glucocorticoid Receptor 

RXR : Retinoid X Receptor 

RAR : Retinoic Acid Receptor  

ROR : RAR-related Orphan Receptor 

DBD : DNA binding Domain 

LBD : Ligand Binding Domain 

LBP : Ligand Binding Pocket 

LXRE : LXR Response Element 

AF-1 : Activating Function 1 

AF-2 : Activating Function 2 

NCoR : Nuclear Receptor Co-Repressor 

SMRT : Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone receptor 

DRIP205 : Vitamin D Interacting Protein 205 

SRC1 : Steroid Receptor Coactivator 1 

ASC2 : Activating Signal Cointegrator-2 

COX2 : Cyclooxygenase-2 

IL : Interleukine 

CNRE : cAMP Negative Response Element 

API : Apigénine 

QUE : Quercétine 

GEN : Genistéine 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LUT : Lutéoline 

GAL : Galangine 

CYA : Cyanidine 

MOR : Morine 

HES : Hespérétine 

NAR : Naringénine 

GPS2 : G-protein Pathway Suppressor 2 

3β-HSD : 3β-Hydroxysteroid Dehydrogenase 

ABCA1 : ATP-Binding Cassette 

ACT5C : Actin 5c 

ACTH : Adrenocorticotropic Hormone 

AD : Activating domain 

AKT : Protein Kinase B 

AP1 : Activator Protein 1 

APOE : Apolipoprotein E 

ARL7 : ADP-Ribosylation factor-Like 7 

CETP : Cholesteryl Ester Transfer Protein 

ChREBP : Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein 

CYP7A1 : Cytochrome P450 Family 7 Subfamily A member 1 

DMSO : Dimethyl Sulfoxide 

EDC : Endocrine disruptor chemical 

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor 

FASN : Fatty acid synthase 

G6Pase : Glucose 6-Phosphatase 

GLUT4 : Glucose Transporter type 4 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

HDL : High Density Lipoprotein 

HTS : High Throughput Screening 

IDOL : Inducible Degrader Of LDL 

INOS :  Inducible Nitric Oxide Synthase 

LDL : Low Density Lipoprotein 

LDLR : Low Density Lipoprotein Receptor 

LPL : Lipoprotein Lipase 

LPS : Lipopolysaccharide 

LRP1 : LDL Receptor-related Protein 1 

MSMB : Beta-Microseminoprotein 

NFkB : Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NKX3.1 : NK homeobox 1 

PEPCK : Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 

PGE2 : Prostaglandin E2 

PI3K : Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PLTP : Phospholipid Transfer Protein 

PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 

QSAR : Quantitative Structure–Activity Relationship 

QUAS : Q-system Upstream Activating Sequence 

RANKL : Receptor Activator of Nuclear factor kappa-Β Ligand  

RB : Retinonblastoma 

RCT : Reverse Cholestérol Transport 

RIP140 : Receptor-Interacting Protein 140 

RNF145 : RING Finger Protein 145 

SCAP : SREBP Cleavage-Activating pProtein 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SCD1 : Stearoyl-CoA Desaturase-1 

SHP :  Small heterodimer partner 

SIRT1 : Sirtuin 

SKP2 : S-phase Kinase associated Protein 2 

SREBP1C : Sterol Regulatory Element-Binding Protein 

StAR : Steroidogenic Acute Regulatory protein 

STAT : Signal transducer and activator of transcription 

STS : Steroid Sulfatase 

SULT : Sulfotransferase 

UAS : Upstream Activating Sequence 

UCP1 : Uncoupling Protein 1 

VLDL : Very Low Density Lipoprotein 
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1. Structure des Liver X Receptors (LXRs) 

Les Liver X Receptors (LXRs) font partie de la superfamille des récepteurs 

nucléaires (NRs), facteurs de transcription pouvant se lier à l'ADN, potentiellement 

activables par des ligands et impliqués dans un large spectre de régulations 

physiologiques (The Nuclear Receptor FactsBook 2002; Gronemeyer, Gustafsson, et 

Laudet 2004; Chambon 2005; Evans 2005). 

Avant le clonage des gènes codant les NRs au début des années 1980, c’est 

biochimiquement que le premier NR fut identifié dans les années 1960. En effet, 

Elwood Jensen et ses collaborateurs ont montré que l'estradiol était spécifiquement 

retenue dans les cellules cibles, et que son activité cellulaire était modulée par un 

récepteur spécifique de haute affinité (Jensen 1962). Quelques années plus tard, le 

récepteur des glucocorticoïdes humains (GR, NR3C1) était l'un des premiers NRs à 

être cloné par Ron Evans et ses collègues suivi du récepteur aux œstrogènes (ERα ; 

NR3A1) par les laboratoires de Pierre Chambon et de Geoffrey Greene (Hollenberg et 

al. 1985; Greene et al. 1986, 1986). Depuis, le séquençage complet du génome 

humain a conduit à l'identification de 48 NRs fonctionnels, avec des rôles spécifiques, 

notamment dans la régulation de nombreux processus biologiquement importants 

comme la croissance, le développement et l'homéostasie. Cette régulation s’effectue 

à travers plusieurs mécanismes qui incluent à la fois les actions d'activation ou de 

répression de la transcription. 

La classification des récepteurs nucléaire s’est effectuée par analyse 

phylogénétiques des séquences (Figure 1). Malgré une organisation structurelle 

hautement conservée, les fonctions physiologiques des NRs et elurs modes d’action 

sont très variés. C’est ainsi que d’autres systèmes de classifications ont vu les jours 

notamment ceux basées sur les fonctions physiologiques indiquant que des 

séquences géniques proches ne signifiaient pas nécessairement des fonctions 

physiologiques similaires (Figure 2). En effet, à l'exception de DAX1 (NR0B1) et de 

SHP (NR0B2), les NRs se lient à des séquences spécifiques situées dans les régions 

promotrices des gènes cibles. Selon le NR, cette fixation peut être sous forme de 

monomère, d’homodimère et/ou d’hétérodimère avec un des récepteurs de l’acide 



Figure 1 : Classification phylogénétique des récepteurs nucléaires 

Les séquences des récepteur nucléaires ont été alignées et un arbre 
phylogénétiques a été dressé. Les récepteurs nucléaires sont divisés en groupes 
(NR0-6) et en sous-groupe (A-F). 
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rétinoïque 9-cis : RXR (NR1B1-3). Si paradoxalement ces protéines sont qualifiées de 

« récepteurs », il faut noter que plus de la moitié des 48 NRs n’a encore été associée 

à un (des) ligand(s). Pour ceux dont un ligand est connu, la liaison du ligand déclenche 

des changements dans la conformation et la dynamique des récepteurs qui à leur tour 

régulent le recrutement des corégulateurs et des mécanismes de modification de la 

chromatine, une composante clé de la signalisation par les NRs. L’action ultime de ces 

NRs sur les gènes cibles, après la liaison spécifique sur l'ADN, est de modifier le 

recrutement et/ou l’activité de la machinerie de transcriptionnelle (Roeder 1996).  

 

1.1. Structure classique des NRs  

Tous les NRs présentent une structure modulaire caractéristique qui comprend 

cinq à six régions d'homologie (désignées de A à F, de l'extrémité N-terminale à 

l'extrémité C-terminale) sur la base de séquence et de fonction conservées (Figure 3) 

(Giguère et al. 1986; Krust et al. 1986). Le domaine de liaison à l'ADN (DNA-binding 

domain ; DBD ; région C) et le domaine de liaison au ligand (Ligand-binding domain ; 

LBD ; région E) sont les domaines les mieux conservés. Ces deux régions peuvent 

fonctionner indépendamment, comme l'a bien montré la génération d'un récepteur 

chimérique dans lequel le DBD de ER a été permutée pour celui de GR. On constate 

alors que la protéine chimérique se lie à l'œstradiol mais n’active pas les gènes 

sensibles à l'œstradiol mais ceux sensibles aux glucocorticoïdes (Green et al. 1988). 

 

1.1.1. Régions A/B  

Les régions A/B du côté N-terminal contiennent une fonction d'activation 

transcriptionnelle appelée fonction d'activation 1 (Activating Function 1 ; AF-1), qui 

peut fonctionner de manière autonome. Contrairement à l'autre fonction d'activation 

(Activating Function 2 ; AF-2 ; située dans le domaine de liaison du ligand - LBD), AF-

1 peut agir de manière indépendante du ligand. Aucun marqueur protéique spécifique 

commun n’a pu être identifié à partir des différentes structures cristallines obtenu à 



 

 

 

 

 

 

  

Figure 2 : Classification fonctionnelle des récepteurs nucléaires 

Adapté de Bookou, 2006.. 
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partir des différents domaines A/B. En effet, la longueur et la séquence de la région 

A/B dans les différents NRs sont très variables, révélant une très faible conservation 

évolutive. De manière intéressante, ce domaine peut être la cible de modifications 

post-traductionnelles au niveau de sites consensus de phosphorylation par des 

kinases dépendantes des prolines. De plus, cette région N-terminale peut interagir 

avec des cofacteurs tels que des coactivateurs ou d'autres facteurs de transcription. 

 

1.1.2. Région C 

La région C centrale des NRs ou domaine de liaison de l’ADN (DBD) est le 

domaine le plus conservé dans la superfamille des NRs (Figure 3). Des études in vitro 

ont démontré que, par cette région, les NRs se lient à des séquences d'ADN 

spécifiques, appelées éléments de réponse hormonale (HRE, Hormone responsive 

element) (V. Kumar et al. 1986). Des études de résonance magnétique nucléaire et de 

cristallographie ont été réalisées pour différents DBD de NR, complexées ou non à 

l'ADN. Ces approches ont révélé que le DBD se compose d'un noyau de 66 résidus 

hautement conservés rassemblés en deux motifs de doigts de zinc riches en cystéine, 

de trois hélices α et d'une extension COOH. Il comprend plusieurs séquences 

peptidiques, appelées boîtes P, D, T et A, qui ont été décrits comme définissant ou 

contribuant à la spécificité de l'élément de réponse (notamment les 2 dernières 

cystéines de la boite P ; (Zilliacus et al. 1994) et à l’interface de dimérisation des 

DBD. Une autre partie conservée dans le deuxième doigt de zinc est la boîte D, qui 

dicte l'espacement des demi-sites entre deux récepteurs (cf. chapitre 1.1.3).  

 

1.1.3. Région D 

La région D, peu conservée, est considérée comme une charnière entre le DBD 

et le LBD, permettant la rotation du DBD (Figure 3). Par conséquent, elle pourrait 

permettre aux différents DBD et LBD d'adopter des conformations différentes sans 



 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3 : Organisation structurelle des récepteurs nucléaires 

Séquence schématique d'acides aminés 1D d'un récepteur nucléaire (partie haute). 
Structures 3D des régions DBD (liée à l’ADN) et LBD (liée au ligand) du récepteur 
nucléaire (partie basse). 
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créer de problèmes d'encombrement stérique. C’est cette région qui recrute ma 

miaison de corépresseur. 

 

1.1.4. Région E 

La région E, appelée aussi domaine de liaison du ligand (LBD, ligand-binding 

domain), est moins conservé que le DBD et est fonctionnellement complexe : elle est 

notamment responsable de la liaison du ligand et contient une fonction de 

transactivation ligand-dépendante. Le LBD est organisé avec 11 à 13 hélices alpha 

arrangées en trois couches avec deux β-turns. L’organisation structurale du LBD 

définit ainsi une poche hydrophobe (LBP, ligand-binding pocket) dans laquelle le ligand 

de nature lipophile peut venir se fixer. Elle forme un cylindre relativement droit d'une 

longueur d'environ 17 Å pour un volume accessible de 700 à 800 Å3. 

Cette région contient quatre surfaces structurellement distinctes mais 

fonctionnellement liées (Figure 3) : 1) une surface de dimérisation, qui permet 

l'interaction avec les LBD partenaires ; 2) la poche de liaison au ligand ; 3) une surface 

de liaison aux corégulateurs, qui se lie à des complexes protéiques modulant l'activité 

transcriptionnelle ; 4) une fonction d'activation appelée AF-2, qui induit la 

transactivation dépendante du ligand. Dans l'AF-2 (séquence extrêmement conservée 

entre les différents NRs), l'intégralité de l’hélice α H12 est fondamentale pour la 

transactivation dépendante du ligand et le recrutement de coactivateurs. Au final, les 

LBD des NRs sont des domaines de signalisation allostérique complexes qui sont 

capables d'intégrer de multiples zones d’interactions moléculaires structurellement 

distinctes se chevauchant plus ou moins et modulant l'activation transcriptionnelle 

(Bourguet, Germain, et Gronemeyer 2000). Actuellement, les structures cristallines 

LBD de tous les récepteurs NRs ont été obtenues et étudiées.  

 

1.2. Le domaine de liaison à l’ADN des LXRs 
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Comme tous les NRs, les hLXRs se lient à des régions d'ADN spécifiques 

appelés éléments de réponse aux LXRs (LXR Response Element ; LXRE). Ils 

consistent en une variété de combinaisons de deux demi-sites canoniques de 

séquence 5’-AGGTCA-3’ (Mangelsdorf et al. 1995). Le LXRE le plus commun est la 

répétition directe (Direct Repeat ; DR), AGGTCAn1,4AGGTCA (ou son complément 

inverse TGACCTn1,4TGACCT), où n1,4 désigne une sélection sans contrainte d'un ou 

quatre nucléotides (désignés par DR1 et DR4, respectivement). Il existe également 

des LXRE de type IR1 où les demi-sites sont en répétition inversée et séparés d’un 

nucléotide (Inverted Repeat 1 ; IR1 ; AGGTCAnTGACCT) (Mak et al. 2002). 

A ce jour, seule la structure cristalline de hLXRβ DBD a été définie. Elle a été 

obtenue en cristallographie aux rayons X de l’hétérodimère hRXRα-hLXRβ fixé sur un 

élément de réponse DR4. Celui-ci présente une organisation asymétrique ressemblant 

à un X en penché en 3 'de l'élément de réponse (Figure 4). Le hRXRα DBD occupe le 

demi-site 5' et le DBD LXRβ, le demi-site 3'. Les LBDs de LXRβ et RXRα ont leurs 

positions inversées par rapport aux DBD (d’où l’importance de la région D qui joue le 

rôle de charnière). Les deux LBD se trouvent dans le même plan que que les DBD et 

l'élément de réponse ADN. En hétérodimère, les LBDs de hLXRβ et hRXRα sont bien 

séparées de leurs DBD respectifs contrairement à d’autres hétérodimères tels que 

PPARy-RXRα ((Chandra et al. 2008, 2013). La nature relativement ouverte du 

complexe hRXRα-hLXRβ reflète l’espacement accru des demi-sites DR-4 par rapport 

à d’autres éléments de réponse (type DR1). Cet espacement permet l’existence d’une 

extension C-terminale non repliée ne gênant pas l’appariement de l’hétérodimère sur 

son élément de réponse (Lou et al. 2014).  

Les deux DBD des NRs adoptent une organisation classique en doigts de zinc 

et s'engagent dans les demi-sites AGGTCA (Khorasanizadeh et Rastinejad 2001). 

Parmi ceux-ci et dans le DBD de hLXRβ, la Lys108 forme une liaison hydrogène avec 

le premier G de AGGTCA; Glu105 forme une liaison hydrogène avec le brin inférieur 

C qui se couple avec le second G de AGGTCA; Arg112 interagit avec T, et Arg113 

forme une liaison hydrogène avec le brin inférieur G qui se couple avec la cinquième 

base, C du demi-site. Le groupe guanidium de la chaîne latérale Arg139 forme une 



Figure 4 : Organisation de l'hétérodimère RXRα-LXRβ. 
Vues d'ensemble du complexe avec LXRβ (bleu) RXRα (magenta), ligands (cyan) 
et peptide cofacteur (gris) sur l'élément de réponse. (a) Vue suivant la direction de 
l'ADN (de 5′ à 3′). (b) Vue latérale de l'hétérodimère avec les surfaces représentées. 
(c) Représentation schématique des positions des domaines de liaison à l’ADN et 
au ligand complexe. 
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liaison hydrogène avec le brin inférieur T qui se couple avec la sixième base du demi-

site AGGTCA et le groupe ribose O3’ 2 nucléotides en 3' du demi-site (Figure 5 ; (Lou 

et al. 2014). hLXRα et hLXRβ présentent 75.6% d’identité et les résidus Glu105, 

Lys108, Arg112, Arg113 et Arg139 sont tous les 5 conservés. 

 

1.3. Le domaine de liaison au ligand des LXRs 

L’étude cristallographique comparant les structures de hRXRα en l’absence de 

son ligand (Bourguet et al. 1995) et hRARγ en présence de son ligand avait montré le 

rôle primordial de la fonction AF-2 portée par l’hélice 12 (Renaud et al. 1995). En 

l’absence de ligand, l’hélice 12 est orientée vers l’extérieur du LBD. La liaison du ligand 

permet le réarrangement des hélices 10 et 11 en une hélice unique, ce qui a pour 

conséquence de libérer l’hélice 12 de son contact avec la boucle Ω (entre les hélices 

2 et 3). L’hélice 12 se réaligne ainsi contre la poche hydrophobe de liaison du ligand, 

agissant alors comme un couvercle qui scelle la poche en renforçant les interactions 

entre le ligand et le LBD. Ce modèle est décrit comme le modèle mouse trap (modèle 

du piège à souris). De même hLXRα adopte une conformation classique en présence 

de son ligand. Il faut souligner rôledes résidus R305 et T316 dans l’ancrage et la 

reconnaissance du ligand et l’importance des résidus H421 et W443 dans le 

basculement de position de l’AF2 et l’activation transcriptionnelle induite par le ligand 

(Svensson et al. 2003). Encore une fois, chacun de ces résidus joue un rôle central 

dans la liaison du ligand et le changement conformation engendrée par celui-ci sont 

conservés entre hLXRα et hLXRβ (Figure 6) (Hoerer et al. 2003). 

De nombreuses études de cristallographies (7 pour hLXRα-LBD et 17 pour 

hLXRβ-LBD) ont confirmé le rôle crucial de ces acides aminés dans les interactions 

avec des ligands agonistes et dans l’activation du NR. Néanmoins, d’autres résidus 

moins conservés entre en hLXRα et hLXRβ sont aussi impliqués dans l’ancrage du 

ligand, selon la taille, la forme ou encore la position du ligand à l’intérieur de cavité 

hydrophobe.  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 5 : Modalités de liaison du LBD des LXRs sur l’ADN  
Représentation des 2 doigts de zinc impliqués dans la liaison à l’ADN. Les acides 
aminées représentés en rouge sont ceux interagissant directement avec l’ADN. 
Adapté de Giguère 1999,. 
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2. Mécanisme d’action des LXRs 

2.1. Les éléments de réponse aux LXRs (LXRE) 

Comme décrit dans le chapitre 1.1.2., l’activité du NR implique sa fixation à ses 

séquences cibles sur l’ADN. Dans le cas des LXRs, le LXRE se compose de deux 

demi-sites de séquence canonique 5’-AGTTCA-3’ dont l’agencement peut varier selon 

les gènes cibles. Plusieurs LXRE ont été décrits à ce jour. 

- DR4 : Les études princeps ont montré que LXR se lie préférentiellement à la 

séquence 5'-GGTTTAaataAGTTCA-3' appelée DR4 (Willy et al. 1995; Willy et 

al. 1997) et induit la transcription de plusieurs enzymes impliquées dans le 

métabolisme du cholestérol et la production des acides biliaires. Contrairement 

à d'autres hétérodimères RXR, l'activation par le ligand se produit lorsque le 

récepteur RXR occupe la position 5' de l'élément de réponse (DR4). En outre, 

la fixation du ligand par un seul récepteur (RXR) induit l'activation via le domaine 

AF-2 de l’autre récepteur (LXR). 

- DR1 : la liaison de LXR à un élément de réponse de type DR1 

(AGGTCAaAGGTCA) est possible quelle que soit sa position sur l’élément de 

réponse, bien qu’avec une affinité légèrement plus élevée lorsque LXR occupe 

la position 3' sur le demi site de l’élément de réponse (Feltkamp et al. 1999; 

Varga et Su 2007). Contrairement à LXR, l’hétérodimère RXR-LXR n'est pas 

capable de se lier à l’élément de réponse de type DR1 (Gronemeyer et Laudet 

1995). 

- IR1 : Mak et al. ont identifié et caractérisé deux LXREs fonctionnels dans le 

promoteur proximal du gène humain PLTP (phospholipid transfer protein). Le 

premier correspond à un DR4, alors que le second correspond à une répétition 

inversée (IR1) (Mak et al. 2002). 

- IR0 : Dans le cadre de l’étude des effets protecteurs de l’activation des LXRs 

vis-à-vis des acides biliaires, l’analyse du promoteur de SULT2A9 (bile acid 

detoxifying sulfotransferase 2A9) chez la souris a révélé la présence d’un 



Figure 6 : Poche hydrophobe formée par les acides aminés composant le LBD 
des LXRs 

Le volume quadrillé en turquoise représente la poche hydrophobe des LXRs. Les 
acides aminés composant cette poche sont indiqué en bleu pour LXRα et en rouge 
pour LXRβ. Adapté de Svensson, 2003. 
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élément de réponse IR0 correspondant à une répétition inversée non espacée. 

L’expression de ce gène est activée par le T0901317 et dans le foie de souris 

mâle (Uppal et al. 2007).  

- DR7 : Afin de d’établir l’importance du rôle du gène Cd36 (cluster differenciation 

36) dans la stéatose hépatique, un LXRE de type DR7 correspondant à une 

répétition directe séparée par 7 pb a été identifié. La présence de cette 

séquence en amont du gène Cd36 permet d’activer la transcription hépatique 

par le T0901317 chez la souris (Zhou et al. 2008). 

- CNRE : LXR peut contrôler la transcription d'un groupe de gènes, dont la 

rénine, non pas de façon canonique par la liaison d’un oxysterol, mais façon 

dépendante de l'AMPc (Tamura et al. 2004). Ce contrôle transcriptionnel ne se 

fait pas sous forme d’hétérodimère avec RXR, mais en monomère sur un 

élément de réponse appelé CNRE (cAMP negative response element). Dans le 

promoteur du gène de la rénine, cet élément se trouve dans la région proximale 

(= – 600 pb) et est conservé dans le génome humain et les rongeurs. LXR et 

LXR interagissent physiquement in vivo avec le CNRE du promoteur du gène 

de la rénine. La liaison des LXRs au CNRE corrèle l'état fonctionnel de l'appareil 

juxtaglomérulaire (Morello et al. 2005). 

La capacité de ces LXRE à recruter et fixer l’hétérodimère LXR-RXR a été 

analyseé par ChIP-seq et les fragments d’ADN sur lesquelles le dimère était fixé ont 

été séquencés. On remarque une certaine variabilité quant aux sites de fixation des 

LXRs sur la chromatine. Même si les séquences DR4 sont bien représentées, d’autres 

LXRE sont retrouvés suggérant des modalités de fixation encore inconnues (Figure 7 ; 

(Pehkonen et al. 2012). 

 

2.2. La transactivation 

2.2.1. Liaison à l’ADN indépendante du ligand 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 7 : Séquences LXRE fixées suite à une stimulation T0901317 

Des cellules THP-1 (leucémie monocytaire humaine) ont été traitées ou non avec 
du T0901317.Les données de ChIPseq entre les conditions DMSO et T0901317 
sont comparées afin d’analyser le recrutement des LXRs sur différents. Ces 
données on été récupérées des supplemental data de Pehkonen et al. 2012. 
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Selon le modèle conventionnel (Figure 8), en l'absence de ligand, les LXRs sont 

acétylés (X. Li et al. 2007) au niveau des résidus K432 (LXR) ou K433 (LXR) dans 

le domaine AF2, et constitutivement liés avec RXR à leur LXRE. L'hétérodimère 

interagit alors avec des corépresseurs, par exemple NCoR ou SMRT (X. Hu et al. 

2003), qui bloquent la transcription par le recrutement d'histones désacétylases au 

travers de l’interaction avec des protéines comme Sin3A (Lazar 2003). L'oxystérol se 

liant à LXR conduit à des modifications du domaine carboxyterminal et la libération 

des co-répresseurs. Ce réarrangement provoque la libération de l'hélice 12 qui agit 

comme un piège bloquant le ligand dans sa poche de liaison et renforce les 

interactions des coactivateurs tels que ASC-2 (S. Lee et al. 2008) sur le domaine AF-

2 (Svensson et al. 2003) et le recrutement d’histones acétylases. Cette cascade 

d'événements place la chromatine dans un état permissif. De manière concomitante, 

la sirtuine 1 induit la désacétylation des LXRs. Ceci est suivi par une ubiquitinylation 

de LXRs et une dégradation par le protéasome.  

 

2.2.2. Liaison à l’ADN dépendante du ligand 

En réalité, des expériences récentes utilisant des techniques basées sur de 

l’immunoprécipitation de chromatine (ChIP et ChIP-seq) ont commencé à questionner 

la pertinence physiologique ce modèle. Ces études suggèrent que les ligands, les co-

facteurs, les corégulateurs et les modifications post-traductionnelles jouent des rôles 

distincts dans la détermination des sites de liaison génomique des LXRs, appelés 

cistromes, in vivo. De tels cistromes ont été rapportés pour des LXRs endogènes 

provenant de foie de souris in vivo (Boergesen et al. 2012), de macrophages humains 

(Pehkonen et al. 2012) et de macrophages de souris exprimant des LXRs marqués in 

vitro (Heinz et al. 2010). Le traitement avec l'agoniste T0901317 a identifié 16 000 sites 

de liaison contre 4000 sites sans T0901317, indiquant une augmentation de la liaison 

des LXRs après activation par le ligand. Les agonistes des LXRs dans le foie 

permettraient aux récepteurs de se lier à des sites moins accessibles en raison d'une 

structure de chromatine plus fermée. L'étude chez les macrophages humains confirme 

l'augmentation du recrutement de LXRs par activation des ligands et que ces sites de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 8: Différents modes d’actions des LXRs 

Ce schéma présentes les différents mode d’action des LXRs connus à ce jour. 
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liaison sont distribués dans des zones limitées, appelées points chauds (hotspots). En 

conclusion, ces nouvelles données suggèrent que la liaison des LXRs à une majorité 

de sites génomiques nécessite l'activation par des ligands (Figure 8), alors que les 

LXRs constitutivement liés occupent une minorité de sites génomiques (modèle 

d'action conventionnel). Par exemple, le recrutement des LXRs sur le promoteur du 

gène ABCG1 semble lié au ligand et nécessite sélectivement le corégulateur GPS2 

(G-protein pathway suppressor 2), conjointement avec les histones déméthylases 

(Jakobsson et al. 2009). En conséquence, le recrutement des LXRs dépendant de 

GPS2 entraîne des changements dans les marques d'histones épigénétiques, 

provoquant une structure de la chromatine plus ouverte. A l’inverse, les effets 

transcriptionnels des LXRs sur ABCA1 semblent suivre le mode d’action canonique. 

 

2.3. La transrépression 

Les effets transcriptionnels négatifs (transrépressions) des LXRs n'ont été 

décrits que récemment. Les LXRs ont la capacité d’inhiber l'activation de facteurs de 

transcription pro-inflammatoires tels que NFkB, STAT et certains membres de la 

famille AP1. Des études sur les macrophages (Ghisletti et al. 2007) et les hépatocytes 

(Venteclef et al. 2010) ont indiqué que les agonistes des LXRs peuvent déclencher 

une modification post-traductionnelle par SUMO, permettant ainsi aux LXRs d’entamer 

une transrépression. Les LXRs SUMOylés se lient au complexe corépresseur NCoR-

SMRT au niveau des promoteurs de gènes de réponse inflammatoire, 

vraisemblablement via les sous-unités GPS2 et/ou la coronine 2A, empêchant ainsi le 

rejet du complexe de corépresseur et bloquant l'activation du gène cible (Figure 8 ; 

(Venteclef et al. 2011). Le processus de SUMOylation des LXRs est à ce jour mal 

compris et se produit à des sites non consensus sur le LBD, par le biais des enzymes 

SUMO-2/3, mais n’implique pas SUMO-1. 

 

2.4. Les modifications post-traductionnelles des LXRs 
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2.4.1.1. Acétylations 

Les LXRs sont des protéines acétylées au niveau des Lysines K432 (LXR) ou 

K433 (LXR ; Figure 9). L’activité de la désacétylase SIRT1 favorise l'ubiquitinylation 

du récepteur et sa dégradation par le protéasome, tout en étant un régulateur positif 

de son activité transcriptionnelle (X. Li et al. 2007). Li et al. ont suggéré que la 

désacétylation induite par le ligand et la dégradation qui en résulte conduit à la 

clairance des LXRs des promoteurs, et facilite le prochain cycle de transcription, 

augmentant ainsi l'expression des gènes cibles. Cette étude a également démontré 

que les animaux déficients en Sirt1 présentent des niveaux plus élevés de protéines 

LXRα, une altération du métabolisme lipidique et un mauvais retour hépatique du 

cholestérol en partie dû à l'expression réduite d'AbcA1 et de la diminution des taux de 

HDL. Cette hypothèse a été  soutenue par une étude dans le muscle squelettique 

humain où SIRT1 régule l'expression du gène cible lipogénique Srebp1c (Defour et al. 

2012). 

 

2.4.1.2. O-GlcNacytlation 

Si la fixation du glucose dans la LBP des LXRs a été définitivement écartée, une 

étude sur des cellules hépatiques humaines et un modèle de diabète a montré que les 

LXR subissent une O-GlcNacylation en réponse au glucose (Anthonisen et al. 2010). 

Les auteurs proposent que les effets rapportés précédemment par le glucose (Mitro et 

al. 2007) soient provoqués par sa signalisation en aval, vraisemblablement par des 

modifications post-traductionnelles. Cette étude soutient également que cette 

modification affecte l'expression de Srebp1c, bien que les mécanismes exacts par 

lesquels O-GlcNacylation régule l'activité de LXR ne soient pas éclaircis. 

 

2.4.1.3. Phosphorylation 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 9: Modifications post-traductionnels des LXRs 

Les séquences protéiques de LXRα et LXRβ sont alignées. Sous les séquences 
l’homologie acide-aminé par acide-aminé est représentée par gradient allant de 
blanc (faible homologie) à noir (forte homologie). Sous cette ligne, le score 
d’alignement local est représenté par un gradient allant de blanc (pour une faible 
homologie locale) à noir (pour une forte homologie locale).Les peptides en jaunes 
forment les 2 doigt de zinc. Les résidus en rouge forment les hélices. Les symboles 
carrés noirs représentent des résidus SUMOylés ,les carrés blancs sont des 
résidus acétylés et les losanges sont les résidus phosphorylés.   
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hLXR est phosphorylée sur des sérines à la fois in vitro et in vivo dans des 

plaques athérosclérotiques de souris déficientes en ApoE (M. Chen et al. 2006; Torra 

et al. 2008; C. Wu et al. 2015). Cette phosphorylation module l'activité 

transcriptionnelle de LXRα en fonction des gènes cibles et est renforcée par les 

agonistes (Torra et al. 2008; C. Wu et al. 2015). L’inhibition de la phosphorylation de 

la Ser198 entraîne des changements dans l'expression des gènes régulés en 

particulier par LXRα (Torra et al. 2008). Le résidu Ser198 est situé dans la région 

charnière de LXRα et est ciblé par la casein kinase 2 (Torra et al. 2008). Des études 

de modélisation moléculaire des peptides suggèrent que la phosphorylation de la 

Ser198 affecte la conformation de LXRα, influençant le recrutement de cofacteurs, tels 

que NCoR (Figure 9 ;(Torra et al. 2008; C. Wu et al. 2015).  

La phosphorylation de LXRα par d'autres kinases, y compris la protéine kinase 

A, a également été rapportée sur plusieurs résidus (Ser195, Ser196, Thr290, Ser291) 

dans les hépatocytes primaires de rat et le foie de souris, bien qu'aucune étude 

détaillée de mutagenèse n'ait été réalisée. La phosphorylation de LXRα par la protéine 

kinase A conduit à la répression de l'expression de Srebp1c, causée par une liaison 

réduite de l'hétérodimère RXR/LXR à l'ADN, ainsi qu'à un recrutement diminué de 

coactivateur (SRC-1) et un taux d'occupation accru du corépresseur (NCoR). La 

régulation de la phosphorylation de LXR induite par le cholestérol et les oxystérols 

(Torra et al. 2008) a incité d'autres études à se pencher sur l'effet des kinases régulées 

par les nutriments. L'oltipraz, un dithiolethione synthétique, atténue la phosphorylation 

de LXR au niveau d'un résidu sérine non spécifié dans le foie de souris par l'inhibition 

de la S6K1 (Ribosomal protein S6 kinase beta-1) (Hwahng et al. 2009) conduisant à 

une réduction de l'expression du gène cible Srebp1c en culture cellulaire.  

 

2.4.1.4. SUMOylation 

Ghisletti et al. (Ghisletti et al. 2007) ont initialement démontré que la 

SUMOylation des LXRs induite par un ligand est nécessaire pour son interaction avec 

le corépresseur NCoR dans des macrophages primaires de souris et des cellules de 
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macrophages RAW264.7. Cette modification empêche la libération de NCoR par NFκB 

(ou AP-1) sur le promoteur des gènes pro-inflammatoires. L'interaction entre les LXRs 

SUMOylés et NCoR est facilitée par la Coronin 2A qui agit à la fois comme un site 

d'accueil pour les LXRs et un facteur d'échange pour NCoR (W. Huang et al. 2011). 

Une étude ultérieure a montré que les formes mutantes des deux LXRs dépourvus de 

sites accepteurs SUMO (LXR K328R / K434R et LXR K410R / K448R) ont une 

capacité réduite à réprimer des signaux pro-inflammatoire (Figure 9 ; (Pascual-García 

et al. 2013).  
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3. Les ligands des LXRs 

3.1. Endogènes 

3.1.1. Agonistes 

Les oxystérols (Figure 10) sont les ligands endogènes des LXRs (Janowski et 

al. 1996; Lehmann et al. 1997). Deux familles ont été historiquement identifiées. 

Les dérivés enzymatiquement oxydés du cholestérol en position 20(S)-, 22(R), 

24(S), 25-, 27-hydroxycholestérol et 24(S),25-époxycholestérol se lient aux LXRs avec 

des valeurs de Kd de 0,1 à 0,4 μM. 

- Le 24(S)-hydroxycholestérol, également connu sous le nom de cérébrostérol en 

raison de son abondance dans le cerveau, est synthétisé par la 24-

hydroxylase. C’est un activateur du gène ABCA1 (Ingemar Björkhem 2007; I. 

Björkhem 2006).  

- Le 27-hydroxycholestérol est généré à partir du cholestérol par l'enzyme P450 

stérol 27-hydroxylase, codée par CYP27A1. Il peut être oxydé en aldéhyde et en 

acide carboxylique (acide cholesténoïque) par la 27-hydroxylase. Le 27-

hydroxycholestérol et l'acide cholesténoïque sont tous les deux les ligands des 

LXRs (Pikuleva 2006; C. Song et Liao 2000; X. Fu et al. 2001).  

- Le 25-hydroxycholestérol, synthétisé par la 25-hydroxylase, est un puissant 

régulateur des voies LXRs. Il influence également l'expression des gènes cibles 

LPL, ABCG5 et ABCG8 (W. Chen et al. 2007). 

 

Le deuxième type d'oxystérols activateurs des LXRs sont des intermédiaires de 

la biosynthèse du cholestérol et de son métabolisme.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

20(S)-Hydroxycholestérol 22(R)-Hydroxycholestérol 

22(S)-Hydroxycholestérol 25-Hydroxycholestérol 

24(S)-Hydroxycholestérol 27-Hydroxycholestérol 

24(S),25-Hydroxycholestérol FF-MAS 

T-MAS Desmosterol 

Figure 10 : Ligands endogènes agonistes des LXRs 
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- 24(S), 25-époxycholestérol est un oxystérol unique qui est produit dans une 

dérivation de la voie du mévalonate. La perte de 24(S),25-époxycholestérol 

diminue l'expression des gènes cibles des LXRs comme ABCA1 (Wong et al. 

2008). D'autres intermédiaires tels que le desmostérol et le zymostérol activent 

également les LXRs (Yang et al. 2006). 

- Les stérols FF-MAS (4,4-diméthyl-5ax-cholesta-8,14,24-triène-31i-ol ; 

intermédiaire de la synthèse du cholestérol dans l’ovaire) et le T-MAS (4,4-

diméthyl-5a-cholesta-8,24-dién-3p-ol) induisent la méiose des ovocytes via 

l’activation des LXRs (Terasaka et al. 2003). 

- La dendrogenine A (DDA), issue de la réaction d’un dérivé du cholestérol avec 

l’histamine présente une activité anti-tumorale. Cette molécule lie 

préférentiellement LXR (Segala et al. 2017) 

 

3.1.2. Antagonistes 

Plusieurs antagonistes endogènes des LXRs ont été identifiés (Figure 11).  

- L'acide arachidonique et d'autres acides gras inhibent de façon compétitive 

l'activation transcriptionnelle du gène SREBP-1c induite par le T0901317 (ligand 

agoniste synthétique) dans des cellules d'hépatome de rat en 

culture. L'arachidonate bloque l'activation d'un promoteur synthétique LXRE dans 

des cellules HEK293 transfectées. In vitro, l'arachidonate et d'autres acides gras 

insaturés bloquent de façon compétitive l'activation des LXRs (Ou et al. 2001; 

Yoshikawa et al. 2002). Néanmoins et contrairement aux oxystérols, la preuve de 

l’activité physiologique de ces antagonistes n’a jamais été démontrée in vivo. 

- La prostaglandine F2α (PGF2α) est l'un des métabolites de la cyclooxygénase sur 

l'acide arachidonique. La PGF2α bloque l'activation induite par le T0901317 de 

LXRα-LBD et de LXRβ-LBD de façon dépendante de la dose avec une valeur de 

IC50 (concentration d’antagoniste requise afin d’inhiber 50% des effets d’un 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Acide Arachidonique Prostaglandine F2α 

Acide ursodeoxycholique 5,6-Epoxycholestérol 

Figure 11 : Ligands endogènes antagonistes des LXRs 
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agoniste) de 12,6 μM et 15 μM respectivement. La PGF2α a également une action 

antagoniste sur l'activité du promoteur ABCA1 et ABCG1 induite par le T0901317 

(Zhuang et al. 2013).  

- La protéine SMILE (small heterodimer partner interacting leucine zipper protein) a 

été identifiée comme un corépresseur nucléaire de la famille des récepteurs 

nucléaires (NRs). L'acide ursodésoxycholique (UDCA) est un acide biliaire 

augmentant le niveau protéique de SMILE de manière dose-dépendante, et inhibe 

LXRα (J.-M. Lee et al. 2014). Le 5α,6α-Epoxycholestérol (5,6-EC) est un produit 

de l'auto oxydation du cholestérol retrouvé dans la circulation sanguine humaine 

et des lésions athéroscléreuses. Dans un test d'interaction de cofacteur avec les 

LXRs, le 5,6-EC se lie directement au LBD et perturbe le recrutement de 

cofacteurs à la fois pour LXRα et LXRβ. Le 5,6-EC présente également un 

comportement antagoniste sur les gènes régulés par les LXRs (Berrodin et al. 

2010).  

 

3.2. Naturels exogènes 

3.2.1. Agonistes 

De nombreux composés purifiés à partir de plantes ou de champignons 

modulent l'activité des LXRs (Figure 12). Ces composés naturels pourraient offrir une 

efficacité thérapeutique potentielle tout en minimisant certains effets secondaires, tels 

que l'hypertriglycéridémie (C. Huang 2014).  

- Les phytostérols, y compris l'ergostérol, le brassicastérol, le campestérol, le β-

sitostérol, le stigmastérol et le fucostérol sont des stérols naturels et sont les 

équivalents végétaux du cholestérol et de ses dérivés chez les mammifères. Le 

traitement des cellules intestinales par des phytostérols augmente l'expression 

des gènes cibles des LXRs (Plat et Mensink 2002), suggérant que les phytostérols 

ou leurs métabolites agissent comme des ligands des LXRs et influencent le 

métabolisme du cholestérol (Plat, Nichols, et Mensink 2005). Stanols et stérols 



Β-sitostérol Campestérol Frucostérol 

Ergostérol Sitostanol Campestanol 

YT-32 DTP1 DTP2 

DTP3 DTP4 DTP5 

Acide acanthoïque Viperidone Polycarpol 

Figure 12: Ligands exogènes naturels agonistes des LXRs (partie 1) 
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augmentent l'expression intestinale d’ABCA1 (sitostanol, sitostérol, campesterol 

et  fucostérol) et diminuent l'absorption du cholestérol(Plat et Mensink 2002; Plat, 

Nichols, et Mensink 2005).. 

- Le fucostérol, un stérol abondant dans les algues marines, a des effets 

hypocholestérolémiants et augmente l'activité plasmatique des lipoprotéines de 

haute densité (High Density Lipoprotein ; HDL). Il induit de manière significative la 

transactivation de LXRα et de LXRβ à 200µM dans les cellules HEK 293 (Hoang, 

Jia, Jun, Lee, Lee, et Lee 2012). Dans les cellules HepG2, le fucostérol (200 μM) 

augmente l'expression des ARNm de ABCA1, ABCG1, ABCG5, ABCG8 et de la 

protéine de transfert des esters de cholestéryle (CETP). 

- Le YT-32 ((22E)-ergost-22-ène-1α,3β-diol), dérivé synthétique de l'ergostérol ou 

du brassicastérol, se lie directement à LXRα et stimule l'interaction de LXRα avec 

ACTR et DRIP205, deux coactivateurs, à une concentration de 10 μM. Il active 

également LXRβ avec une valeur EC50 (concentration d’agoniste pour laquelle 

50% des effets maximaux sont observées) de 1,1 μM. Contrairement à l'agoniste 

synthétique T0901317, le YT-32 inhibe l'absorption du cholestérol intestinal sans 

augmenter les taux de triglycérides plasmatiques. Ainsi, YT-32 module 

sélectivement le métabolisme du cholestérol intestinal (Kaneko et al. 2003).  

- Les diterpènes (DTP) sont des stéroïdes naturels qui sont largement présents 

dans les plantes et les insectes. L'acide acanthoïque (AA) est un diterpène 

pimaradiène, isolé de l'écorce de racine d'Acanthopanax koreanum Nakai. AA 

active LXRα et LXRβ et module la fibrose hépatique induite par le CCl4 chez les 

animaux en inhibant la translocation de NFkB. L'AA inhibe également la 

croissance des cellules stellaires hépatiques de rat (HSC-T6) via l'activation des 

LXRs (Bai et al. 2014). Traves et al. ont rapporté que la stimulation des 

macrophages avec des diterpènes liés à l'acide acanthoïque (DTP 1-5) induit 

l'expression des gènes cibles des LXRs et l'efflux de cholestérol à un niveau 

similaire à celui des agonistes synthétiques GW3965 et T0901317 (Traves et al. 

2007).  



Honokiol Paxilline 

Acide podocarpique 
amidique 

Acide podocarpique  
anhydrique 

Acide podocarpique 
 acétate 

Bexarotène 

Gynosaponine Acide podocarpique 

Cyanidine Paeoniflorine Iristectorigénine B 

Dérivés gorgostane 

Ethyl 2,4,6-trihydroxybenzoate 

Eucalyptol 

Figure 12 : Ligands exogènes naturels agonistes des LXRs (partie 2) 
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- La gynosaponine TR1 ((20S)-2α,3β,12β, 24(S)-pentahydroxydammar25-ène 20-

O-β-D-glucopyranoside), isolée de Gynostemma pentaphyllum une plante utilisée 

dans la phytothérapie chinoise, est un agoniste des 

LXRs. Elle présente également une activité sélective pour LXRα. Dans les 

cellules HEK293, la gynosaponine TR1 à une concentration de 10μM induit une 

élévation significative de l'activité de la luciférase régulée par LXRα et de 

l'expression des gènes ABCA1 et ApoE dans les lignées de macrophages THP-

1, ceci favorisant l'efflux de cholestérol (T. H.-W. Huang et al. 2005). 

- La riccardine C (RC), isolé de Blasia pusilla est un agoniste non stéroïdien naturel 

de LXRα. RC peut améliorer l'efflux cellulaire de cholestérol dans les 

macrophages THP-1 et l'expression de ABCA1, ABCG1, et SREBP1c à une 

concentration de 10 µM.  

- L'acide podocarpique est un agoniste non stéroïdien des LXRs, dérivé des résines 

végétales. Les dérivés de l'acide podocarpique tels que son dimère anhydride et 

les imides se lient à la fois à LXRα et à LXRβ à des concentrations de 1 à 2 

nM. Des études de transactivation dans les cellules HEK293 indiquent que le 

dimère anhydride a une valeur d’EC50 de 1 nM envers les deux 

récepteurs. L'imide, plus stable et plus puissant, utilisé chez la souris, augmente 

les taux de HDL (Singh et al. 2005). 

- La taurine (acide 2-aminoéthanesulfonique), qui est abondante dans les fruits de 

mer, est connue pour ses implications nutritionnelles dans l'hypercholestérolémie 

et l'athérosclérose. Hoang et al. ont rapporté que la taurine se lie directement à 

LXRα dans les cellules CHO-K1, et stimule son activité transcriptionnelle à une 

concentration de 100 μM. La taurine réduit aussi les taux de cholestérol cellulaire 

et de TG dans les hépatocytes en n'induisant pas les gènes de synthèse des 

acides gras, y compris FAS et SCD1 (Hoang, Jia, Jun, Lee, Hwang, et al. 2012). 

- La Paeoniflorin provient de Paeonia lactiflora Pall, une plante médicinale avec des 

effets anti-hyperlipidémiques, neuroprotecteurs et protégeant des fibroses 

hépatiques. Elle transactive les promoteurs de PLTP, ABCA1 et CYP7A1 (3 gènes 
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cibles des LXRs) de rat avec des valeurs d’EC50 de 21,6 μM, 11,9 μM et 66 μM 

respectivement (Lin 2013).  

- L'iristectorigénine B, isolée à partir de Belamcanda chinensis, induit de manière 

dose-dépendante l'activité transcriptionnelle des LXRs. L'iristectorigénine B 

augmente l'efflux de cholestérol sous forme de HDL et réduit la concentration de 

cholestérol cellulaire dans les macrophages. À une concentration de 10 μM, il 

augmente de manière significative les niveaux d'expression de l'ARNm ABCA1 et 

ABCG1 (Jun et al. 2012). 

- Le 2,4,6-trihydroxybenzoate d'éthyle (ETB), isolé à partir de Celtis biondii. Il se lie 

et stimule directement aux LXRs stimule leurs activités transcriptionnelles. En 

effet, l'ETB induit la transactivation de LXRα et de LXRβ à 100 μM avec des 

valeurs d’EC50 de 80,8 et 37,8 μM, respectivement. L'ETB favorise l'efflux de 

cholestérol sous forme de HDL et diminue la concentration de cholestérol 

cellulaire dans les lignées cellulaires THP-1, RAW 264.7 de manière dose-

dépendante. A une concentration de 100 μM, ETB augmente l'expression de 

l'ARNm ABCA1 dans les cellules THP-1 et RAW 264,7 (Hoang, Jia, Jun, Lee, Lee, 

Hwang, et al. 2012). 

- La cyanidine, un flavonoïde naturel présent dans de nombreux fruits et légumes, 

est connue pour réguler le métabolisme des lipides cellulaires. A 100µM, la 

cyanidine induit la transactivation des LXRs. Les valeurs Kd de la cyanidine avec 

LXRα et LXRβ ont été mesurées à 2,16 et 73,2 μM, respectivement. La cyanidine 

active LXRα avec une valeur EC50 de 3,48 μM et LXRβ à 125,2 μM. La cyanidine 

active les gènes cibles des LXRs, y compris ABCA1, SREBP1c et ABCG5 et réduit 

les concentrations de triglycérides (TG) cellulaire dans les cellules THP-1 et 

HepG2 (Jia et al. 2013). 

- L’hesperetin, également un flavonoïde et présent dans de citron, module les 

LXRs. Des expérimentations in vitro montrent qu’à 10µM ce flavonoïde induit la 

transactivation de LXRα, l’augmentation des transcrits ABCA1 et l’élévation de 

l’efflux de cholestérol dans la lignée de macrophage THP-1 (Iio et al. 2012). 
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- Le 1,8 cinéole, présent dans notament dans l’eucalyptus, stimule la transactivation 

des LXRs. En effet, le traitement des cellules CHO-K1 avec du cinéole induit la 

transactivation des LXRs. Dans les macrophages RAW264.7, le cinéole est 

capable de réduire les taux de cholestérol intracellulaire et d’augmenter 

l’accumulation des ARNm cibles des LXRs. De façon surprenante, dans les 

hépatocytes stimulés par le cinéole, les gènes sensibles aux LXRs tels que FAS, 

SREBP1c et SCD1 ont été fortement régulés à la baisse. Ces résultats suggèrent 

que le cinéole agit comme un agoniste partiel qui active sélectivement les LXRs 

sans induire la lipogenèse hépatique (Jun et al. 2013). 

- La paxilline et l'ergostan-4,6,8,22-tétraène-3-one (un dérivé de l'ergostane) ont 

également démontré des activités agonistes des LXRs (Bramlett et al. 2003).  

 

3.2.2. Antagonistes 

Bien que le développement de ligands spécifiques des LXRs se soit concentré 

sur l’identification d’agonistes naturels ou synthétiques « thérapeutiquement utiles », 

plusieurs antagonistes naturels (Figure 13) ont été décrits dans des rapports récents 

démontrant leur capacité à réduire les triglycérides et à réduire les stéatoses 

hépatiques, suggérant l'utilité potentielle de telles molécules comme agents 

thérapeutiques. 

- La guttiférone inhibe l'activité de LXRα avec une valeur d’IC50 de 3,4 μM et celle 

de LXRβ avec une valeur de 15 μM, indiquant une sélectivité 5 fois plus importante 

envers LXRα (Herath et al. 2005).  

- La Riccardine F (RF) est un antagoniste non stéroïdien naturel des LXRs isolé de 

Blasia pusilla. A une concentration de 30µM, il diminue l'expression de Srebp1c 

induit par le T0901317 dans les lignée cellulaires HepG2 et THP-1 (Tamehiro et 

al. 2005).  

- La naringénine est un flavonoïde qui peut être trouvé dans les agrumes. Cette 

molécule présente des activités antagonistes vis-à-vis de LXRα en présence de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Riccardine C Riccardine F 

Naringénine 
Génistéine 

Taurine Rhéine 

Guttiférone I Guttiférone G 

Figure 13 : Ligands exogènes naturels antagonistes des LXRs 
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l'agoniste T0901317. L'activité de LXRα est réduite dans des cellules HEK293 

stimulées au T0901317. De même, l’accumulation des ARNm ABCA1, ABCG1, 

HMGCR et FAS était diminuée (Goldwasser et al. 2010). 

- La génistéine est un flavone dérivée du soja et réduit l'expression de SREBP-1c 

et ABCA1 en supprimant l'activation de LXRα induite par un agoniste. A l’inverse, 

LXRβ est activé, augmentant l'expression de ABCG5 et ABCG8, et montrant ainsi 

des actions opposées de la génistéine sur les deux isoformes des LXRs 

(González-Granillo et al. 2012). 

- La morine est un flavonoïde abondament présent dans les mûres. In vitro la 10µM 

de morine inhibe la transactivation des LXRs induite par l’agoniste GW3965 dans 

les cellules HEK293T. Le traitement de cellules HepG2 avec 25µM de morine 

montre une diminution significative des transcrits cibles SREBP1c, FAS, ABCA1 

et ABCG1. De plus, in vivo, la morine retarde la stéatose hépatique et diminue les 

niveaux de triglycérides (Gu et al. 2017). 

- La lutéoline est un flavonoïde très présent dans les légumes et ayant été identifié 

comme antagoniste des LXRs. A 10µM, la lutéoline inhibe l’activité des LXRs 

induite par le T0901317. De plus in vitro, 25µM de lutéoline diminue 

significativment les niveaux de transcrits SREBP1C dans les cellules HepG2 

(Francisco et al. 2016). 

- Rheum palmatum L., ou rhubarbe chinoise, contient la rhéine (acide 4,5-

dihydroxyanthraquinone-2-carboxylique) qui présente des activités antagonistes 

envers les LXRs (Sheng et al. 2011). La rhéine inhibe de manière dose-

dépendante l’activité transcriptionnelle de LXRα et de LXRβ stimulée induite par 

le GW3965 (agoniste synthétique) 

 

 

3.3. Composés synthétiques 
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De nombreuses études prouvant l'efficacité de la modulation des LXRs dans 

diverses pathologies (cf. chapitre 1.5) ont conduit au développement de nouveaux 

agonistes puissants des LXRs.  

- Parmis les ligands synthétiques mis au point (Figure 14), le dérivé de l'acide 

cholesténoïque, l'hypocholamide, réduit le cholestérol plasmatique total (C. Song 

et Liao 2001). L'hypocholamide stimule le transport inverse ou hépatique du 

cholestérol (cf chapitre 1.4.1.2). L'hypocholamide est un activateur de LXRα 

relativement spécifique par rapport à LXRβ. 

- La synthèse de ligand des LXRs en se basant sur le 22R-hydroxycholestérol 

(agoniste) a mené à la création du 22S-hydroxycholestérol. Celui-ci est capable 

d’inhiber les effets d’un activateur des LXRs dans différents systèmes (Spencer 

et al. 2001).  

- Le T0901317 est un ligand synthétique non stéroïdien induisant l'expression 

d'ABCA1. Alors que le T0901317 semble être un activateur des LXRs très 

efficace, le ligand peut être également un activateur de PXR et de FXR, ainsi qu'un 

inhibiteur de RORα et RORγ (Viennois et al. 2012; Färnegårdh et al. 2003). 

- Le GW3965 est un autre ligand non stéroïdien plus sélectif pour les LXRs (Fradera 

et al. 2010). Le ligand, développé par GlaxoSmithKline, a été testé dans la 

prévention de l’athérosclérose, des lésions cérébrales induites par l'ischémie et 

d'autres incidences arthritiques et inflammatoires. Alors que le GW3965 présente 

une sélectivité accrue, il a été associé à des effets hypertriglycéridémiant chez les 

souris, ce qui limite fortement à ce jour son utilisation en thérapie humaine 

(Joseph, Laffitte, et al. 2002; Joseph, McKilligin, et al. 2002). 

- Le T0901317 et le GW3965 ont été étudiés intensivement sur leur activation des 

LXRs, et en tant que tels, plusieurs groupes de recherche académiques et privés 

ont développé de nouveaux ligands sur leur base. GlaxoSmithKline a continué à 

développer ces activateurs LXRs avec la synthèse du GSK3987. Il s'est avéré être 

un puissant agoniste de LXRα et de LXRβ et un inducteur d’ABCA1, avec une 

valeur d’EC50 de 40 nM pour LXRβ. Alors que l'efficacité du nouveau ligand est 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

T0901317 GSK9772 GW3965 

F3MethylAA Urée benzisoxazole 

GSK2033 Hypocholamide 22S-hydroxycholestérol 

Figure 14: Ligands synthétiques des LXRs 
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presque comparable à celle des agonistes précédemment établis, 

l'hypertriglycéridémie, même si plus limitée, reste une préoccupation (Jaye et al. 

2005). 

- Chao et al. ont développé de nouvelles molécules à partir de modifications du 

T0901317. Le GSK9772 ainsi généré est un modulateur des LXRs ayant une 

activité de transrépression de l'expression génique pro-inflammatoire et une 

transactivation des voies de signalisation lipogéniques, sans accumulation de 

triglycérides (Chao et al. 2008). 

- Lors d’un crible de molécules, les sulfonamides tertiaires ont été identifiées 

comme de bons candidats pour la liaison au LXRs. La synthèse d’analogues a 

permis la découverte d'antagonistes. Parmis eux, le GSK2033 s’est montré 

comme le plus efficace sur ces récepteur nucléaire (Zuercher et al. 2010). 

- Fradera et al. ont comparé la liaison de GW3965, d'une benzisoxazole urée 

(cristallisée dans PDBe : 3IPQ) et d’un dérivé de benzisoxazole (F3méthylAA ; 

cristallisé dans PDBe : 3IPS) dans le LBD des LXRs.   
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4. Les fonctions physiologiques des LXRs 

Depuis la découverte des LXRs au milieu des années 1990, c’est l’analyse 

phénotypique des souris génétiquement modifiées qui a permis d’identifier les 

fonctions physiologiques régulées par ces récepteurs.  

 

4.1. Métabolisme du Cholestérol 

4.1.1. Excrétion du cholestérol depuis le foie 

La découverte de l’activation des LXRs par les oxystérols a été le premier indice 

de leur implication dans le maintien de l'homéostasie du cholestérol (Figure 15 ;  

(Janowski et al. 1996). Cette idée a été confirmée par la génération et l'analyse de 

souris Lxrα-/-. Les souris dépourvues de LXRα et nourries avec un régime 

hypercholestérolémiant accumulent des quantités massives de cholestérol dans le foie 

(Peet et al. 1998). Cette première étude a également identifié le gène codant pour le 

cytochrome P450 7A1 (Cyp7a1), enzyme limitante de la voie de synthèse des acides 

biliaires, en tant que première cible transcriptionnelle des LXRs. L'étude a montré que 

la perte de LXRα compromet la conversion du cholestérol en acides biliaires. Des 

études ultérieures ont révélé que les LXRs stimulent également l'excrétion du 

cholestérol biliaire directement à travers leurs gènes cibles Abcg5 et Abcg8 (Yu et al. 

2003). Les souris dépourvues d'Abcg5 et d'Abcg8 ne parviennent pas à augmenter la 

quantité sécrétée de cholestérol biliaire en réponse au traitement T0901317, 

suggérant que l'expression d'AbcG5 et d'AbcG8 est requise pour le trafic de stérols 

biliaires dépendants des LXRs. L'importance hépatique de LXRα dans l'homéostasie 

du cholestérol a été renforcée par des études de souris dont le gène Lxrα a été 

supprimé spécifiquement dans le foie. Ces souris ont une altération du transport 

inverse du cholestérol, de son catabolisme et de son excrétion (Yuan Zhang et al. 

2012). 

 

4.1.2. Le transport inverse du cholestérol 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 15: Rôle des LXRs dans l’homéostasie du cholestérol 
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Le transport inverse ou hépatique du cholestérol (Reverse Cholestérol 

Transport ; RCT ; Figure 15) est un processus par lequel l'excès de cholestérol dans 

les tissus périphériques est transféré vers les HDL puis transporté vers le foie pour la 

synthèse et l'excrétion des acides biliaires. L'étape initiale dans le RCT est l'efflux 

cellulaire de cholestérol, qui implique le transfert du cholestérol libre à l'apolipoprotéine 

A1 (ApoA1) ou pré-β HDL. Cet efflux est effectué par les transporteurs ATP-binding 

cassette, sous-familles A (ABCA1) et G (ABCG1), deux des premiers gènes cibles des 

LXRs identifiés ((Venkateswaran et al. 2000; Kennedy et al. 2005). Des mutations 

d’ABCA1 chez l'Homme provoquent la maladie de Tangier, un trouble caractérisé par 

de fortes réductions des taux plasmatiques de HDL et une augmentation de 

l'accumulation de cholestérol dans les tissus périphériques (Rust et al. 1999; Bodzioch 

et al. 1999). L'analyse structurale de ABCA1 membranaire a révélé que deux 

domaines extracellulaires forment un tunnel hydrophobe qui facilite la sortie du 

cholestérol (Qian et al. 2017).  ABCG1 se localise aux endosomes et permet le 

transport des stérols intracellulaires à l'écart du réticulum endoplasmique (RE ; (Tarling 

et Edwards 2011). Plusieurs autres cibles des LXRs sont également impliquées dans 

le RCT. Par exemple, la protéine ARL7 (ADP-ribosylation factor-like 7) transporte le 

cholestérol du compartiment périnucléaire à la membrane plasmique (Hong et al. 

2011; Engel et al. 2004) ; les apolipoprotéines, dont ApoE, ApoC1, ApoC2, ApoC4 et 

ApoD ; des gènes impliquées dans le remodelage des lipoprotéines (PLTP) (Laffitte, 

Joseph, et al. 2003), cholesterylesther transfert protein (CETP) (Luo et Tall 2000) et la 

lipoprotéine lipase (LPL) (Y. Zhang et al. 2001). Par ces différents effets 

transcriptionnels, l’activation des LXRs augmente le RCT (Figure 15). 

 

4.1.3. La biosynthèse du cholestérol 

Les LXRs fonctionnent de concert avec la voie régulée par SREBP2 (Sterol 

regulatory element-binding protein 2) pour maintenir l’homéostasie des taux cellulaires 

et systémiques stérols. Alors que les LXRs facilitent l'élimination de l'excès de 

cholestérol en réponse aux niveaux élevés de cholestérol intracellulaire, SREBP2, à 

l’inverse, favorise la biosynthèse du cholestérol et son absorption en réponse à de 
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faibles taux en cholestérol. Les recherches menées au cours des deux dernières 

décennies ont révélé que ces deux voies principales se régulent l’une l’autre à 

plusieurs niveaux. SREBP2 contrôle l’expression de gènes impliqués dans la synthèse 

de cholestérol, favorisant l’apparition d’oxystérol et donc l’activation des LXRs (Wong, 

Quinn, et Brown 2006). Inversement, l'activation des LXRs dans le foie inhibe la 

biosynthèse du cholestérol par induction de l'E3 ubiquitine ligase RNF145 (RING finger 

protein 145) (L. Zhang et al. 2017). Celle-ci est présente dans la membrane du 

réticulum endoplasmique et ubiquitinyle SCAP (Sterol regulatory element-binding 

protein cleavage-activating protein) empêchant le transport de SREBP2 vers le Golgi 

et son clivage protéolytique et donc son action  (L. Zhang et al. 2017). 

 

4.1.4. Absorption du cholestérol 

Les niveaux élevés de cholestérol LDL sont un facteur de risque majeur pour 

l'athérosclérose. Le récepteur des LDL (LDLR), une protéine de surface cellulaire, est 

essentiel pour l'absorption du LDL et le maintien des taux plasmatiques de cholestérol 

(Russell et al. 1984). Des mutations du LDLR chez l'Homme ou la souris provoquent 

une hypercholestérolémie et une athérosclérose accélérée en raison d'une diminution 

de la clairance des LDL (Brown et Goldstein 1986; S. Ishibashi et al. 1994, 

1993). L'expression de LDLR est régulée au niveau transcriptionnel et post-

traductionnel. En réponse à de faibles niveaux de cholestérol, SREBP2 conduit la 

transcription de LDLR (Hua et al. 1993) et inversement, lors de taux élévé de 

cholestérol intracellulaire,  les LXRs induisent l'expression de IDOL (inducible degrader 

of the LDLR), une ubiquitine-liguase E3 dégradant LDLR (Zelcer et al. 2009; Hong et 

al. 2010; Scotti et al. 2013). 

 

4.2. Métabolisme des acides gras 

En plus de leur importance dans la modulation de l'homéostasie du cholestérol 

comme facteurs hypocholestérolémiants, les LXRs sont également des régulateurs 

clés de la lipogenèse de novo dans le foie (J. J. Repa et al. 2000; Schultz et al. 2000; 
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Joseph, Laffitte, et al. 2002). L'administration d'agonistes synthétiques des LXRs à des 

souris augmente les niveaux hépatiques et plasmatiques de triglycérides en raison de 

la biosynthèse accrue des acides gras et de la sécrétion de VLDL (Schultz et al. 

2000). L'activité lipogénique des LXRs est due, dans une large mesure, à l'induction 

transcriptionnelle du gène codant SREBP1c, un facteur de transcription central de la 

biosynthèse des acides gras. En outre, les LXRs activent directement la transcription 

de plusieurs gènes lipogéniques, notamment ceux codant FASN (Fatty Acid 

Synthase ; (Joseph, Laffitte, et al. 2002), SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase-1 ; (Chu et 

al. 2006) et ChREBP (Carbohydrate-responsive element-binding protein ; Cha et al. 

2007). De manière intéressante, les LXRs sont également importants par la capacité 

à agir sur d'autres signaux impliqués dans le contrôle de la transcription de SREBP1C, 

tels que l'insuline (G. Chen et al. 2004; Tian, Goldstein, et Brown 2016) et les acides 

gras polyinsaturés (Yoshikawa et al. 2002; Hannah et al. 2001; Yahagi et al. 1999). 

En plus de moduler la lipogenèse hépatique, les LXRs régulent également le 

catabolisme des acides gras dans d'autres tissus. Avec un régime riche en glucides, 

les souris LXRα-/- présentent une dépense énergétique et une expression d'UCP1 

(Uncoupling Protein 1) plus élevée dans le tissu adipeux brun que les souris de type 

sauvage (Korach-André et al. 2011). De même, les souris LXRα-/- sont résistantes à 

l'obésité induite par un régime riche en graisses et en cholestérol en raison de 

l'augmentation de la dépense énergétique résultant de la régulation à la hausse des 

UCP dans les tissus musculaires et adipeux (Kalaany et al. 2005). Les souris ob/ob  

qui ont une mutation du gène codant la leptine et déficientes en LXRα et LXRβ sont 

protégées de la stéatose hépatique en raison de la lipogenèse altérée dans le foie. La 

perturbation de la lipogenèse hépatique s'est accompagnée d'une augmentation de la 

lipogenèse et du stockage des graisses dans les tissus adipeux. De plus, les souris 

ob/ob et LXRs-/- sont plus sensibles à l'insuline que les souris sauvages, malgré un 

poids corporel similaire, en raison de l'augmentation de l'activité adipeuse PPARy et 

ChREBP. 

 

4.3. Métabolisme du glucose 
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Plusieurs études ont suggéré les effets hypoglycémiants puissants des LXRs 

(Figure 16). Stulnig et al. ont confirmé que le traitement par un agoniste des LXRs 

diminue la néoglucogenèse dans le foie des souris de type sauvage par une forte 

diminution de l'expression des enzymes clés PEPCK et G6Pase (Stulnig et al. 2002). 

D'autres rapports ont révélé que l'administration d'agonistes des LXRs réduit 

significativement la glycémie et améliore la tolérance au glucose chez les animaux 

diabétiques, grâce à la régulation coordonnée des gènes impliqués dans le 

métabolisme du glucose dans le foie et le tissu adipeux (Laffitte, Chao, et al. 2003; 

Cao et al. 2003; Grefhorst et al. 2005; Commerford et al. 2007). Les mécanismes 

impliqués dans l’inhibition de l'expression des enzymes néoglucogeniques 

comprennent l'interaction avec le cofacteur RIP140 (Receptor-interacting protein 140) 

qui est indispensable aux LXRs pour réprimer la transcription de PEPCK dans le foie 

(Herzog et al. 2007). En outre, l'activation des LXRs induit également l'expression de 

la glucokinase (GK) hépatique augmentant le flux de glucose dans le foie et améliore 

ainsi son utilisation (Laffitte, Chao, et al. 2003). Dans le tissu adipeux, l'effet 

antidiabétique des LXRs provient de la stimulation de l’expression du transporteur de 

glucose insulino-dépendant GLUT4 qui favorise son absorption et son utilisation 

(Laffitte, Chao, et al. 2003; Dalen et al. 2003). Ces effets limitent donc la production 

de glucose hépatique et favorise l'absorption périphérique du glucose. Dans tous les 

cas, il est evident que les agonistes des LXRs abaissent les niveaux de glucose 

seulement en cas d’hyperglycémie (Grefhorst et al. 2005) et pourraient donc être 

proposés comme agents antidiabétiques. 

 

4.4. Métabolisme des stéroïdes 

4.4.1.1. Homéostasie des glucocorticoïdes 

La synthèse et la libération des glucocorticoïdes surrénaliens sont étroitement 

régulées par l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Christenson et Strauss 2000; 

Cummins et al. 2006). A côté de cette régulation classique Cummins et al. ont rapporté 

que l'activation des LXRs augmente la sécrétion de glucocorticoïdes en régulant le 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 16: Rôle des LXRs dans le métabolisme des glucides 
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métabolisme du cholestérol dans la glande surrénale. Les auteurs ont découvert que 

plusieurs gènes stéroïdogènes clés, y compris StAR (Steroidogenic Acute Regulatory 

protein), CYP11A1 et 3β-HSD (3β-Hydroxysteroid dehydrogenase), sont fortement 

induits par LXRα. De façon remarquable, l'expression de chacun de ces gènes est 

élevée dans les cellules surrénales dérivées à la fois des souris de type sauvage 

traitées avec T0901317 et des souris LXRα-/- (Cummins et al. 2006; Jefcoate 2006). 

En effet LXRα réprime l'expression basale de StAR à travers le recrutement de 

corépresseurs (Cummins et al. 2006). LXRα a dont été considéré comme une 

« soupape de sécurité » empêchant la trop forte accumulation de cholestérol dans les 

cellules stéroïdogènes (Volle et al. 2007).  

L'activation des LXRs peut également augmenter le taux de glucocorticoïdes en 

élevant la concentration sérique d'ACTH (Adrenocorticotropic hormone) par deux 

mécanismes distincts (Figure 17). Nilsson et al. ont constaté que le niveau d'ACTH est 

augmenté à la fois dans les lignées cellulaires hypophysaires et chez les souris traitées 

au GW3965. Ceci semble s’expliquer par l’inhibition de l'expression de la 11β-HSD 

(11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1), une enzyme augmentant les taux de 

glucocorticoïdes actifs dans l’hypophyse et augmentant le rétrocontrôle négatif de la 

glucocorticoïdogénèse surrénalienne. La diminution de 11β-HSD améliore ainsi la 

production hypophysaire d'ACTH (M. Nilsson et al. 2007). Dans une autre étude, 

Matsumoto et al. ont rapporté que POMC (pituitary proopiomelanocortin), le précurseur 

de l'ACTH, est un gène cible des LXRs. Le traitement avec T0901317 augmente 

l'expression de l'ARNm du gène POMC à la fois in vivo et in vitro et est aboli en 

absence de LXRα (Matsumoto et al. 2009). 

 

4.4.1.2. Homéostasie des œstrogènes 

Les œstrogènes circulants sont principalement produits dans l'ovaire et jouent 

un rôle important dans la physiologie (Yager et Davidson 2006; S. Nilsson et 

Gustafsson 2002). Cependant, les œstrogènes représentent également un facteur de 

risque pour le cancer du sein. Les thérapies anti-oestrogénique sont donc efficaces 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 17: Rôle des LXRs dans le métabolisme des stéroïdes 
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pour le traitement des cancers du sein. Une voie métabolique critique pour désactiver 

les œstrogènes est la sulfatation par SULT1E1 (estrogen sulfotransferase ; Figure 17 

; (Pasqualini 2009). Les œstrogènes sulfatés ne peuvent pas se lier à ER ou ER et 

perdent ainsi leurs activités hormonales (W. C. Song 2001). Gong et al. ont montré 

que les LXRs contrôlent l'homéostasie des œstrogènes en régulant l'expression 

hépatique de SULT1E1. L'activation pharmacologique des LXRs entraîne l'induction 

hépatique de SULT1E1 et la supression du gène SULT1E1 chez les souris a aboli ces 

effets (Gong et al. 2007). Ces résultats ont révélé un nouveau mécanisme contrôlant 

l'homéostasie des œstrogènes in vivo et ont des implications pour le développement 

de médicaments dans le traitement du cancer du sein et d'autres troubles endocriniens 

cancéreux liés aux œstrogènes. A l’inverse, les travaux de l’équipe ont montré que le 

T0901317 augmentait la transcription des gènes stéroïdogènes ovariens et 

l’augmentation des taux circulants d’œstradiol (Mouzat et al. 2009). 

 

4.4.1.3. Homéostasie des androgènes 

Les androgènes, dont la testostérone et la dihydrotestostérone, sont essentiels 

pour la différentiation masculine et l’acquisition des caractères sexuels secondaires 

(Kempenaers, Peters, et Foerster 2008). L’équipe avait montré que les LXRs 

testiculaires contrôlent la synthèse de testostérone (Volle et al. 2007). L’effet du 

T0901317 est supprimé dans les souris n’ayant pas de LXRs. Comme pour la glande 

surrénale et l’ovaire, les LXRs activent les enzymes de la stéroïdogenèse. 

Paradoxalement, Uppal et al. ont précédemment rapporté que SULT2A1, responsable 

de la sulfatation (et donc de l’inactivation) des androgènes, est un gène cible des LXRs 

(Figure 17 ; (Uppal et al. 2007). Lee et al. ont montré que l'activation des LXRs in vivo 

abaisse l'activité androgénique en induisant SULT2A1. A l’inverse, l'activation des 

LXRs inhibe l'expression de STS (Steroid Sulfatase) qui active les androgènes dans 

la prostate (J. H. Lee et al. 2008). Comme pour les surrénales, il semble que les 

récepteurs LXRs agissent comme des verrous pour bloquer toute augmentation 

anormale de cholestérol. 
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4.4.2. Immunité 

L'activation des LXRs antagonise NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) et réduit la réponse de macrophages différenciés murins 

exposés aux lipopolysaccharide (LPS), à la fois in vitro et dans un modèle expérimental 

de dermatite (Joseph et al. 2003). Par la suite, un mécanisme de transrépression (cf. 

chapitre 1.2.3) fut identifié. Ainsi les LXRs se lient à des complexes corépresseurssur 

les promoteurs de gènes cibles pro-inflammatoires (Figure 18) comme NFkB et 

AP1(activator protein 1 ; (Ghisletti et al. 2007).  

La libération de cytokines en réponse aux LPS est différente en fonction de la 

durée de pré-incubation avec des agonistes des LXRs. Des temps courts (1h) inhibent 

la libération de cytokines pro-inflammatoires (Birrell et al. 2007; Myhre et al. 2008; 

Higham et al. 2013), tandis que des temps longs (48h) potentialisent l’impact de ces 

cytokines (Asquith et al. 2013; Landis, Patel, et Capone 2002; M. Ishibashi et al. 2013). 

Les LXRs semblent donc temporiser la réponse immunitaire (Fontaine et al. 2007). Le 

traitement de cellules dendritiques dérivées de monocytes humains en une seule dose 

ou tout au long de la différenciation a montré de nombreuses différences dans la 

libération des chimiokines et cytokines (Geyeregger et al. 2007; Hanley et al. 2010). 

L’ensemble de ces données renforce l’idée que le moment et la durée de l’incubation 

de l’agoniste des LXRs sont cruciaux pour déterminer la réponse. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 18: Rôle des LXRs dans l’immunité 
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5. La physiopathologie des LXRs 

Les LXRs, de par leurs grandes variétés de fonctions biologiques, sont 

impliqués dans un grand nombre de pathologies. Dans des contextes pathologiques, 

la modulation des LXRs pourrait présenter une opportunité interessante. Les 

pathologies reliées aux LXRs sont résumées dans la figure 19. 

 

5.1. Les pathologies métaboliques 

5.1.1. La dyslipidémie 

La dyslipidémie est une pathologie caractérisée par des niveaux anormaux de 

lipides dans le sang. Classiquement ces lipides sont représentés par le LDL, le HDL 

et les triglycérides. Les LXRs, comme présenté précédemment, ont un rôle central 

dans la modulation de ces composés.  

Etant donné l'effet puissant des agonistes des LXRs sur la formation de HDL, 

l'efflux de cholestérol et l'absorption du cholestérol intestinal, ces composés pourraient 

être considérés comme une nouvelle option thérapeutique pour les patients présentant 

une hypercholestérolémie et/ou un faible niveau de HDL. Cependant, les effets 

secondaires possibles existent ; les plus importants d'entre eux étant la stéatose 

hépatique et/ou l'hypertriglycéridémie. Ainsi, des modulateurs des LXRs spécifiques 

ayant peu ou pas d'effet sur la lipogenèse seraient-ils nécessaires. 

 

5.1.2. Le diabète de type 2 

Plusieurs études ont démontré que les agonistes des LXRs réduisent la 

concentration de glucose dans le plasma et augmentent la sensibilité à l'insuline dans 

différents modèles animaux de diabète et de résistance à l'insuline. Par exemple, 

l'administration de l'agoniste LXR T0901317 ou GW3965 réduit la concentration en 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 19: Les pathologies reliées aux LXRs 
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glucose plasmatique chez les souris db/db mais pas chez les animaux témoins (Cao 

et al. 2003; Loffler et al. 2006) ; (Laffitte, Chao, et al. 2003)Grefhorst et al. 2005).  

Dans le pancréas, le nombre de cellules β des îlots de Langerhans est contrôlé 

par l'équilibre entre les processus de prolifération et l'apoptose. Des études 

antérieures ont montré les îlots pancréatique d'animaux diabétiques présentaient des 

taux accrus de SREBP1c, de LXRα et LXRβ (Kakuma et al. 2000; Choe et al. 2007). 

Une glycémie élevée synergise les effets d’une activation pharmacologique des LXRs 

(Choe et al. 2007). Ceci semble s’expliquer par une promotion de la translocation du 

LXRα du cytoplasme vers le noyau, entraînant une plus forte réponse aux ligands, 

(Helleboid-Chapman et al. 2006). De plus, les taux plasmatiques d’oxystérols, sont 

fortement augmentés chez les patients diabétiques (Murakami et al. 2000). Ces 

données souligne le rôle des LXRs dans le dibète de type 2. 

5.2. Les pathologies osseuses et articulaires 

5.2.1. La polyarthrite rhumatoïde  

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie inflammatoire auto-immune 

dont l'étiologie est inconnue dans environ 1% de la population. Les thérapies actuelles 

ne sont efficaces que chez une faible proportion de patients. Le traitement au 

T0901317 de chondrocytes articulaires d’arthrose humain et de cultures d'explants de 

cartilage a provoqué la dégradation du protéoglycane (un compsant majeur de la 

matrice extracellulaire). LXRβ est l’isoforme prédominante dans le cartilage et les 

souris déficientes en LXRβ présentent une dégradation accrue des protéoglycanes et 

une production augmentée de PGE2 (un des principal facteur de pro-arthritique) dans 

le cartilage articulaire (N. Li et al. 2010). Le traitement d’explants de cartilage humain 

avec le GW3965 réprime la dégradation induite par les cytokines et la perte de 

protéoglycanes du tissu. De plus, l'activation des LXRs inhibe de façon spectaculaire 

la production de PGE2 induite par les cytokines. Le GW3965 administré à des souris 

arthritiques diminue la production de cytokines inflammatoires et atténue la sévérité 

clinique et histologique de la pathologie (Park et al. 2010). 
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5.2.2. L’ostéoporose 

L’os est un tissu qui est remodelé en permanence par deux types cellulaires : 

les ostéoblastes qui fabriquent la matrice osseuse et les ostéoclastes qui la dégradent. 

L’équilibre entre l’activité ostéoblastique et ostéoclastique est essentiel au bon 

fonctionnement du tissu. Le T0901317 diminue les marqueurs de formation osseuse 

dans les ostéoblastes primaires de souris C57BL/6J (Prawitt et al. 2011). Des co-

cultures d’ostéoblastes/clastes où le GW3965 réprime l'expression de RANKL dans 

les ostéoblastes inhibant la différenciation des ostéoclastes (Kleyer et al. 2012). En 

utilisant un modèle d'ostéoporose postménopausique induite par l'ovariectomie, le 

GW3965 altère également la signalisation RANKL in vivo.  

Le GW3965 réprime aussi la production de cytokines inflammatoires induite par 

le LPS dans les macrophages dérivés de la moelle osseuse et spécifiquement dans 

les lignées immatures (Robertson Remen et al. 2013). Ces effets anti-inflammatoires 

dans l'os suggèrent que l'activation de ces récepteurs pourrait réduire une érosion 

destructive de l'os (Hardy et Cooper 2009). 

 

5.3. Les pathologies cutanées 

L'épiderme humain et murin exprime des quantités élevées de LXRα et LXRβ 

(Kömüves et al. 2002) suggérant un rôle important dans l’homéostasie cutanée. 

L'application atopique de 22R-hydroxycholestérol restaure l'homéostasie épidermique 

dans un épiderme hyperprolifératif (Schmuth et al. 2004). Le GW3965 réduit 

l'épaisseur de la peau et atténue l'inflammation cutanée dans les modèles murins 

d'inflammation cutanée irritante et allergique (Fowler et al. 2003). Ces effets sont abolis 

chez les souris déficientes en LXR, suggérant un rôle prédominant de cette isoforme.  

 

5.3.1. Le psoriasis 
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Une diminution significative de l'expression de LXRα a été décrite dans les 

lésions psoriasiques par rapport aux peaux saines (Mehta et al. 2013). De plus, le 

knock-down de LXRα dans les kératinocytes humains sains reproduit un profil 

transcriptomique similaire à celui observé dans des lésions psoriasiques (Gupta et al. 

2010). 

 

5.3.2. La dermatite atopique 

Des dysfonctionnements primaires et secondaires de la barrière cutanée 

coexistent dans la dermatite atopique (Schmuth et al. 2015), indiquant que la 

restauration de la barrière cutanée peut être utile dans la prise en charge thérapeutique 

de telles maladies. Dans le modèle murin de dermatite, la perte d'eau 

transépidermique a été altérée par un traitement topique avec des agonistes des LXRs 

(B. Kim et al. 2012) entraînant une hyperplasie et une réduction de l'inflammation 

(Hatano et al. 2010). 

Les activateurs pharmacologiques des LXRs par voie orale ont été conçus pour 

le traitement de la dermatite atopique (Zheng et al. 2016). L'un d'eux, VTP 38543 

développé par Vitae Pharmaceuticals comme traitement topique de l'eczéma ou de la 

dermatite atopique. Le VTP-38543 fait actuellement l'objet d'essais cliniques pour 

évaluer l'innocuité, la tolérabilité et l'efficacité chez des patients adultes atteints de 

dermatite atopique légère à modérée. 

 

5.3.3. Le vitiligo 

Le vitiligo est un trouble pigmentaire cutané courant caractérisé par des zones 

de peau dépigmentée manquant de mélanocytes fonctionnels. L'expression des 

transcrits de LXRα est augmentée dans les mélanocytes de patients atteints par 

rapport aux témoins (R. Kumar et al. 2012). L’utilisation de siARN contre LXRβ dans 

les mélanocytes humains a révélé que LXRβ est un acteur majeur dans le contrôle de 

la mélanogenèse (C. S. Lee et al. 2013).  
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5.4. Les pathologies neurologiques 

Dans le SNC, les isoformes de LXRα et LXRβ sont présentes, cependant, LXRβ 

est l'isoforme la plus abondante dans le SNC (Whitney et al. 2002). Les souris LXR-/- 

présentent de nombreuses anomalies sévères telles que la perte de neurones, la 

prolifération des astrocytes, la désorganisation des gaines de myéline et 

l’accumulation de dépôts lipidiques (L. Wang et al. 2002) dans le SNC. L’étude de 

différentes maladies neurodégénératives montrent une implication possible des LXRs 

et leur intérêt comme cible pharmacologique. 

 

5.4.1. La maladie d'Alzheimer 

L'accumulation de cholestérol dans le SNC augmente le risque de développer 

la maladie d'Alzheimer ((Rebeck 2004). Elle est caractérisée par une dégénérescence 

neuronale progressive, une gliose, un dépôt extraneuronal de peptides amyloïdes β 

(Aβ) formant des plaques (Selkoe 1991; Ballard et al. 2011). L'absence de LXRα ou 

de LXRβ chez un modèle murin de la maladie entraîne une augmentation du dépôt 

amyloïde. De plus, l'activation pharmacologique des LXRs  diminue la réponse 

inflammatoire aux peptides amyloïde β fibrillaire (fAβ). D'un autre côté, les cellules 

dépourvues des LXRs présentent une expression plus élevée des gènes 

inflammatoires suggérant que les LXRs agissent comme des inhibiteurs endogènes 

de la réponse inflammatoire innée induite par fAβ (Zelcer et al. 2007) dans le SNC. Un 

LXRE, a été détecté dans le gène codant pour DHCR4 (3-β-hydroxysterol Δ-24-

reductase), un catalyseur de la conversion du desmostérol en cholestérol ayant des 

effets neuroprotecteurs (Yongjun Wang et al. 2008). D'autre part, l'inhibition spécifique 

de cette enzyme augmente la susceptibilité cellulaire à développer a maladie 

d’Alzheimer (Cecchi et al. 2008). Enfin, toutes ces études ont suggéré que l'activation 

des LXRs pourrait être utile dans le traitement de cette pathologie. 
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5.4.2. La maladie de Parkinson 

La microgliosie, l'astrogliosie, la dégénérescence progressive des neurones 

dopaminergiques, sont des symptômes de la maladie de Parkinson ((Dauer et 

Przedborski 2003). Les souris knock-out mâles LXRβ montrent une dégénérescence 

des motoneurones après 7 mois (Andersson et al. 2005). De plus, le déficit en LXRβ 

dans un modèle murin de la maladie de parkinson exacerbe des altérations des 

neurones dopaminergiques (Y. Dai et al. 2012).  

 

5.4.3. La maladie de Hungtington 

Cette pathologie est caractérisée par une expansion polyglutaminique située à 

l'extrémité N-terminale d'une protéine exprimée de manière ubiquitaire connue sous le 

nom de huntingtine. Il a été démontré que la voie de biosynthèse du cholestérol est 

altérée dans les cerveaux de souris atteintes de la maladie (Valenza et al. 2005). 

Récemment, il a été rapporté que la huntingtine (sauvage) pouvait se comporter en 

coactivateur des LXRs. En outre, la surexpression de la huntingtine mutante a des 

effets négatifs sur les gènes cibles LXRs tels qu’ABCA1. Cet effet est partiellement 

contré par l'activation des LXRs par un ligand synthétique (Futter et al. 2009).  

 

5.4.4. La sclérose en plaque 

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie inflammatoire caractérisée par 

une démyélinisation des axones du SNC. Une étude a montré que le T0901317 

supprime l'expression des interleukines IL-23 et IL-17 dans les cultures primaires de 

cellules gliales dans un modèle murin de SEP (Xu et al. 2009). De plus, l'administration 

de cet agoniste avant le début de la maladie bloque son développement en supprimant 

la prolifération des lymphocytes T et la libération de cytokines (Hindinger et al. 2006). 

Cui et al. ont effectué des expériences avec le GW3965 montrant que celui-ci atténu 

la SEP chez les souris de type sauvage mais pas chez les souris LXR-/- (Cui et al. 

2011). 
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En 2016, une étude portant sur 7 patients atteints de SEP appartenant à la 

même famille a permis l’identification d’un SNP dans la séquence codante de LXRα. 

La substitution de l’arginine 415 (très conservée au sein des récepteurs nucléaires) en 

glutamine déstabiliserait l’hétérodimère LXR-RXR (Z. Wang et al. 2016). 

Collectivement, ces études suggèrent que les ligands des LXRs peuvent être 

des cibles thérapeutiques utiles pour le traitement de la SEP. 

 

 

5.4.5. La sclérose latérale amyotrophique 

Une étude réalisée chez des souris mâles LXRβ-/- a montré une 

dégénérescence des motoneurones liée à l'accumulation de lipides dans la moelle 

épinière. La dégénérescence progresse avec l’âge vers une paralysie (Andersson et 

al. 2005). La dégénérescence chronique des motoneurones est associée à la sclérose 

latérale amyotrophique (SLA ; (Cutler et al. 2002). Chez les souris LXRβ-/-, le début 

de l'invalidité se situe entre 3 et 7 mois. À l'âge de 7 mois, ces souris ont un contrôle 

musculaire réduit et des problèmes de coordination motrice associée à l'accumulation 

de lipides. L’homéostasie du cholestérol dans le cerveau est fondamentale et parce 

que les LXRs y jouent un rôle prédominant (cf. chapitre 1.4.1), ils peuvent être une 

cible pour le traitement de cette maladie neurodégénérative. 

Enfin une étude en 2018 a permis d’identifier des SNPs dans la séquence de 

LXRα. La substitution d’une thymine en cystéine à l’état homozygote a été associée 

avec une manifestation plus précoce (-7.8 ans) de la maladie  (Mouzat et al. 2018). 

 

5.4.6. La maladie Niemann-Pick type C1 

La protéine Niemann-Pick type C1 (NPC1) est fondamentale dans le trafic 

intracellulaire du cholestérol. La mutation de NPC1 entraîne l'accumulation de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



40 | P a g e  

 

cholestérol non estérifié, de sphingomyéline et de glycolipides dans les lysosomes des 

neurones et des cellules gliales. L'accumulation de ces lipides dans le SNC provoque 

une ataxie, une dysarthrie, une dysphagie et, dans les cas graves, une démence et 

des crises d'épilepsie. Repa et al. ont démontré que l'activation des LXRs dans un 

modèle murin de la maladie NPC1 augmente l'excrétion de cholestérol du cerveau, 

ralentit l'inflammation, retarde la neurodégénérescence, et finalement prolonge la 

durée de vie des animaux atteints (Joyce J. Repa et al. 2007).  

 

5.4.7. Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz 

Le syndrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS) est caractérisé par le déficit en 

DHCR7 (7-dehydrocholesterol-reductase). Les sujets affectés sont incapables de 

synthétiser correctement le cholestérol. La supplémentation en cholestérol après la 

naissance est l'approche actuelle; cependant, l'absence de cholestérol in utero conduit 

à des malformations développementales. Le traitement in utero avec un agoniste LXRs 

d'un modèle de souris femelle SLOS (Dhcr7-/-), augmente l'expression placentaire de 

ABCA1, favorisant ainsi les transferts de cholestérol mère-fœtus, suggérant une 

potentiel thérapie in utero de SLOS (Lindegaard et al. 2008). 

 

5.5. Les pathologies cardio-vasculaires 

5.5.1. L’athérosclérose 

De nombreuses études montrent que le traitement avec des agonistes des 

LXRs entraîne une atténuation de l'athérosclérose in vivo (X.-Y. Dai et al. 2008; Kratzer 

et al. 2009; Levin et al. 2005; Peng et al. 2008, 2009; Quinet et al. 2009; Terasaka et 

al. 2003). Ces traitements s'accompagnent soit d'une augmentation des taux de TG, 

soit d'effets sur la lipogenèse. Les agonistes LXRs sont également des régulateurs 

négatifs des principaux gènes inflammatoires TNFα, IL1b, IL6, COX2, iNOS et NFkB, 

conduisant à une inhibition de la formation des plaques/lésions athéroscléreuses 
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(Morales et al. 2008; Sironi et al. 2008; Bensinger et al. 2008; Geyeregger et al. 2009; 

Fowler et al. 2003; Hatano et al. 2010). 

 

5.5.2. Les lésions d'ischémie/reperfusion (I/R) myocardiques 

Des études antérieures ont démontré que LXRα et LXRβ sont tous deux 

exprimés dans le système cardiovasculaire, où ils peuvent jouer un rôle important dans 

la protection contre les lésions myocardiques (Lei et al. 2013). Wang et al. ont 

démontré que le T0901317 améliore la survie fonctionnelle des cellules souches 

mésenchymateuses transplantées dans le myocarde infarci et a un effet bénéfique sur 

la réparation cardiaque et l'amélioration fonctionnelle après un infarctus (Yabin Wang 

et al. 2014). Dans un modèle I/R, LXRα, mais pas LXRβ, est significativement 

surexprimé. De plus, l'activation de LXRα au lieu de LXRβ joue un rôle cardioprotecteur 

dans la lésion I/R (He et al. 2014).  

 

5.5.3. L’hypertrophie myocardique 

L'activation des LXRs par le T0901317 atténue l'hypertrophie myocardique in 

vivo (Kuipers, Li, et al. 2010). L'activation de LXRα réprime le système rénine-

angiotensine-aldostérone (RAAS ; régulateur positif de la pression sanguine) en 

réduisant l'expression de la rénine, de AT1R (angiotensin receptor type 1) et de ACE 

(angiotensine conversion enzyme) dans le cœur et les reins (Kuipers, van der Harst, 

et al. 2010). De plus, Wu et al. signalent que LXRα est régulée positivement dans les 

cœurs hypertrophiques subissant une surcharge de pression ventriculaire gauche. 

L'administration de T0901317 supprime l'hypertrophie des cardiomyocytes induite par 

l'angiotensine II et le LPS en inhibant la signalisation de NF-κB chez la souris. LXRα 

et LXRβ peuvent inhiber la signalisation NF-κB, tandis que LXRα est plus sensible aux 

stimuli hypertrophiques (S. Wu et al. 2009). Des travaux de Cannon et 

al. démontrent que l'activation des LXRs par l’agoniste AZ876 réduit significativement 

les augmentations du poids, de fibrose et de dysfonctionnement cardiaque induites 
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par des constrictions aortiques sans affecter la pression sanguine (Cannon et al. 

2015). 

En conséquence, les LXRs représentent une cible moléculaire potentielle pour 

les thérapies anti-hypertrophiques. Leur potentiel cardioprotecteur demande la mise 

au point de ligands plus spécifiques. 

 

5.6. Les pathologies de la reproduction 

5.6.1. Chez la femelle 

Les LXRs répriment la stéroïdogenèse dans les cellules lutéales ovariennes 

humaines (Drouineaud et al. 2007). En parallèle, le traitement des souris LXR-/- par 

des gonadotrophines conduit à un syndrome d'hyperstimulation ovarien (OHSS), 

imitant les complications observées chez certaines femmes ayant recours à une 

fécondation in vitro  (Mouzat et al. 2009). 

Les LXRs sont fortement exprimés dans le placenta de la souris et de l'homme 

au cours du développement. Ceci suggère un rôle crucial de LXRs dans différentes 

activités placentaires telles que la production d'hormones, la tolérance fœto-

maternelle, le métabolisme des lipides et la parturition (Marceau et al. 2005). De plus, 

l’endogline (ENG), un gène majeur impliqué dans l'implantation placentaire est un 

gène cible des LXRs (Henry-Berger et al. 2008). Ainsi une expression inappropriée 

des LXRs peut contribuer à des complications majeures de la grossesse. 

LXR joue un rôle crucial dans la capacité contractile de l'utérus de souris 

(Mouzat et al. 2007). En effet, une anomalie de l'activité contractile induite par 

l'ocytocine a été observée chez des souris dépourvues de LXR. Ces résultats 

impliquent que LXR est nécessaire pour l’induction des contractions. LXR est donc 

une nouvelle cible possible pour prévenir les malformations de la parturition chez les 

femmes. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



43 | P a g e  

 

 

5.6.2. Chez le mâle 

Les souris mâles LXR-/- présentent une baisse de fertilité à l'âge de 5 mois et 

une infertilité complète à 9 mois (Frenoux et al. 2004). L'accumulation d'esters de 

cholestérol induit une désorganisation de l'épithélium de l'épididyme (Saez et al. 2007) 

favorisant l'apoptose des cellules épithéliales (Ouvrier et al. 2009). En parallèle, les 

souris LXR-/- présentent une accumulation d'ester de cholestérol dans les cellules de 

Sertoli et une diminution de la prolifération des cellules germinales. Les souris LXR-

/- présentent une diminution de la synthèse de testostérone et une diminution de la 

concentration plasmatique en LH ainsi qu'une augmentation de l'apoptose des cellules 

germinales (Volle et al. 2007; Robertson et al. 2005). Par conséquent, la coopération 

de LXR et LXR maintient à la fois la structure et la fonction des testicules. En 2014, 

une étude a montré une corrélation positive entre la réduction du nombre de cellules 

germinales et la diminution des taux de transcrits des LXRs dans les biopsies 

testiculaires de patients présentant divers degrés d'azoospermie (Rondanino et al. 

2014). La perturbation de la signalisation LXRs dans l'appareil reproducteur mâle 

pourrait être considérée comme un facteur de risque impliqué dans la stérilité 

prématurée observée chez certains hommes. 

 

5.7. Le cancer 

Les ligands des LXRs peuvent affecter la croissance tumorale. Les agonistes 

synthétiques perturbent la coalescence des radeaux lipidiques (A. J. C. Pommier et al. 

2010), la localisation des récepteurs aux facteurs de croissance, et la tubulogenèse 

(Noghero et al. 2012). Ces perturbations ont un impact anti-angiogéniques et 

traduisent l’action des ligands des LXRs sur le transport du cholestérol et le 

métabolisme des cellules endothéliales. De plus, compte tenu de l'expression 

ubiquitaire des LXRs et de leurs fonctions pléiotropes, les traitements avec des ligands 

peuvent affecter directement ou indirectement la croissance tumorale, à la fois par voie 
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systémique et par la modification du microenvironnement tumoral (Villablanca et al. 

2010). 

 

5.7.1. Le cancer de la prostate 

Les effets des ligands LXRs sur les cellules cancéreuses ont été largement 

étudiés dans des modèles de cancer de la prostate. Le traitement au T0901317 inhibe 

la prolifération de cellule de cancer prostatique et la formation de tumeurs. Cet effet 

passe par la réduction de l’expression de SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2) 

levant ainsi l’inhibtion de p27 (Fukuchi, Hiipakka, et al. 2004). Le knock-out des LXRs 

dans les cellules épithéliales de la prostate murine a démontré leur rôle dans l’inhibition 

de la signalisation des facteurs de croissance, des voies de régulation du cycle 

cellulaire et dans la médiation des effets des agonistes synthétiques (Bousset et al. 

2018). Les niveaux d’ABCA1 diminuent au cours de la carcinogenèse de la prostate et 

la diminution de l'expression d’ABCA1 augmente la prolifération cellulaire (Fukuchi, 

Kokontis, et al. 2004). L’activation des LXRs augmente l'expression d'ABCA1 dans les 

cellules cancéreuses de la prostate, fournissant un autre lien mécanistique entre 

l'activation des LXRs et la régulation de la prolifération cellulaire. L’équipe a montré 

que l’activation des LXRs augmentait l'expression de ABCG1, perturbant la 

coalescence des radeaux lipidiques et bloquant la signalisation « pro-survie » AKT1 

(A. J. C. Pommier et al. 2010). L’invalidation de FASN (autre gène cible des LXRs) 

annule les effets anti-prolifératifs induit par des ligands synthétiques LXRs dans une 

lignée cellulaire prostatique (K. H. Kim et al. 2010). Les effets des agonistes des LXRs 

sur l'expression du gène SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3) dans les 

cellules cancéreuses de la prostate relient également les fonctions des LXRs dans le 

métabolisme lipidique et l'inflammation avec des effets anti-tumoraux (W. Fu et al. 

2014). Les traitements au ligand synthétique GW3965 augmentent les niveaux de et 

la mort cellulaire, et diminuent la prolifération, la migration et l'invasion cellulaires. Des 

expériences d’interférence ARN dirigés contre SOCS3 bloquent la réponse des 

cellules aux traitements avec des agonistes des LXRs. Des souris déficientes en LXRs 

nourries avec un régime riche en cholestérol présentent une néoplasie au sein de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 | P a g e  

 

l'épithélium prostatique, caractérisée par l’inhibition des protéines suppresseurs de 

tumeur NKX3.1 MSMB une activation de l’expression de facteur pro-oncogéniques tels 

que les Cyclines D1 et D2 (A. Pommier et al. 2013). 

 

5.7.2. Le cancer du sein 

L’activation des LXRs bloque la prolifération des cellules tumorales, que leur 

statut en récepteurs des œstrogènes soit positif (ER+) ou négatif (ER-) (Fukuchi, 

Kokontis, et al. 2004; Gong et al. 2007; Vedin et al. 2009; El Roz et al. 2012; Nguyen-

Vu et al. 2013). L'expression de SKP2 diminue après le traitement par le T0901317 

ainsi que celle de E2F2, un membre de la famille des facteurs de transcription 

régulateurs du cycle cellulaire (Nguyen-Vu et al. 2013). Dans les cellules cancéreuses 

du sein ER+, les traitements avec des agonistes des LXRs réduisent l'expression des 

transcrits et des protéines ERα, perturbant ainsi la voie de croissance centrale des 

cellules tumorales hormono-dépendantes (Vedin et al. 2009). Ces traitements 

bloquent également la prolifération induite par des facteur de croissance via la voie 

PI3K-Akt dans les lignées cellulaires de cancer du sein humain (Steffensen et al. 

2006). Dans d’autres études, des effets systémiques des agonistes des LXRs activent 

l’expression de SULT1E1 (enzyme qui désactive les œstrogènes dans le foie) inhibant 

la prolifération œstrogéno-dépendante des cellules épithéliales utérines et la formation 

de tumeurs mammaires (Gong et al. 2007). Il a également été montré que le traitement 

des macrophages avec des ligands des LXRs réduit la prolifération cellulaire et 

augmente l'apoptose de cellules cancéreuses du sein (El Roz et al. 2013). 

 

5.7.3. Les cancers gastro-intestinaux 

La β-caténine est un médiateur clé de la signalisation Wnt, une voie 

fréquemment mutée dans le cancer du côlon, et les LXRs interagissent avec la -

caténine et bloquent sa transactivation sur ses gènes cibles (Uno et al. 2009). 

L'activation des LXRs par des agonistes synthétiques inhibe également la prolifération 
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des cellules du cancer du côlon. Les traitements par ligand des LXRs diminuent les 

quantité protéiques de SKP2, de CDK (cyclin dependent kinase) et c-MYC (Vedin, 

Gustafsson, et Steffensen 2013; Lo Sasso et al. 2013). Les coupes tissulaires des 

animaux LXR-/- ont montré des niveaux plus élevés de marqueurs de prolifération par 

rapport aux contrôles de type sauvage, et, comme prévu, les traitements avec 

GW3965 ont réduit les marqueurs de prolifération dans les cellules du côlon (Vedin, 

Gustafsson, et Steffensen 2013). Dans un modèle de xénogreffe tumorale, la 

surexpression de LXRα bloque la formation de tumeurs en augmentant l'apoptose et 

en diminuant la prolifération (Lo Sasso et al. 2013).  

 

5.7.4. Le cancer de la vésicule biliaire 

Les souris LXRβ-/- présentent une inflammation et des lésions prénéoplasiques 

de la vésicule biliaire qui évoluent en cancer chez des animaux âgés. Ce phénotype 

est spécifique de LXRβ et a été observé uniquement chez les femelles. L’ovariectomie 

et l’élimination de la production d'œstrogènes chez ces animaux empêche la formation 

des lésions néoplasiques (Gabbi et al. 2010). Le rôle de LXRβ est encore souligné par 

une étude qui a trouvé une association de variations génétiques dans le gène LXRβ 

avec un risque accru de cancer de la vésicule biliaire (Sharma et al. 2013). 

 

5.7.5. Le cancer du pancréas 

Le cancer du pancréas fait partie des cancers les plus meurtriers, et les 

traitements par des agonistes des LXRs sont efficaces pour bloquer la prolifération 

cellulaire, la progression du cycle cellulaire et la formation de colonies dans les lignées 

cellulaires du cancer du pancréas (Candelaria et al. 2014). Des co-traitements avec 

l'agent chimiothérapeutique de référence, la gemcitabine, ont montré un effet additif 

sur l’inhibition de la prolifération cellulaire. Dans les lignées cellulaires et les 

échantillons cliniques, LXRβ semble être l’isoforme prédominante. Le traitement par 

un agoniste baisse les niveaux protéiques de SKP2 et EGFR. L'EGFR est souvent 
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surexprimé dans les cellules tumorales pancréatiques et les inhibiteurs de l'EGFR sont 

approuvés cliniquement pour le traitement du cancer du pancréas en association avec 

la gemcitabine (Troiani et al. 2012). Ces découvertes initiales des effets des agonistes 

de LXRs sur les cellules cancéreuses pancréatiques suggèrent une application 

potentielle de ces ligands, soit seuls, soit en combinaison avec les traitements actuels 

du cancer du pancréas. 

 

5.7.6. Les cancers cutanés 

La liaison d'APOE, un des gènes cibles des LXRs, à son récepteur LRP1 (low-

density lipoprotein receptor-related protein 1) a des effets anti-métastatiques dans les 

cellules de mélanome (Pencheva et al. 2012). Le traitement de cellules de mélanome 

avec des agonistes LXRs augmente l'expression d’ApoE et diminue l'invasion tumorale 

et la dissémination métastatique (Pencheva et al. 2014). Ces effets sont transmis par 

LXRβ. La sécrétion d'APOE par les cellules stromales semble jouer un rôle important 

(El Roz et al. 2013). Les traitements avec des agonistes LXRs sont efficaces pour 

supprimer la croissance de tumeurs résistantes aux agents chimiothérapeutiques 

cliniquement approuvés (dacarbazine et vémurafénib). De plus l’activation 

pharmacologique des LXRs présente des effets antitumoraux additifs aux 

chimiothérapies classiques. 

 

5.7.7. Les tumeurs hématologiques 

Les tumeurs hématologiques se développent à partir des différentes cellules 

sanguines et sont séparées en plusieurs types : i) leucémies ; ii) lymphomes et iii) 

myélomes. Dans le cas de la leucémie, l’activation des LXRs inhibe la prolifération et 

la survie cellulaire induite par les cytokines (IL-2 et IL-7) via une diminution de la 

phosphorylation de la protéine RB (RetinoBlastome) et de l’expression de la protéine 

Cyclin B (Geyeregger et al. 2009). Dans les cellules de myélome multiple, les 
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traitements aux agonistes des LXRs inhibent la signalisation des gènes cibles de 

Hedgehog, diminuant ainsi la croissance clonogénique tumorale (Agarwal et al. 2014).  
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6. Les LXRs sont des cibles des perturbateurs chimiques endocrininiens (EDCs) 

Un agent perturbateur chimique endocrinien (EDC ; endocrine disrupting 

chemicals) est défini par l'Environmental Protection Agency (EPA) des États-Unis 

comme «un agent exogène qui interfère avec la synthèse, la sécrétion, le transport, le 

métabolisme, l'action de liaison ou l'élimination des hormones naturelles présentes 

dans le corps responsables de l'homéostasie, de la reproduction et du processus de 

développement». La compréhension des mécanismes par lesquels les perturbateurs 

endocriniens exercent leurs effets s’est améliorée. On pensait à l'origine que les EDCs 

agissaient principalement par l'intermédiaire des récepteurs hormonaux nucléaires : 

les récepteurs aux œstrogènes (ER), les récepteurs androgènes (AR), les récepteurs 

de la progestérone, les récepteurs thyroïdiens et les récepteurs des rétinoïdes. 

Aujourd'hui, la recherche montre que les mécanismes sont beaucoup plus larges. Ainsi 

les perturbateurs endocriniens agissent-ils via les récepteurs nucléaires, les 

récepteurs non-stéroïdiens comme les récepteurs des neurotransmetteurs 

(sérotonine, dopamine, noradrénaline), les récepteurs orphelins, des voies 

enzymatiques impliquées dans la biosynthèse et/ou le métabolisme des stéroïdes, et 

de nombreux autres mécanismes qui convergent vers les systèmes endocriniens et 

reproducteur. Une substance perturbatrice du système endocrinien est donc tout 

composé, naturel ou synthétique, qui altère les systèmes hormonaux (Figure 20). 

Le groupe des perturbateurs chimiques endocriniens est très hétérogène et 

comprend des produits naturels ou chimiques synthétiques utilisés comme 

solvants/lubrifiants industriels et leurs sous-produits biphényles polychlorés (BPC), 

biphényles polybromés (PBB), dioxines, plastiques (bisphénol A), plastifiants 

(phtalates), pesticides (dichlorodiphényltrichloroéthane), fongicides (vinclozoline) et 

agents pharmaceutiques (DES). Le défi pour identifier de telles molécules réside dans 

la diversité chimique. Il est donc difficile de prédire si un composé peut ou non exercer 

des actions de perturbation endocrinienne. Néanmoins, les EDCs tels que les dioxines, 

les PCB, les PBB et les pesticides contiennent souvent un fragment phénolique qui 

imite les hormones stéroïdes naturelles et permet aux EDCs d'interagir avec les 

récepteurs d'hormones stéroïdiennes en tant qu'agonistes ou antagonistes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figure 20: Mode d’action des EDCs 
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Les sources d'exposition aux perturbateurs endocriniens sont diverses et varient 

considérablement d'un pays à l'autre. La situation évolue constamment parce que 

certains EDCs ont été interdits il y a des décennies et d'autres plus récemment, avec 

des différences significatives entre les pays. Certains EDCs ont été conçus pour avoir 

de longues demi-vies (bénéfique pour leur utilisation industrielle) mais ils se sont 

avérés être très préjudiciables à la faune et aux humains. Parce que ces substances 

ne se désintègrent pas facilement, certaines interdites il y a des décennies restent 

détectables à des niveaux élevés dans l'environnement, et elles peuvent être 

détectées dans pratiquement tous les animaux ou humains testés (Porte et al. 2006). 

Les voies d'exposition classiques sont orales (principalement), respiratoires et/ou 

cutanées (Figure 20). 

 

Comme mentionné précedement, la definition d’EDCs s’élargit intégrant à 

présents les perturbateurs des voies LXRs. Ces récepteurs, par leur rôle central sur 

l’homéostasie du cholestérol, ont un fort impact sur les taux d’hormones stéroidienne 

et donc sur les fonctions endocrinnienne. Aujourd’hui, plusieurs perturbateurs des 

voies LXRs ont été identitfiés. Comme expliqué plus haut, ces molécules sont d’origine 

diverse et leur structure diverge grandement rendant difficile la prédiction leurs effets. 

Ily a fort à parier qu’un nombre de ces molécules reste à découvrir.  

 

6.1. Diéthylstilbestrol  

Le diéthylstilbestrol (DES ; Figure 21) est un oestrogène synthétique utilisé dès 

1938 pour la prévention des fausses couches. La survenue de nombreuses 

malformations génitales à provoqué sont interdiction en France en 1977. Des études 

ultérieures ont monté que le DES affecte les fonctions du testicule. Des souris LXR-/- 

traitées quotidiennement au DES les 5 premiers jours après la naissance montrent à 

10 jours une diminution de la masse corporelle par rapport aux contrôles sauvages. 

Ces expériences ont mis en évidence le rôle protecteur des LXRs chez les souris 



 

 

 

 

 

 

 

 

  

Diisononyl phthalate (DiNP) 

Diethylstilbestrol (DES) 

tri-m-tolyl Phosphate (TMTP) Tributylétain (TBT) 

Diisodecyl phthalate (DIDP) 

Mono(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP) 

Figure 21: Les EDCs ligand des LXRs 
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sauvages. Le mécanisme moléculaire n’a pas été clairement identifié (Oumeddour et 

al. 2014). 

 

6.2. Phtalates 

Les esters de phtalates sont des composés utilisés comme plastifiants. Environ 

3 millions de tonnes d'esters phtaliques sont produits chaque année dans le monde 

entier et se retrouvent dans de nombreux produits courants comme les PVC, les sacs 

en plastique, les emballages alimentaires, les cosmétiques, les peintures industrielles 

et les transfusions sanguines (Heudorf, Mersch-Sundermann, et Angerer 2007). En 

raison de la nature non covalente de leur liaison avec les plastiques, les phtalates 

peuvent facilement être détachés et ingérés (Kavlock et al. 2002). 

 

6.2.1. Diisodecyl phthalate (DIDP) et Diisononyl phthalate (DiNP) 

En combinant des méthodes de modélisation moléculaire in silico et SPR 

(Surface plasmon resonance) in vitro, une étude a pu démontrer l’impact du DIDP et 

du DiNP (Figure 21) sur le LBD des LXRs avec des affinités de 4,32.10-7M et 1.20.10-

7M respectivement. De plus, ces molécules ont des effets inhibiteurs sur les gènes 

cibles des LXRs Srebp1c et LXRα dans une lignée humaine cancéreuse du foie 

(HepG2) (Mozzicafreddo et al. 2015). 

 

6.2.2. Mono(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP) 

Une étude réalisée sur les testicules et ovaires de fœtus humains âgés de 7 à 

12 semaines a montré l’impact de certain phtalates sur le développement 

embryonnaire. Des fœtus humains ont été exposés à 10-4M de MEHP (Figure 21) 

pendant 72h in vitro. Des analyse par qPCR montrent une activation de LXR associée 

à une stimulation de la transcription des gènes cibles LXRs comme Srebp1c, Scd1 et 
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Fasn indiquant une activité agoniste (Muczynski et al. 2012). Les auteurs mentionnent 

que les taux de MEHP dans le cordon ombilical sont de l’ordre du micromolaire. 

 

6.3. Retardateur de flamme 

Le firemaster 550 (FM550 ; Figure 21) est un mélange ignifuge qui est l'un des 

retardateurs de flamme les plus couramment utilisés dans les meubles et les produits 

pour bébés. L'exposition humaine à ce mélange commercial, constitué de composants 

bromés et organophosphorés, est répandue. Le FM550 semble s’accumuler dans le 

tissu placentaire après une exposition gestationnelle. Parce que le placenta est une 

source importante d'hormones et de neurotransmetteurs pour le cerveau foetal en 

développement, il peut être une cible à considérer dans le contexte de la neurotoxicité 

développementale. Lors d’une étude visant à identifier les mécanismes d'action 

possibles du FM550 dans le cerveau antérieur fœtal et le placenta, des rates gestantes 

ont été exposées par voie orale à du FM550. Les analyses RNA-seq montre une forte 

activation de la voie LXR/RXR  (Rock et al. 2018). 

 

6.4. Fumée de cigarette 

Le tissu cutané est la première barrière protective des agressions extérieures. 

La couche externe de la peau, la couche cornée, est formée par des cornéocytes 

entourés d’une matrice lipidique (cholestérol, céramide et acides gras). Par 

conséquent, l'homéostasie des lipides et, en particulier du cholestérol, dans la peau 

est d'une grande importance et ABCA1 y joue un rôle clef. Parmi les nombreux facteurs 

qui ont été associés aux maladies de la peau, la fumée de cigarette est l’un des plus 

toxiques. Des kératinocytes humains (HaCaT) ont été placés dans un incubateur avec 

de la fumée de cigarette. L’expression des transcrits de LXR et LXR ainsi que 

d’ABCA1 augmente dès 50 minutes d’exposition suivie d’une augmentation des 

quantités protéiques d’ABCA1 après 6h d’incubation. Ces résultats expliquent 
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comment le tabac modifie les niveaux de cholestérol de la peau et affecte ainsi les 

fonctions des tissus cutanés (Sticozzi et al. 2010). 

 

6.5. Ozone 

Même si il ne peut pas être considéré directement comme un EDC, l’ozone (O3) 

a été identifié comme un perturbateur des LXRs. L’O3, lorsqu'il est inhalé, interagit 

avec le cholestérol des membranes des cellules épithéliales des voies respiratoires 

produisant des oxystérols chimiquement réactifs. L'exposition in vitro de cellules 

épithéliales bronchiques humaines (HBE16) à l’O3 entraîne la formation des 

oxystérols époxycholestérol-α, époxycholestérol-β, secostérol A et secostérol B (Seco 

A et Seco B), dans les lysats cellulaires et les milieux de culture. De même, le liquide 

de lavage broncho-alvéolaire obtenu à partir de volontaires humains exposés à l'O3 

contient des taux élevés de ces oxystérols. Ces oxystérols dérivés de l’O3 ont un effet 

pro-inflammatoire et augmentent l'activité de NFkB. Le mécanisme par lequel l’O3 

parvient à former des oxystérols est inconnu. Des expériences de co-précipitation de 

Seco A ont montré des contacts avec LXR. De même, des expériences de co-

traitement de cellules 16HBE utilisant Seco A et le T0901317 ont montré une 

diminution de l’accumulation des transcrits d'ABCA1 et de Srebp1c par rapport à une 

stimulation avec le T0901317 seul, indiquant une inhibition de l'activité des LXRs 

(Speen et al. 2016). 

 

6.6. Organostannique : Tributylétain (TBT) 

Les organostanniques font partie de la classe des contaminants 

environnementaux obesogènes car ils activent PPARγ, un régulateur essentiel de 

l'adipogenèse. Le tributylétain (TBT ; Figure 21) est un puissant modificateur de la 

différenciation des cellules stromales mésenchymateuses multipotentes de la moelle 

osseuse humaine (BM-MSC) et un régulateur négatif de la formation osseuse. Les 

LXRs, PPARγ et RXRs, de par leurs rôles dans l’homéostasie osseuse, ont été 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



54 | P a g e  

 

analysés sur leur interaction avec le TBT. Des agonistes des RXRs (bexarotène, 

LG100268), et de PPARγ (rosiglitazone) ont été utilisés sur des cellules BM-MSC sur 

une durée de 10 jours. Dès le 2ème jour, les transcrits de LXR, ABCA1 et Srebp1c 

sont augmentés de façon indépendante du traitement à la rosiglitazone (PPAR-

indépendant) et de façon dépendant du bexarotène (RXR-dépendant) (Baker et al. 

2015). Ces résultats suggèrent une action agoniste du TBT sur l’hétérodimère 

LXR/RXR. 

 

6.7. Organophosphate : tri-m-tolyl Phosphate (TMTP) 

En combinant des méthodes de modélisation moléculaire in silico et in vitro, une 

étude a démontré l’interaction du tri-m-tolyl Phosphate (TMTP ; Figure 21)  sur le LBD 

des LXRs avec des affinités de 4,38.10-8M. De plus, cette molécule a des effets 

inhibiteurs sur les gènes Srebp1c et LXRα dans la lignée HepG2 (Mozzicafreddo et al. 

2015). 
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7. Méthodes de recherche de ligands 

7.1. In silico 

Différentes méthodes de calcul ont émergé afin de comprendre et de modéliser 

les activités fonctionnelles des modulateurs des NRs au niveau moléculaire. 

Généralement, ces approches informatiques peuvent être classées dans deux 

catégories, les approches basées sur les ligands ou sur les récepteurs. 

 

7.1.1. Méthodes basées sur le ligand 

Ces méthodes reposent sur le principe central de similarité-propriété, ou QSAR, 

qui stipule que des molécules similaires doivent présenter des propriétés similaires 

(Johnson et Maggiora 1990) et donc les calculs de similarité chimique sont au cœur 

du criblage virtuel basé sur le ligand (Willett 2003). En conséquence, toutes les 

molécules dans une base de données peuvent être notées par rapport à la similarité 

avec un ou plusieurs ligands bioactifs, puis classées pour refléter la probabilité d'être 

actives. Après cette procédure, les molécules les mieux notées sont sélectionnées 

pour les tests expérimentaux. Ces approches basées sur les pharmacophores sont 

intéressantes pour les isoformes de NRs où un ligand doit être spécifique (Riggs et 

Hartmann 2003; Viennois et al. 2012). 

 

7.1.2. Méthodes basées sur la cible 

Les méthodes de criblage virtuel basées sur les cibles dépendent de la 

disponibilité des informations structurelles, déterminées expérimentalement ou 

obtenues par calcul au moyen de techniques de modélisation d'homologie (Shoichet 

2004; Klebe 2006). Ces méthodes visent à fournir, d'une part, une bonne 

approximation de la conformation et de l'orientation attendues du ligand dans la cavité 

protéique (docking) et, d'autre part, une estimation raisonnable de son affinité de 

liaison (scoring). La superposition de différents modèles 3D permet de multiples 
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corrections du site actif et des calculs et estimations toujours plus précis (Vigers et 

Rizzi 2004). A mesure que le nombre de complexes protéine-ligands disponibles 

augmente, les méthodes de docking appréhendent de mieux en mieux l'orientation des 

ligands dans la cavité protéique permettant dans certains cas d’y prédire l’activité 

(Fradera et Mestres 2004). 

 

En conclusion, dans la majorité des cas les cribles in silico basés sur le ligand 

permettent d’émettre des hypothèses quant à leurs effets. A l’inverse, les approches 

basées sur la cible (donc le récepteur) permettent d’appréhender la capacité d’un 

ligand à pénétrer le LBD, à s’y stabiliser et à y interagir. Lorsqu’un ligand est 

sélectionné suite à son analyse in silico, il est alors testé afin d’établir son profil 

d’action. Ces tests sont généralement, dans un premier temps, réalisés in vitro. 

 

7.2. In vitro 

Historiquement, la mesure de l’affinité d’un ligand pour son récepteur, on utilisait 

la méthode dite de Scatchard où on mesure la saturation du récepteur à l’équilibre. 

Cette méthode est valable pour de fortes affinités (~1nM) mais n’est en revanche pas 

utilisable pour les NRs dont l’affinité pour le ligand est plus faible (~1µM). Dans ce cas 

les ligands, le plus souvent hydrophobes, se fixent avec une très forte affinité sur le 

support de l’expérience. D’autres méthodes, indirectes, ont donc dû être développées, 

se concentrant sur le LBD des NRs.  

 

7.2.1. Méthodes mesurant la distance récepteur-ligands 

Dans un SPA (Scintillation proximity Assay ; Figure 22), un ligand radiomarqué 

est incubé avec un récepteur équipé d’un scintillant (ex : fluorochrome). Plus le ligand 

est proche du récepteur, plus le transfert d’énergie du radioligand vers le scintillant est 

important, générant un signal plus fort.  Cette méthode a évolué en de puissants outils 



 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 22: Méthodes de crible de ligand 
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pour les criblages de ligand à haut débit (HTS: High throughput screening) en raison 

de sa polyvalence (Glickman, Schmid, et Ferrand 2008).  

Le FRET (Förster resonance energy transfert ; Figure 22) est un test où le 

récepteur ainsi que le ligand sont marqué d’un fluorochrome. A l’aide d’un faisceau, 

l’excitation d’un premier fluorochrome va provoquer l’excitation du second par transfert 

d’énergie. Plus la distance récepteur-ligand est petite, plus le transfert d’énergie est 

efficace, permettant au second fluorochrome d’émettre un signal plus fort (Burke et al. 

2003). Cette méthode est plus classiquement utilisée pour les tests de recrutement 

des coactivateurs en HTS (High throughput screening ; (Y. Song, Madahar, et Liao 

2011). 

Cependant, même si ces méthodes se sont montrées efficaces pour le criblage 

à haut débit, elles possèdent deux défauts. Le premier concerne la nécessité de 

marquer les deux acteurs du complexe (récepteur et ligand). Ceci entraine soit des 

coûts plus importants (achat des fluorochromes, synthèse des radio-ligands), soit une 

complexification des manipulations (nécessité de greffer des protéines fluorescentes 

pouvant altérer le comportement des récepteurs). Son second défaut est que ces 

méthodes ne permettent de conclure qu’au rapprochement des couples récepteur-

ligand et non à leur liaison, et encore moins à leur action. 

 

 

7.2.2. Méthode mesurant la liaison récepteur-ligands 

Le test FP (Fluorescence Polarization ; Figure 22) repose le marquage du ligand 

par un fluorochrome. Celui est excité par une lumière polarisée provoquant une 

rotation dans le plan de polarisation. Un ligand lié à son récepteur possédant  une 

vitesse de rotation beaucoup plus lente, c’est ce délai qui permettra d’estimer la 

quantité de complexe récepteur-ligand (Burke et al. 2003). Un inconvénient des 

dosages FP est leur niveau élevé de bruit de fond provoquant une diminution de la 

sensibilité. La taille des complexes récepteur-ligand dans le cadre de l’étude des NRs 
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(>10kDa) engendre une vitesse de rotation trop lente pour être efficacement applicable 

(Cali et al. 2008). De plus cette technique ne permet de se prononcer que sur la liaison 

du ligand au récepteur et non sur son action. 

 

7.2.3. Méthode mesurant l’activité transcriptionnelle  

Lorsque l’impact d’un ligand sur un récepteur est analysé, c’est l’effet de cette 

molécule sur le comportement transcriptionnel du récepteur qui est au centre de 

l’attention. Afin de mesurer ces effets, des systèmes mettant en jeu des protéines 

chimériques ont vu le jour.  

Le système « simple hybride » UAS/Gal4 repose sur la fusion du LBD d’un 

récepteur nucléaire avec le DBD de Gal4 (appelé Gal4-NR). La partie Gal4 se fixe sur 

sa séquence cible UAS (Upstream Activating Sequence) en amont d’un gène 

rapporteur. Ce système, dérivé de la levure, a été mis au point dans une lignée 

cellulaire humaine, les cellules HeLa (Kakidani et Ptashne 1988; Webster et al. 1988). 

Ce système présente, en absence de ligand, un niveau basal transcriptionnel. Ainsi la 

liaison d’un ligand agoniste provoque le changement conformationnel du LBD 

permettant le relargage des corépresseurs et le recrutement des coactivateurs et donc 

de la machinerie transcriptionnelle. A l’inverse, en présence d’un ligand antagoniste, 

la diminution du niveau basal transcriptionnel peut être observée (Figure 23). 

Dans les systèmes « double hybride » la partie Gal4-NR est conservée. Des 

corégulateurs fusionnés avec le domaine d’activation (AD ; Activation Domain) 

transcriptionnel VP16 sont ajoutés. Ainsi, la liaison d’un agoniste au LBD induit la 

formation d'un complexe. La présence de VP16 AD dans ce complexe favorise 

l'assemblage de la machinerie transcriptionnelle et améliore la transcription du gène 

rapporteur (T. Chen et al. 2003). 

L’avantage du système simple hybride sur le double hybride est sa plus grande 

simplicité. Le fait de s’appuyer sur les corégulateurs endogènes cellulaires permet de 

s’affranchir de la construction d’une deuxième protéine chimérique. A l’inverse, le 
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Rapporteur Rapporteur Rapporteur 

Figure 23: Système simple hybride UAS-Gal4 

La partie LBD d’un récepteur nucléaire (NR; Bleue) est fusionnée avec le DBD de 
Gal4 (rouge). Le DBD de Gal4 se fixe sur la séquence UAS permettant la 
transcription du rapporteur (vert). La variation de l’activité luciférase permet de 
déterminer si la molécule testée (violet) est un agoniste (Ag), un antagoniste (An) 
ou n’agit pas sur le LBD des LXRs. 
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système double hybride s’emploie dans le cadre de la caractérisation précise des 

effets d’un ligand. 

 

L'utilisation de récepteurs chimériques peut entraîner des biais dus à des 

changements conformationnels subtils. De plus, des interactions protéine-protéine 

transmises par des régions autres que le LBD du récepteur d'intérêt peuvent être 

perdus (Stanley et al. 2006). Cependant, grâce à sa robustesse et sa reproductibilité, 

le système est largement utilisé dans l’identification et la caractérisation de ligands de 

récepteurs nucléaires (Paguio et al. 2010). 

 

Le système simple hybride par sa plus grande facilité de construction et de mise 

en œuvre est préférentiellement utilisé pour la génération de modèles transgéniques. 

Même si primairement utilisé en système cellulaire de transfection transitoire, 

l’établissement de lignées stables permet des expérimentations plus aisées et 

reproductibles. De telles lignées existent déjà pour l’analyse de l’action de ligands sur 

certains récepteurs nucléaires tels que les récepteurs aux œstrogènes (Balaguer et al. 

2001).  

Le succès de ces modèles cellulaires encourage la généralisation de l’utilisation 

de pareils systèmes dans d’autres modèles d’étude. 

 

7.3. In Vivo 

Si les méthodes in vitro permettent de définir les caractéristiques biochimiques 

de la liaison ligand-récepteur, les études in vivo sont indispensables pour appréhender 

les effets globaux d’un xénobiotique sur un organe, les interactions entre organes, et 

les mécanismes moléculaires activés en aval de la liaison ligand-récepteur. Plusieurs 

modèles ont donc été développés. 
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7.3.1.1. Danio rerio 

Le poisson-zèbre constitue un modèle animal intéressant, grâce à sa taille, son 

développement ex-utérin, sa fécondité, son développement rapide et son large arsenal 

d'outils génétiques facilement disponibles. De plus, les embryons, les nouveau-nés et 

les individus adultes absorbent facilement les composés de leur environnement 

aqueux et tolèrent le DMSO, excipient souvent utilisé pour dissoudre les ligands des 

NRs. L’inconvégnant majeur de ce modèle par rapport à d’autres est son coût 

d’entretient. En effet, l’élévage en aquarium est onéreux et requiert une certaine 

expertise (Dooley et Zon 2000; Fishman 2001). Leurs NRs et cofacteurs sont 

phylogénétiquement conservés, de sorte que dans la plupart des cas examinés, une 

réponse aux ligands semblables entre les espèces  a été observée (Machuca et al. 

1995; Ulisse et al. 1996). Des études ont pu démontrer l’efficacité des systèmes 

« simples hybrides » avec les récepteurs nucléaires PPARg, RORγ et Rev-erba. En 

effet le traitement de ces animaux avec des ligands agonistes montre une 

augmentation de la transcription des gènes rapporteurs (Tiefenbach et al. 2010). 

 

7.3.1.2. Drosophila melanogaster 

La drosophile est un modèle d’étude intéressant d’abord pour son temps de 

génération d’une dizaine de jours (Figure 24) ainsi que pour son nombre restreint de 

chromosome facilitant les études génétiques. L'ensemble du génome de la drosophile 

a été séquencé et annoté, et plus de 60% des gènes humains ont des orthologues 

fonctionnels chez D. melanogaster (Bernards et Hariharan 2001; Celniker et Rubin 

2003; Bier 2005). Ce modèle bénéficie également d'une gamme complète d’outils 

génétiques (Venken et Bellen 2005; Matsushima et al. 2007). Bien que les drosophiles 

ne puisse pas être conservées sous forme congelée, il est facile et rapide d’entretenir 

de nombreuses souches et avec des stocks aisément accessibles auprès du 

Bloomington Stock Center (Matthews, Kaufman, et Gelbart 2005). De plus, une base 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 24: Cycle de vie de la drosophile 
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de données exhaustive sur sa génétique et sa biologie moléculaire est disponible avec 

des rapports phénotypiques détaillés (Drysdale et FlyBase Consortium 2008).  

En 2000, le système simple hybride a été utilisé dans la drosophile pour 

permettre une induction aiguë de différents gènes dans des tissus précis en utilisant 

des promoteurs spécifiques (Han, Stein, et Stevens 2000). Cette étude a montré que 

les coactivateurs endogènes de la drosophile sont suffisants pour permettre l'activation 

transcriptionnelle du gène rapporteur. A ce jour, des drosophiles chimériques pour de 

nombreux NRs ont été produites (King-Jones et Thummel 2005), mais pas pour les 

LXRs. 

 

7.3.1.3. Mus musculus 

Les modèles murins sont phylogénétiquement beaucoup plus proches de 

l’homme et de nombreuses pathologies humaines peuvent être reproduites dans ce 

modèle. Cependant, le criblage de molécules est difficilement envisageable chez la 

souris pour des considérations éthiques et des questions matérielles. Cette espèce 

doit alors être considérée comme un modèle final de validation de certaines molécules 

préalablement retenues. De plus, la mise en place d’animaux transgéniques murins 

reste à ce jour difficile même si elle a été largement facilitée par l’avènement du 

système Cripr/Cas9. Des systèmes « simple hybride » existent déjà et fonctionnent 

chez la souris, permettant d’évaluer l’activité d’un récepteur nucléaire in vivo à l’échelle 

de l’organisme entier (Nagel, Hagelbarger, et McDonnell 2001). En utilisant cette 

technique, Solomin et al. ont pu identifier un site alors inconnu de l’action des NRs 

RXR/RAR dans la moelle épinière (Solomin et al. 1998). Par cette approche cette 

équipe a isolé une nouvelle région du système nerveux central sensible aux rétinoïdes 

(Mata De Urquiza, Solomin, et Perlmann 1999) pouvant l’efficacité de ce système en 

modèle murin. 
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Comme nous présenté dans la partie bibliographique, les Liver X Receptors 

(LXRs) sont des facteurs de transcription appartenant à la superfamille des récepteurs 

nucléaires. Ces protéines se caractérisent par une organisation bipartie avec un 

domaine de liaison à l’ADN (DBD) ainsi qu’un domaine de liaison au ligand (LBD). 

D’abord orphelins, LXRα et LXRβ ont été identifiés en tant que récepteurs aux 

oxystérols, des dérivés oxydés du cholestérol. Leurs rôles dans la physiologie humaine 

passent par la régulation de processus tels que l’inflammation, l’homéostasie du 

cholestérol et des stéroïdes. Ces deux isoformes, bien que semblables (78% 

d’homologie), possèdent des profils d’expression et des fonctions à la fois redondants 

et spécifiques. La modulation de ces protéines clés dans certains mécanismes est à 

double tranchant. Elle pourrait permettre de corriger certaines pathologies mais au prix 

d’effets secondaires.  

De plus, ces dernières années ont été marquées par la découverte d’un grand 

nombre de molécules « stéroïdo-mimétiques » capables d’interagir avec les 

récepteurs nucléaires provoquant divers effets néfastes. Ces molécules, d’origine 

exogène, sont nommées Endocrine disrupting chemicals (EDCs) et sont suspectées 

de causer diverses pathologies notamment reproductives. Ainsi les LXRs, par le biais 

de leurs rôles centraux dans de nombreux processus, sont-ils la cible d’interrogation 

quand à possibilité d’actions d’EDCs sur leurs voies de signalisation ainsi que de 

nombreuses recherches sur le développement de ligands spécifique à visée 

thérapeutique. 

Dans le cadre de la découverte de nouveaux ligands, une classe de molécules 

déjà représenté parmi les ligands des LXRs est analysée : les flavonoïdes. Ces 

molécules, en plus d’être structurellement très variées sont largement présentes dans 

l’environnement végétal. Ainsi la découverte de ligands intéressants conduirait à des 

purifications plus aisées. La caractérisation des modalités de fixation in silico des 

flavonoïdes dans le LBD de LXRs permettrait la prédiction des effets d’un flavonoïde 

en fonction de sa structure chimique et de son action dans la poche hydrophobe. 

Dans le cadre de l’identification d’EDCs capables de perturber les voies LXRs 

ou dans l’optique du développement de ligands à visée thérapeutique, la mise au point 
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d’outils de crible est nécessaire. En effet, même s’il existe d’ores et déjà des systèmes 

capables de tester des ligands des LXRs, actuellement aucun d’eux ne permet 

l’évaluation des effets in vivo.  

Le crible d’un grand nombre de molécules est inenvisageable chez la souris 

pour des raisons éthiques et matérielles. Ainsi, le modèle Drosophila melanogaster, 

par son temps de génération court et ses nombreux outils génétiques, est choisi. Les 

systèmes de criblage in vitro sont transposés in vivo. 

Comme mentionné plus haut, les isoformes LXRs possédant des fonctions 

spécifiques, ainsi que des fonctions redondantes capables de se compenser, il devient 

primordial de savoir quelle isoforme est impactée par un ligand testé. La majorité des 

cribles réalisés à ce jour sont menés en système dit « UAS-Gal4 » où le LBD d’un 

récepteurs (ici LXRα ou LXRβ) est fusionné au DBD du Gal4. Ce dernier vient alors se 

fixer sur une séquence spécifique UAS en amont d’un rapporteur de l’activité 

transcriptionnelle (luciférase ou protéine fluorescente). Récemment, un système très 

proche a été identifié, QUAS-QF, fonctionnant sur le même principe. La particularité 

de ce système est qu’il n’interagit nullement avec le premier permettant la mise au 

point d’un double système de criblage sans croisement des signaux rapporteurs. 

L’objectif de cette thèse était triple : 

- Dans un premier temps, en combinant des approches in vitro et in silico, nous 

avons cherché caractériser les modalités d’action de flavonoïdes sur le LBD des 

LXRs. 

- Dans un second temps, nous avons développé un système de criblage in vivo en 

utilisant la drosophile comme modèle.  

- Dans un troisième temps, nous avons tenté de mettre en place un double système 

de ciblage pour l’analyse simultanée des deux isoformes des LXRs. 
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1. Matériel 

La quercétine (QUE), l'apigénine (API), la galangine (GAL), la naringenine 

(NAR), le GW3965, 22R-hydroxycholestérol (22R-HC) et le 22S-hydroxycholestérol 

(22S-HC) ont été achetées chez Sigma-Aldrich (L'Isle D'Abeau, France). T0901317 a 

été acheté chez Cayman (Montigny-le-Bretonneux, France). Les ligands ont été dilués 

dans du DMSO (Sigma-Aldrich) à une concentration de 10-3 M et conservés à -20°C. 

Les plasmides Gal4-hLXRα, Gal4-hLXRβ, UAS-Luc, SRC1-VP16, DRIP205-VP16, 

SMRT-VP16 ainsi que NCoR-VP16 ont été généreusement données par Pr Makishima 

M. (Kaneko et al. 2003). Les plasmides « QF » (#46128), « UAS » (#24343),       

« QUAS » (#24351), « GFP » (#46163), « RFP » (#17787), « CFP » (#15214) et 

« SV40ter » (#104878) ont été fournis par Addgene. 

 

2. Cultures cellulaires 

Des cellules HeLa, dérivées de métastases du cancer du col de l'utérus (ATCC® 

CCL-2), ont été cultivées à 37°C et 5% de CO2 dans du Dulbecco Modified Eagle’s 

Medium (DMEM, Life Technologies, St Aubin, France) contenant 100 mg/ml de 

pénicilline/streptomycine (Life Technologies), additionné de 10% de sérum de veau 

fœtal (FCS, Biowest, Nuallié, France; appelé par la suite milieu "complet"). 

 

3. Transfection transitoires 

Des cellules HeLa ont été ensemencées dans des plaques à 96 puits (1,25 x 

104 cellules par puits; Dutscher, Brumath, France) dans un milieu complet. Le jour 

suivant, les cellules sont transfectées en utilisant l'agent de transfection cationique 

JetPRIME® (Polyplus transfection, Souffelweiersheim, France) dans un milieu Opti-

MEM® (Life Technologies) avec du sérum et en suivant les recommandations du 

fabricant (0,1 µg d'ADN pour 0,2 µl de réactif JetPRIME® par puits). Vingt-quatre 

heures après la transfection, les cellules ont été traitées avec les divers ligands ou 

véhicules (DMSO, Sigma Aldrich, Isle d'Abeau, France) dans du DMEM blanc sans 
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sérum. Vingt-quatre heures après l'induction, les cellules ont été lavées avec du PBS 

1X et lysées dans 12µl de tampon de lyse 1X (Reporter Lysis Buffer, Promega, 

Charbonnières-les-Bains, France).  

 

4. Mesure de l’activité luciférase 

L'activité de la luciférase a été analysée à l'aide d'un luminomètre s Micro 

LumatPlus LB96V (Berthold Technologies, Thoiry, France). Cinquante µl de Genofax 

A (Yelen, Ensues-la-Redonne, France) contenant de la luciférine, de l’ATP et un 

tampon ont été injectés par le dispositif sur 10µl de l'échantillon testé. Les mesures 

ont été effectués sur 10 secondes et les résultats ont été exprimés en unités 

lumineuses relatives (RLU) et normalisés sur les quantités de protéines totales. 

Les 2µl échantillons restants ont été utilisés pour la quantification protéique On 

ajoute 150µl de réactif 1X de protéine Bio-Rad (Bio-Rad, Ivry sur Seine, France). Le 

mélange a été incubé pendant 5 min dans l'obscurité. La densité optique (DO) est 

mesurée à 595 nm avec le spectrophotomètre à microplaques MultiskanGO (Thermo 

Scientific, Vantaa, Finlande) 

 

5. Extraction des ARNm sur cellules 

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques à 12 puits (1,5 x 105 

cellules / puits; Dutscher) dans un milieu complet. Le jour suivant, les cellules ont été 

sevrées dans du DMEM sans sérum pendant dix heures, puis traitées dix-sept heures 

avec divers ligands ou le véhicule dans le milieu divers sans sérum. Les cellules sont 

lysées dans 500 µl de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), puis 100 µl de 

chloroforme sont ajoutés. Le mélange est agité vigoureusement puis laissé pendant 

10 minutes à température ambiante avant d’être centrifugé 10 minutes à 14000 rpm à 

4°C. La phase aqueuse est prélevée, puis un volume de 250 µl d’isopropanol lui est 

ajouté. Le mélange est vigoureusement agité puis placé à -20°C pendant 1h pour 

précipiter les ARN. Une centrifugation (8 min ; 14000 rpm) est réalisée et les culots 
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ARN sont lavés dans 500 µl d’éthanol 70 % puis laissés séchés à l’air libre et dissout 

dans 20 µl d’H20 bidistillée. Les ARN sont quantifiés par spectrophotométrie (à 260 

nm) grâce au Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, North 

Carolina, USA). 

 

6. Rétro-transcription 

La rétro-transcription transforme les ARN totaux en ADN complémentaires 

(ADNc). Deux μg d’ARN totaux sont dénaturés à 65°C pendant 5 minutes en présence 

de 50 nmoles d’amorces hexanucléotidiques (Random primers, Promega), puis placés 

5 minutes dans la glace. Le mélange est ensuite placé à 37°C pendant 1 h avec 200 

unités de transcriptase inverse M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus, Promega), 

de 2,5 mM de dNTP (Promega) et de RNAsine recombinante (Promega) dans du 

tampon M-MLV-RT (Promega ; Tableau 2). Les ADNc obtenus sont dilués au 1/40 

dans de l’eau stérile pour une analyse par PCR. 

 

7. PCR en temps réel sur ADNc 

La réaction est réalisée dans un volume de 15 µl contenant 40ng d’ADNc, 7.5 

pmol de chaque amorce et 7.5 µl de MESA Green PCR (Mastermix Plus for SYBR 

Assay, Eurogentec, Angers, France), suivant les conditions d’amplification (Tableau 1, 

2 et 3). L’amplification est réalisée via un Mastercycler Realplex (Eppendorf, LePecq, 

France) et l’accumulation relative des ARN est calculée par la méthode des ΔΔCt en 

utilisant le gène de ménage Actine comme référence. Les séquences des amorces 

sont indiquées dans le Tableau 1. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

H10 

H9 

H6 

H5 

H4 

Tableau 1 : Amorces utilisées pour les qPCR sur cellules humaines 

Tableau 2 : Amorces utilisées pour les qPCR sur larves entières 

Tableau 3 : Programme PCR classique utilisé 
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8. Molecular docking  

La capacité des ligands à se lier dans la poche de liaison des LXRs a été 

évaluée par docking moléculaire par le biais d’Autodock Vina (Trott et Olson 2010) 

(version 1.5.6). Toutes les molécules ont été récupérées de la base de données 

Pubchem et enregistrées sous forme de fichiers pdbqt. Les structures 

tridimensionnelles de LXRα (ID PDB: 3IPQ; (Fradera et al. 2010) et LXRβ (PDB 

ID:1PQ6; (Färnegårdh et al. 2003) ont été obtenues sur Protein Data Bank (Berman et 

al. 2000) et leur fichier pdbqt ont été préparés par le retrait des ligands et des 

molécules d’eau co-cristallisées. Ensuite la zone de calcul pour le docking  à été 

délimitée au domaine de liaison au ligand avec une taille de 30x30x30 Å. Les affinités 

de liaison prédites ont été calculées grâce à l’équilibre des constantes de dissociation 

résultant de l’équation :  

ΔΔG = ΔGFlavonoid – ΔGGW3965 = RTLn(
𝐾𝑑𝐹𝑙𝑎𝑣𝑜𝑛𝑜𝑖𝑑

𝐾𝑑𝐺𝑊3965 ) 

KdFlavonoid = (𝑒
(∆𝐺𝐹𝑙𝑎𝑣𝑜𝑛𝑜𝑖𝑑−∆𝐺𝐺𝑊3965)

𝑅𝑇 )𝐾𝑑𝐺𝑊3965 

Où KdGW3965 a une valeur de 14nM et 22nM pour LXRα et β respectivement; 

ΔGGW3965 vaut 11.9kcal/mol et 12.3kcal/mol pour LXRα et β respectivement (Mitro et 

al. 2007); R = 8.314 J/mol/K ou 2.39x10-4 kcal/mol/K et T = 298.15. Toutes les images 

ont été obtenues en utilisant PyMOL software (Python Molecular Graphics – version 

2.1.1). 

 

9. Génération de la lignée de drosophile Gal4-LXRα ; UAS-GFP 

La mise en place du système simple hybride UAS-Gal4 in vivo réclame un 

modèle d’étude flexible et pratique. Pour ces raisons, le modèle Drosophila 

melanogaster, avec ses quatre paires de chromosome (3 autosomes et 1 gonosome) 

a été choisi. Un plasmide contenant la séquence codant la protéine de fusion Gal4-

LXRα sous l’influence d’un promoteur fort et ubiquiste, celui de l’actine 5c. Ce plasmide 



Figure 24 : Plasmides utilisés pour la transformations des lignées de 
drosophiles 

La séquence Gal4-LXRα a été amplifiée à partir du plasmide pCMV-Gal4-LXRα 
généreusement donné par le Pr. Makishima (Nihon University of Tokyo) et décrit 
dans (Kaneko et al, 2003). Cette séquence a été sous-clonée dans pAct5c 
(Addgene #37382) et a été injectée dans des œufs de drosophiles. 
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contient également des éléments P permettant l’insertion dans le génome de la 

drosophile ainsi qu’un gène white ayant pour effet de colorer les yeux en rouge, et 

permettant de suivre le transgène au fil des générations (Figure 25).  

Ainsi, un transformant a pu être généré et ses descendants ont été croisés entre 

eux afin d’obtenir des individus homozygotes en suivant la ségrégation du transgène 

de sélection white se manifestant par des yeux orange à l’état hétérozygote et rouge 

en homozygote. Une vérification par qPCR a été réalisée.  

L’étape suivante consistait donc à amener le gène rapporteur du système : 

UAS-GFP. Des lignées drosophiles homozygotes « UAS-GFP » existent déjà et sont 

aisément accessibles (Bloomington Stock ID : 32184). Les drosophiles homozygotes 

« Gal4-LXRα » sont donc croisées avec des drosophiles homozygotes « UAS-GFP » 

générant une descendance F1 hétérozygote pour les deux parties du système. La 

fluorescence basale étant assez réduite, il a été décidé de passer le système simple 

hybride à l’état homozygote. 

Afin de générer de telles drosophiles, le chromosome ayant intégré le transgène 

Gal4-LXRα doit être connu. La transgénèse par élément P permet une insertion 

aléatoire dans le génome entrainant la méconnaissance de la localisation précise du 

transgène Gal4-LXRα (+white). Afin de savoir sur quel chromosome est situé le 

transgène, des drosophiles homozygotes « Gal4-LXRα (+white) » ont été croisées 

avec des drosophiles à chromosomes balanceurs. Cette dernière lignée a la 

particularité d’avoir un allèle dominant et létal à l’état homozygote, spécifique de 

chaque chromosome. La ségrégation du chromosome 2 au cours des générations est 

suivie par la présence du phénotype « Aile courbées » (allèle CyO) et celle du 

chromosome 3 par le phénotype « Soies courtes » (allèle TM6). Si le transgène se 

situe sur les chromosomes sexuels alors la ségrégation du transgène sera dépendante 

du sexe et si le transgène ne ségrége ni avec les chromosomes 2 et 3 ni avec les 

chromosomes sexuels alors il sera situé sur le chromosome 4 (peu probable en raison 

de sa taille très réduite). Dans la figure 26, seuls les chromosomes 2 et 3 sont 

représentés par soucis de simplicité. Lors du croisement des drosophiles à 

chromosomes balanceurs avec la lignée « Gal4-LXRα », seuls les descendants (F1) 
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[Yeux rouges] 

[Ailes droites] 

[Soies longues] 

. 
CyO TM3 
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[Ailes absentes] 

[Soies courtes] 

. 
? ? 

Ap 
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[Ailes absentes] 

[Soies longues] 

; 

? ? 

CyO TM3 
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[Ailes courbes] 

[Soies courtes] 

Ecartées 

Lignée  

Gal4-LXRα 

Lignée  

balanceur 

F1 
F1 x F1 

X 

Figure  25 : Croisement permettant de définir la localisation du transgène Gal4-
LXRα 

La lignée Gal4-LXRα a été croisée avec la lignée balanceur. Les tirets horizontaux 
schématisent les chromosomes 2 et 3. Les allèles CyO (caractère : ailes courbes), TM3 
(caractère : soies courtes) et Ap (caractère : sans ailes) sont dominant et létaux au stade 
embryonnaire. 

Tableau 4 : Effectif de la génération F2 en fonction du phénotype 

Tableau 5 : Effectif de la génération F2 en fonction du phénotype parmi les individus 
aux yeux rouges 
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présentant des yeux orange (Gal4-LXRα hétérozygote), les ailes courbées (CyO 

hétérozygote) et les soies courtes (TM6 hétérozygote) ont été sélectionnés et croisés 

entre eux. A la génération suivante (F2), les individus aux yeux rouges (Gal4-LXRα 

homozygote) présentaient tous la disparition du caractère « aile courbées » (sans 

allèle CyO) indiquant ainsi la position du transgène Gal4-LXRα  sur le chromosome 2 

(Tableau 4 et 5). 

La lignée « Gal4-LXRα » homozygote sur le chromosome 2 a donc été croisée 

avec une lignée UAS-GFP homozygote sur le chromosome 3 (Figure 27). Les 

descendants F1 présentant des yeux orange (marque de la présence de Gal4-LXRα 

à l’état hétérozygote) avec des ailes courbées (chromosome balanceur 2) et des soies 

courtes (chromosome balanceur 3) ont été sélectionnés et croisés entre eux. Dans la 

génération suivante (F2), les individus aux yeux rouges avec les ailes droites et les 

soies longues ont été conservés et analysés par qPCR révélant leur état homozygote 

pour Gal4-LXRα et UAS-GAL4. La lignée simple hybride étant établie à l’état 

homozygote, ceci permet une plus grande facilité d’entretien ainsi qu’un signal basal 

logiquement plus important. 

 

10. Traitement des drosophiles 

Les ligands testés sont administrés aux drosophiles par le biais de 

l’alimentation. Les ligands, déjà solubilisés dans du DMSO, sont diluée dans de l’eau 

contenant 100mg/mL d’extrait de levure (Sigma-Aldrich ; L'Isle D'Abeau, France). 

Vingt-cinq larves au stade 2 sont placées dans un puits d’une plaque 96 puits 

(Dutscher, Brumath, France) préalablement rempli de 100µl du mélange ligand-extrait 

de levure. La plaque est placée à 25°C pour 24h. Après incubation les larves sont 

lavées au PBS1X 2 fois et sont placées sous une loupe binoculaire à fluorescence 

(Zeiss Stemi 305 ; St-Just-St-Rambert ; France). Un faisceau lumineux à 488nm est 

dirigé vers les larves et la fluorescence GFP est visualisée. Les prises de vue sont 

réalisées par le logiciel lentscope software (version 1.8.2) avec un temps d’exposition 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure  26 : Génération de la lignée Gal4-LXRα;UAS-GFP à l’état homozygote 

La lignée Gal4-LXRα est croisée avec la lignée UAS-GFP. Les descendants hétérozygotes 
pour les transgènes Gal4-LXRα et UAS-GFP sont à leur tour croisés avec la lignée balanceur 
afin de pouvoir suivre la ségrégation des chromosomes et de générer une lignée 
homozygote. Les tirets horizontaux schématisent les chromosomes 2 et 3. Les allèles CyO 
(caractère : ailes courbes), TM3 (caractère : soies courtes) et Ap (caractère : sans ailes) sont 
dominant et létaux au stade embryonnaire. 
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d’une seconde. La quantification de la fluorescente totale des larves est réalisée à 

l’aide du logiciel ImageJ (version 1.8.0) 

 

11. Extraction d’ARN sur larve 

Quinze larves sont placées dans un tube eppendorf sur glace où elles sont 

broyées à l’aide de billes magnétiques. Les cellules sont lysées dans 250 µl de TRIzol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), puis 50 µl de chloroforme sont ajoutés. Le mélange 

est agité vigoureusement puis laissé pendant 10 minutes à température ambiante 

avant d’être centrifugé 10 minutes à 14000 rpm à 4°C. La phase aqueuse est prélevée, 

puis un volume de 125 µl d’isopropanol lui est ajouté. Le mélange est vigoureusement 

agité puis placé à -20°C pendant 1h pour précipiter les ARN. Une centrifugation (8 min 

; 14000 rpm) est réalisée et les culots ARN sont lavés dans 250 µl d’éthanol 70 % puis 

laissés séchés à l’air libre et dissout dans 20 µl d’H20 bidistillée. Les ARN sont 

quantifiés par spectrophotométrie (à 260 nm) grâce au Nanodrop ND-1000 (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, North Carolina, USA). 

 

12. Extraction de protéines sur larve totale 

Vingt-cinq larves sont placées dans un tube eppendorf sur glace où elles sont 

broyées à l’aide de billes magnétiques. Le broyat est mélangé à 100µl d’une solution 

d’extraction (30 mM Hepes-KOH pH 7.6, 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA 

pH 8.0, 20% Glycerol) ainsi qu’à un cocktail d’inhibiteurs de protéases (promega) puis 

centrifugé 1 minute à 600g. Le surnageant est conservé pour les analyses par western 

blot. Les protéines totales sont dénaturées au SDS-PAGE et transférées sur une 

membrane de nitrocellulose Hybond-ECL (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-

Villacoublay, France). Les membranes sont incubées sur la nuit avec les anticorps 

primaires : GFP (ab13970, abcam) ; Gal4(DBD) (ab135397, Abcam) et Actine (A2066, 

Sigma Aldrich). L’anticorps secondaire est ajouté (P.A.R.I.S, Compiègne, France) pour 

une incubation  d’une heure. La détection  du signal peroxydase est réalisée par le 
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Western Lightning System kit (PerkinElmer, Villebon sur Yvette, France). La 

quantification de l’intensité des bandes obtenues est réalisée à l’aide du logiciel Image 

Studio Lite (version 5.2) 

 

13. PCR sur ADN plasmidique. 

La réaction est réalisée dans un volume de 25 µl contenant 50ng d’ADN, 12,5 

pmol de chaque amorce et 12.5 µl de Q5 High Fidelity 2X Master Mix (NEB, Evry, 

France), suivant les conditions d’amplification (Tableau 6 et 7). L’amplification est 

réalisée via un Mastercycler Pro PCR (Eppendorf, LePecq, France). Les séquences 

des amorces sont indiquées Tableau 1. Les produits d’amplification sont déposés sur 

gel d’agarose à 1%. 

 

14. Recombinaisons homologues 

La réaction est réalisée dans un volume de 20 µl contenant un maximum 

0,5pmol d’ADN total plasmidique. La proportion d’un fragment d’assemblage dans le 

mix ADN est inversement proportionnelle à sa taille. Puis 10µl de Gibson Assembly 

Master Mix (NEB, Evry, France) et jusqu’à 10µl d’H2O sont ajoutés. Le mélange est 

incubé quatre heures à 50°C. Les produits d’assemblage sont ensuite amplifiés par 

PCR avant d’être déposés sur gel d’agarose à 1%. 

 

15. Digestion enzymatique 

La réaction est réalisée dans un volume de 20 µl contenant 2µl de Buffer C, 

0.2µl de BSA acétylée, 0.5µl d’enzyme de restriction (NotI, Promega) et 1µg d’ADN 

total et jusqu’à 16,3µl d’H2O. L’ensemble est incubé 6h à 37°C. Les produits de 

digestion subissent ensuite une ligation. Cette réaction nécessite 8µl d’ADN total (la 

proportion d’un fragment d’assemblage dans le mix ADN est inversement 
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H9 

H6 

Table 7 : Programmes PCR utilisés pour la construction plasmidique 

Tableau 6 : Amorces qPCR utilisées pour la construction plasmidique 
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proportionnelle à sa taille), 1µl de buffer et 1µl de T4 DNA liguase (Promega). Après 

une incubation à 4°C sur la nuit, l’assemblage est ensuite amplifié par PCR avant d’être 

déposés sur gel d’agarose à 1%. 

 

16. Analyse statistiques 

Les t-test, et les one-way ANOVA sont réalisés par le logiciel GraphPadPrism 6 

pour évaluer la significativité de différence entre les groupes comparés. Une différence 

est considérée significative lorsque la valeur p est en dessous de 0,05. 
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1. Identification et caractérisation de flavonoïdes ligand des LXRs 

1.1. Article 1 

Flavonoids from Algerian propolis differentially modulate Liver X 

Receptors activity. Structure-function relationship analysis. 

Fouache A1,2 et al. 

1 Université Clermont Auvergne, GReD, CNRS UMR 6293, INSERM U1103, 28, place Henri 

Dunant, BP38, F63001, Clermont-Ferrand, France. 

2 Centre de Recherche en Nutrition Humaine d’Auvergne, 58 Boulevard Montalembert, F-63009 

Clermont-Ferrand, France 

 

Abstract 

Liver X receptors (LXRs) α (NR1H3) and β (NR1H2) have been involved in the 

regulation of many physiological processes such as the control of cholesterol 

homeostasis, as well in the control of the apoptosis and proliferation balance. These 

receptors are thus promising therapeutic targets in various pathologies such as 

dyslipidemia, atherosclerosis, diabetes and/or cancers. Propolis is a resinous mixture 

that honey bees produce by mixing saliva and beeswax with exudate gathered from 

tree buds, sap flows, or other botanical sources and is used as a sealant for unwanted 

open spaces in the hive. Propolis has been studied for his antibacterial and anti-

inflammatory and has been known for containing high concentration of flavonoids. 

Some of these molecules have already been described as LXR ligands. From double-

hybrid experiments, four flavonoids have been identified as LXR modulators. In silico, 

molecular docking suggests parculiar binding pattern between agonistic and 

antagonistic molecules. Altogether, these results allow a better understanding of the 

ligand binding pocket of LXRα/β. They also improve our knowledge about flavonoid 

mechanism of action, permitting the selection and development of better LXR selective 

ligands. 
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Abbreviations 

T0901317, T09; naringenin, NAR; Quercetin, QUE; Apigenin, API; Luteolin, 

LUT; Galangin, GAL; Cyanidin, CYA; liver X receptors, LXRs ; Ligand binding domain, 

LBD ; Ligand binging pocket, LBP. 

 

Introduction 

Natural products have demonstrated to be a reliable source of biologically active 

molecules playing a critical role in pharmacology. Many of these natural products have 

been proven to be useful for medicinal purposes. Among them, propolis is a natural 

substance collected by honeybees from plants and trees and use it to protect their 

hives from enemies. Propolis is widely used in folk medicines in many regions of the 

world (Ghisalberti 1979). It has been reported to have various biological activities such 

as antibacterial, antiviral, anti-inflammatory and anticancer (Kujumgiev et al. 1999). 

Recent research has highlighted that propolis prevents such illnesses such as heart 

disease, diabetes and cancer (Zabaiou et al. 2017)  

Flavonoids, one of the main groups of phenolic compounds in propolis, are the 

key compounds for estimation of propolis quality. These lipophilic compound vary in 

concentration depending on the geographic origin and ecosystem of plant sources 

(Nieva Moreno et al. 1999) and will affect the biological activity of propolis (Kujumgiev 

et al. 1999). Beyond using natural products as dietary supplements, identification of 

novel natural product ligands for a given receptor provides pharmacological tools and 

unique insight for drug design. 

The liver X receptors LXRα (NR1H3) and LXRβ (NR1H2) are members of the 

nuclear receptor superfamily, originally identified as orphan receptors (Willy et al. 
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1995). As it, they both have a DNA- and a ligand-binding domain (DBD and LBD, 

respectively). In their canonical activity both LXRs bind with one of the RXR on specific 

DNA sequences and are considered repressing the transcription in absence of any 

ligand. In the liganded configuration RXR-LXR allows the transcriptional regulation of 

their bona fide target gene by recruiting co-activators (for a review see (Maqdasy et al. 

2016). Activating ligands are received in the hydrophobic pocket and interact with LXR. 

This allows the release of co-repressors and recruitment of co-activators. Screening of 

LXR ligands has been challenging; nevertheless Mangelsdorf’s group definitively 

demonstrated that oxidized derivatives of cholesterol, named cholesterol, are the true 

activating ligands of these receptors (Janowski et al. 1996). For the last decade, 

following phenotype analyses of Lxr-deficient mouse models as well as genetic studies 

in Human, LXRs have been at the bulk of active pharmacological investigations to 

discover new modulating molecules: indeed deregulations of signaling pathways 

controlled by these nuclear receptors have been directly associated to numerous 

metabolic, neurological and/or cancer diseases(Maqdasy et al. 2016); it has thus been 

tempting to hypothesize that modulating LXR activity could prevent and/or treat the 

associated pathologies, such as dyslipidemia, atherosclerosis, diabetes and cancer 

(Joseph, McKilligin, et al. 2002; Tangirala et al. 2002; Cao et al. 2003).  

Based on that, we have hypothesized that flavonoids present in Algerian 

propolis could regulate LXRs pathways. We first tested the selected molecules tested 

in cell culture using the chimeric reporter gene UAS-luciferase and a fusion protein 

consisting of the LBD of LXRs fused to the DBD of GAL4 (Kaneko et al. 2003). Then 

we checked whether these molecules could fit in the binding pocket of LXRs by 

molecular docking and which modifications they could induce in each LXR.  
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Materials and methods 

Materials 

Quercetin (QUE), Apigenin (API), Galangin (GAL) and Naringenin (NAR) were 

purchased from Sigma-Aldrich (L’Isle D’Abeau, France; Figure 1). T0901317 was 

purchased Cayman (Montigny-le-Bretonneux, France). Ligands were diluted in DMSO 

(Sigma-Aldrich) at a concentration of 10-3M and conserved at -20°C. The plasmids 

used Gal4-hLXRα, Gal4-hLXRβ, and UAS-Luc have been described elsewhere 

(Kaneko et al. 2003). 

 

Cell Culture and transfection assays 

HeLa cells, derived from cervical cancer metastases (ATCC® CCL-2), were 

cultured at 37°C in 5% CO2 in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Life 

Technologies, St Aubin, France) containing 100 mg/ml penicillin/streptomycin (Life 

Technologies), supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Biowest, Nuallié, 

France; called thereafter complete medium).  

For transient transfection, HeLa cells were seeded in 96-well plates (1.25x104 

cells / well; Dutscher, Brumath, France) in complete medium. The next day, cells were 

transfected using the cationic transfection agent JetPRIME® (Polyplus transfection, 

Souffelweiersheim, France) in Opti-MEM® medium Reduced Serum Media (Life 

Technologies) with serum and following the recommendations of the manufacturer (0.1 

µg DNA for 0.2 µl of JetPRIME® reagent per well). Twenty-four hours after transfection, 

cells were treated with the various molecules or vehicle (DMSO, Sigma Aldrich, Isle 

d'Abeau, France) in serum-free white DMEM. Twenty-four hours after induction, cells 

were washed with PBS 1X and lysed in 12 µl of lysis buffer 1X (Reporter Lysis Buffer, 

Promega, Charbonnières-les-Bains, France). Luciferase activity was assayed using a 

luminometer Micro LumatPlus LB96V Microplate Luminometer (Berthold 

Technologies, Thoiry, France). Fifty µl of Genofax A (Yelen, Ensues-la-Redonne, 

France) containing luciferin and buffer were injected by the device on 10 µl of the 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Cyanidin Luteolin 

Apigenin Naringenin 

Quercetin Galangin 

Figure 1. Molecular structure of the tested flavonoids. 
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sample assayed. Counting was performed on 10 seconds and the results were 

expressed in relative light units (RLU) and normalized by mg of proteins.  

The remaining 2 µl samples were assayed for proteins by adding 150 µl of Bio-

Rad reagent 1X Protein Assay (Bio-Rad, Ivry sur Seine, France). The mix was 

incubated for 5 min in the dark. The optical density (OD) is measured at 595 nm with 

the Microplate Spectrophotometer MultiskanGO (Thermo Scientific, Vantaa, Finland) 

 

Quantitative real-time PCR 

Cells were seeded in 12-well plates (1.5x105 cells / well; Dutscher) in complete 

medium. The next day, cells were weaned into serum free DMEM for ten hours and 

then treated seventeen hours with the various ligands or vehicle in the medium without 

serum. Total RNA extraction was performed using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) as indicated by the manufacturer and reverse transcribed with hexanucleotide 

primers (Random primers, Promega) using 200 units of reverse transcriptase M-MLV 

(Moloney Murine Leukemia Virus, Promega), 2.5 mM dNTPs (Promega) and 

recombinant RNAsin (Promega) in buffer M-MLV-RT (Promega). The cDNAs obtained 

were diluted 1:40 in sterile water for PCR analysis. Reactions were performed in a 

volume of 15 µl containing 40 ng of cDNA, 7.5 pmol of each primer and 7.5 µl of MESA 

Green PCR (Mastermix Plus for SYBR Assay, Eurogentec, Angers, France). 

 

Molecular docking  

Assay of the capability of some flavonoids to bind LXR α or β was performed 

using molecular docking through Autodock Vina (Trott et Olson 2010) (version 1.5.6). 

All flavonoid molecules were retrieved from Pubchem database and saved as pdbqt 

files. The three-dimensional structure of LXRα (PDB ID:3IPQ; (Fradera et al. 2010) and 

LXRβ (PDB ID:1PQ6; (Färnegårdh et al. 2003) was obtained from Protein Data Bank 

(Berman et al. 2000) and its pdbqt file was prepared removing water molecules, all 

ligands included in the crystal and considering polar hydrogen atoms. Then, the 
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docking grid box was created around the oxysterols-binding site with a size of 

30x30x30 Å. Theoretical hydrogens bound are calculated thanks to PyMOL software 

(Python Molecular Graphics – version 2.1.1). LXR crystallographic files retrieved were 

complexed with the agonist LXR ligand GW3965. Molecular re-docking of GW3965 in 

LXRα and LXRβ gave the same result as previous publications (Fradera et al. 2010; 

Färnegårdh et al. 2003) validating the method. Predicted binding affinities were 

expressed throughout as equilibrium dissociation constants, resulting from the 

equation:  

ΔΔG = ΔGFlavonoid – ΔGGW3965 = RTLn(
𝐾𝑑𝐹𝑙𝑎𝑣𝑜𝑛𝑜𝑖𝑑

𝐾𝑑𝐺𝑊3965 ) 

KdFlavonoid = (𝑒
(∆𝐺𝐹𝑙𝑎𝑣𝑜𝑛𝑜𝑖𝑑−∆𝐺𝐺𝑊3965)

𝑅𝑇 )𝐾𝑑𝐺𝑊3965 

In these equations, KdGW3965 has a value of 14nM and 22nM for LXRα et β 

respectively; ΔGGW3965 has a value of 11.9kcal/mol and 12.3kcal/mol for LXRα et β 

respectively (Mitro et al. 2007); R = 8.314 J/mol/K or 2.39x10-4 kcal/mol/K and T = 

298.15. All models and images were rendered using PyMOL software (Python 

Molecular Graphics – version 2.1.1). 

 

Results 

UAS-Gal4 system discriminates transcriptional activity of 4 flavonoids Quercetin 

(QUE), Apigenin (API), Galangin (GAL) and Naringenin (NAR) on LXRα/β-LBD). 

Some flavonoids were selected based on their quantity and bioactivity in 

algerian propolis. Hence Quercetin (QUE; (Wided, Hassiba, et Mesbah 2014), 

Apigenin (API ; (Segueni et al. 2016)), Galangin (GAL; (Benguedouar et al. 2015) and 

Naringenin (NAR; (Mesbah et Samia 2011) are assayed. To test whether these 

selected flavonoids  could bind LXRα or LXRβ and eventually affect their transcriptional 

activities, Gal4-chimeric receptor assay was used. Because luciferase is activated only 

by the Gal4-chimera receptor, the potentially confounding effects of endogenous 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2. Effect of flavonoids on luciferase activity regulated by LXRs. HeLa cells were 
co-transfected with Gal4-hLXRα-LBD (A and C) or Gal4-hLXRβ-LBD (B and D) and UAS-
Luc reporter vector, for 24h. Then cells were treated 24h with various flavonoids (10-5M) with 
(C and D) or without (A and B) T0901317 (T09; 10-7M). Luciferase levels were normalized 
to total proteins. Graphs represent luciferase induction between T09 induced and basal 
condition. Histograms are normalized to 1 for the DMSO (A and B) or T0901317 (C and D) 
condition without the flavonoids. Mean ± SEM of three independent experiments performed 
in octoplicate. According to the t-test: * p<0.05 relative to T09/DMSO ratio condition. QUE, 
Quercetin; API, Apigenin; GAL, Galangin; NAR, Naringenin.  
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receptors have been eliminated. Effects were analyzed in basal condition, i.e. without 

the canonical ligand T0901317 (compared to DMSO control set to 1) to check whether 

these compounds could have an agonistic activity with the LXRs. The luciferase activity 

was also measured in activated condition, i.e. in presence of 10-7M T0901317 

(compared to T0901317 control set to 1), to identify any antagonistic activity of the 

tested compounds (Figure 2). 

When used alone at 10-5M, QUE exhibits similar agonistic activities on hLXRα-

LBD when compared to control (DMSO) condition (2.6-fold induction%; p = 0.028) and 

hLXRβ-LBD (2.5-fold induction; p = 0.022). API shows an agonistic activity only with 

hLXRβ-LBD (2.3-fold induction; p = 0.030 respectively). 

Interestingly, GAL significantly inhibits luciferase activity induced by 10-7M 

T0301317 on hLXRα-LBD and hLXRβ-LBD (71%; p = 0.039 and 66%; p = 0.045 

respectively). Similarly, NAR an already described natural antagonist, also significantly 

inhibits T0301317-induced luciferase activity on hLXRα-LBD and hLXRβ-LBD (56%; p 

= 0.020 and 60%; p = 0.017 respectively). 

 

In human cell culture, flavonoids affect accumulation of LXR target genes  

In order to evaluate flavonoids effects on accumulation of LXR target mRNAs, 

HeLa cells were treated with QUE, API, GAL and NAR at 10-5M in addition or not of 

10-7M T0901317. Accumulation of bona fide target mRNA were measured. DMSO 

treatment had basally no effect and was set to 1 (Figure 3). 

As expected from previous experiments, QUE and API got an agonistic activity 

on the expression of ABCA1 LXR target gene (4.3-fold induction, p = 0.014; 3.2-fold 

induction, p = 0.016, respectively). As expected from the previous luciferase assays, 

GAL and NAR have an antagonistic activity when used in co-treatment with T0901317 

(51%; p = 0.013 and 57%; p = 0.024 respectively). Unexpectedly, srebp1c transcript 

did not show any significant variation induced by the compounds in combination or not 

with T0901317. Conversely, FASN transcript accumulation was higher after the basal 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3. Activity of Flavonoids on mRNA accumulation of LXRs targets genes. HeLa 
cells were incubated with vehicle (DMSO 1/1000), T0901317 (T09; 10-7 M), and/or flavonoids 
10-5M. Seventeen hours later, HeLa cells were harvested, total RNA extracted and RT-qPCR 
performed. Accumulation levels were normalized to actin. Graphs represent the relative 
levels of mRNA accumulation ratio between T09 induced and basal condition. Histograms 
are normalized to the T09/DMSO ratio condition. Mean ± SEM of three independent 
experiments performed in duplicate. According to the t-test: *** p<0.005; ** p<0.01; * p<0.05 
relative to T09/DMSO ratio condition. QUE, Quercetin; API, Apigenin; GAL, Galangin; NAR, 
Naringenin.  
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treatment with API, GAL and NAR (2.0-, p = 0.023, 2.2-, p = 0.020; 1.9-fold induction; 

p = 0.050 respectively). 

 

Molecular docking of flavonoids ligand behavior shows specific amino-acid 

pattern interaction 

PDB file of hLXRα-LBD (3IPQ) hLXRβ-LBD (1PQ6) were retrieved and 

Autodock Vina was used for docking and PyMOL for visualization (Tableau 1). 

Cyanidin (CYA) was added as control of agonistic activity (Figure 4, Table 1 ; Jia et al. 

2013) and luteolin as control of antagonistic activity (Figure 5 ; Francisco et al. 2016). 

As already described for other LXRs ligands or other nuclear receptors (for a review 

see(Jin et Li 2010), ligand stabilization of the flavonoids in the binding pocket mainly 

passes through hydrophobic interactions. Hydrogen bound are however also 

observed. A summary of the various amino-acid that are recruited by the ligands and 

their hydrogen bounds within ligand-binding pockets are reported in Table 1. ΔG 

energy was also calculated and used to measure the theoretical constant of 

dissociation (Kd).  

The agonist CYA fits in both ligand-binding pocket of hLXRα and hLXRβ. Its 

position in the pocket differs from one isoform to the other in upside-down manner, 

affecting establishment of hydrogen bound. In both cases T302/316 (hLXRα/hLXRβ) 

is recruited. M298 is implicated in the α isoform while L274 and R305 are required in 

the β isoform. The known antagonist LUT is able to locate in both ligand-binding 

pockets of hLXRα/β and its position is roughly conserved. Indeed, in both receptors 

F257/271 (hLXRα/hLXRβ) is recruited. E267 and R305 is implicated in the α isoform 

while S278 are required in the β isoform. 

Regarding the new tested agonists, QUE also able to fit within both ligand-

binding pockets in similar position with slight rotation of C ring. It binds to M298/312 

and T302/316 on both isoform. A a bond is formed with L260 in hLXRα while this bound 

is done with S242 in hLXRβ. API inserts both LXRs LBD and varying by a strong 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

hLXRα hLXRβ 

Quercetin 

Apigenin 

Cyanidin 

Quercetin 

Apigenin 

Cyanidin 

Figure 4. Three-dimensional representation of agonists flavonoids in LXR or LXR 
ligand-biding pocket. The ligand binding pockets (hLXRα, left side ; hLXRβ, right side) are 
represented in line style. Ligands are presented in stick style with quercetin in the upper 
panel, apigenin in the middle panel and cyanidine in the down panel. Theoretical H-bonds 
are represented with yellow dotted line and are summarized in Table1.  
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rotation on horizontal axis. Both hLXRs establish interactions with T302/316 from the 

2 isoforms and form specific bound on F257 of hLXRα or M298 of hLXRβ. 

For the antagonists, GAL is restricted to the entrance of the hLXRα ligand-

binding pocket, while NAR is more deeply inserted in the hLXRβ ligand-binding pocket. 

In both case, GAL does not make any hydrogen bound with the amino acids. NAR 

follows a similar conformation as GAL. Indeed, it fits superficially in both ligand binding 

pockets and establishes only few H-bounds such as F257/271 in both isoforms. 

ΔG of each complex, which allows to determine the thermodynamic potential 

that is minimized when a system reaches a chemical equilibrium, is calculated by the 

software and is presented in table 1. The two three dimensional structures of LXRs 

(3IPQ and 1PQ6) are originally bound to GW3965. Since we could calculate ΔG and 

retrieve Kd (see methods) of this compound, it become possible to establish Kd 

prediction. Results are presented in Table 1. We observed, for API, QUE, NAR and 

GAL, Kd calculated (from micromolar range) are in accordance with activity assayed 

though gal4 system (Figure 1).  

 

Discussion 

Similarity between steroids and flavonoids have already been remarked. So far, 

studies on structure-activity have not established a clear link (Miksicek 1995; Zand et 

al. 2000). These similarities let hypothesize on the ability of flavonoids to bind steroid 

receptor. Data obtain through double hybrid experiments (Figure 2) confirm this 

hypothesis for both LXR. Even if these flavonoids have a very high similarity among 

them, little change on hydroxyl group position can perform a switch between an agonist 

and an antagonist profile. For example, removal of in third node of the C-ring is able to 

transform the agonistic activity of Quercetin to the antagonistic activity of Luteolin. The 

same modification can be observed by pushing back the B ring of the agonist Apigenin 

to transform it to the antagonist naringenin. Available LXR antagonists are scarcer than 

agonist (Huang 2014) mainly due to the fact that pharmaceutical companies have been 

more interested in the development of LXR activating molecules. Our experiments 
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Figure 5. Three-dimensional representation of agonists flavonoids in LXR or LXR 
ligand-biding pocket. The ligand binding pockets (hLXRα, left side ; hLXRβ, right side) are 
represented in line style. Ligands are presented in stick style with galanin (upper panel), 
naringenin (middle panel), luteolin (down panel). Theoretical H-bonds are represented with 
yellow dotted line and are summarized in Table1.  
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show that naringenin and galangin present an antagonistic profile in response to 

T0901317 treatment. The absence of effect on these molecule on basal condition 

suggest that the antagonistic power rely on competition with agonist to occupy the LXR 

pocket. Altogether, it seems that hydroxyl radicals at position 5, 7 and 4’ (figure 6) are 

necessary to allow the molecule entering deeply in the ligand-binding pocket. Indeed, 

the lack of -OH at position 4’ makes NAR to stay weakly fit in the pocket. Interestingly 

this “minimal” structure (API) allows the activation of hLXR. Comparing API, which 

only activates hLXR in our model, and QUE, which activates hLXR and hLXR, it 

could be hypothesized that hydroxyl groups in 3 and 3’ positions discriminate the 

specificity. LXR/ ligand binding pockets are quite wide and form a cylinder of 17Å 

long with a volume of 700-800Å3 for an average ligand volume of 300Å3. Moreover, 

these hydrophobic pocket are known to have a good mobility (Färnegårdh et al. 2003). 

Consequently, flavonoids with their 300-400Å3 could fit in the pocket and be stabilized 

through hydrophobic interaction. Nature of interaction between ligand and receptor in 

the ligand binging pocket are still poorly understood. However, hydrophobic bound are 

supposed to play a huge role in ligand stabilization but not in receptor modification 

(Patil et al. 2010). These hydrogen bound are believed to take that function (D. Chen 

et al. 2016). In the Table 1 are summarized hydrogen bound established between 

ligand and receptor. Among these amino-acid, T302/316 (hLXRα/hLXRβ) seems to 

play a critical role in the expression of an agonistic activity. Conversely, F257/271 

(hLXRα/hLXRβ) is implicated in both naringenin and luteolin antagonism. Here, 

galangin antagonistic power seem to only rely on ligand binding pocket occupancy. 

Beside the two-hybrid system screening and the molecular modeling analysis, 

we analyzed the impacts of flavonoids in cell culture on LXR-target genes involved in 

lipid homeostasis. The results partially correlate the previous analyses. Indeed, API 

and QUE increase the accumulation of Abca1, while they do not modify the levels of 

the T0901317 induction. Likewise, Abca1 accumulation is significantly reduced when 

T0901317 is incubated with GAL and NAR, demonstrating their antagonistic activity ex 

vivo. Concerning genes implicated in lipogenesis such as Srebp1c and Fasn, encoding 

the sterol-response element binding protein 1 and the fatty acid synthase respectively, 

results are less clear. While Srebp1c accumulation if modified by none of the 
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Figure 6. Chemical structures of hLXRα/β flavonoids. The specific backbone of 
flavonoids is represented in black. Numbering of the carbon is indicated in red. The hydroxyl 
groups (-OH) necessary for the molecule to adequately fit the ligand-binding pocket are 
drawn in green. The specific –OH groups necessary for hLXRβ vs. hLXRα activation are 
depicted in purple. 

 

Table 1 : Theoretical hydrogen bond formed between flavonoids and LBD amino-acids 
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flavonoids, Fasn amount is increased by API and not QUE, suggesting that in these 

cells, this gene is mainly targeted LXR and not LXR. Paradoxically, GAL and NAR 

basally increase the levels of Fasn while NAR acts as an antagonist in presence of 

T0901317. These kind of profile were already observed for luteolin (Francisco et al. 

2016) or other flavonoids (Y. Hu et al. 2013). As these experiments were performed in 

cell culture, it cannot be excluded that other metabolic pathways are targeted, which 

modify indirectly Fasn expression. If this is shown in animal models, flavonoids could 

thus be considered as new good candidate for the development of specific agonist with 

hypocholesterolemic properties together with less lipogenic effect, as shown for other 

synthetic LXRs ligands (J. J. Repa et al. 2000; Joseph, McKilligin, et al. 2002). 

In conclusion, our data point out that flavonoids contain numerous putative LXR 

ligands. These compound are present in great quantities in propolis and in various 

proportion depending on geographical harvesting (Zabaiou et al. 2017). Propolis could 

thus have various effects on LXRs pathways and could be a cheap and easily 

accessible source of molecules, targeting LXR pathways and usable in various 

diseases (Viennois et al. 2012). 
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1.2. Résultats complémentaires 

1.2.1. Les flavonoïdes modifient l’expression des gènes cibles des LXRs de 

façon différentes 

Dans le cadre de l’étude de l’impact des flavonoïdes sur les voies LXRs, nous 

avons réalisé une analyse de l’accumulation des gènes cibles des LXRs. On remarque 

que même si en système UAS-Gal4 des comportements agonistes/antagonistes sont 

similaires entre deux flavonoïdes, l’effet sur les gènes cibles n’est pas nécessairement 

le même. Par exemple, l’apigénine et la quercétine montrant des activités agonistes 

en système UAS-Gal4 (figure 1 de l’article) n’ont pas les mêmes effets sur le gène 

cible FASN (figure 2 de l’article). 

Comme discuté dans l’article, ce phénomène peut s’expliquer par l’action du 

flavonoïde sur d’autres voies de signalisations qui ne dépendent pas des LXRs. De 

plus, plusieurs études tendent à montrer que deux ligands agonistes (ou antagonistes) 

ne génèrent pas le même profil au niveau des gènes cibles. Dans le cas des LXRs, il 

est possible d’exploiter les résultats de RNAseq disponibles. Ainsi, en étudiant le 

GW3965 et le T0901317, deux agonistes très documentés des LXRs, on remarque 

que les cellules traitées par ces deux molécules n’ont pas les mêmes profils 

d’expression géniques (Vedin et al. 2009; Rébé et al. 2009; Savic et al. 2016). 

Une explication possible est que les interactions des molécules avec le LBD des 

LXRs soient subtilement différentes et induisent un placement différent de l’hélice H12, 

et donc un recrutement différent d’un même coactivateur. Plusieurs complexes 

récepteurs-ligands obtenus par cristallographie aux rayons X pour le GW3965 et le 

T0901317 dans le LBD des LXRs sont disponibles. En alignant les deux complexes, 

nous avons pu montrer l’existence de légères différences dans le positionnement de 

l’hélice H12 (PDBe : 4DK7 et 1PQ6 ; Figure 28). Ainsi, même si les hélices H1à H10 

s’alignent-elles quasi-parfaitement, on remarque que les plus grandes différences 

commencent à l’extrémité C-terminale de H11 provoquant le pivotement de H12 
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Figure 28 : Alignement structural de 2 complexes LXRβ-T0901317 et LXRβ-
GW3965 

Les hélices sont nommées par un « H » suivie du numéro de l’hélice de l’extrémité 
N-terminale vers l’extrémité C-terminale. Les structures cristallographiques sont 
issues de la « Protein Data Bank europe » (PDBe; codes 4DK7 et 1PQ6). Cette 
image a été générée sur PyMOL. 
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d’environ 19°. Ceci a pour conséquence de modifier la surface d’interaction du 

complexe récepteur-ligand avec les corégulateurs et donc de faire varier leurs affinités.  

Pour étayer cette théorie, des tests en double hybride ont été réalisés en cellule 

HeLa permettant d’apprécier la capacité du T0901317 et du GW3965 à recruter 

différents corégulateurs (Figure 29). On observe que le T0901317 entraîne le 

recrutement des coactivateurs (SRC-1 et DRIP205) et le relargage des corépresseurs 

(NCoR et SMRT) sur le LBD des LXRs. En revanche, même si le GW3965 est capable 

d’engendrer le recrutement de coactivateurs, il n’affecte pas la liaison avec les 

corépresseurs. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature (Albers 

et al. 2006).  L’exemple illustré par les cas du T0901317 et du GW3965 montre que la 

liaison d’une molécule à son récepteur entraîne un positionnement particulier de 

l’hélice H12 ainsi qu’un profil de recrutement des corégulateurs propres ce qui pourrait 

expliquer les différences d’accumulations des ARNm observés dans la figure 3 de 

l’article. 

 

1.2.2. La liaison et l’action des flavonoïdes sur le LBD des LXRs  

Comme présenté dans la figure 5 de l’article, différents acides aminés ont pu 

être identifiés dans la liaison et l’action des flavonoïdes. Compte tenu de la petite taille 

de ces flavonoïdes (220 Å3 à 256 Å3 vs. 332 Å3 pour le T0901317) et a flexibilité du 

LBD (Färnegårdh et al. 2003), plusieurs positionnements des molécules sont possibles 

dans la poche. Les orientations présentées sont les plus probables au regard des 

énergies de liaison calculées. Cette variabilité dans le positionnement du ligand dans 

le LBD des LXRs est appuyée par l’étude différentielle de deux cristallographies au 

rayon X obtenues sur LXRβ renfermant le T0901317 (PDE : 1UPV et 1PQ6). En 

observant la position du T0901317 dans la poche de liaison au ligand d’une expérience 

à une autre, on peut aisément observer des différences (Figure 30). Les flavonoïdes 

testés, avec une taille plus réduite, pourraient donc eux aussi adopter plusieurs 

conformations.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Recrutement des corégulateurs induit par la liaison du T0901317 ou 
du GW3965 sur le LBD des LXRs 

Des cellules HeLa ont été transfectées avec 3 plasmides : Gal4-LXRα (A et B) ou Gal4-
LXRβ; SRC1/DRIP205-VP16 (coactivateurs; A et C) ou SMRT/NCoR-VP16 
(corépresseurs; B et D); UAS-Luc. Vingt-quatre heures après la transfection, les cellules 
ont été incubées pendant 24h avec les ligands agonistes T0901317 ou GW3965. Les 
histogrammes représentent la moyenne des valeurs obtenues sur 3 expériences 
indépendantes et les barres d’erreurs expriment l’écart-type moyen (SEM). Des tests 
ANOVA one-way ont été réalisés avec * p<0,05; **p<0,01 et *** p<0,005 par rapport à 

la condition 10
-8

M correspondante. 
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Pour ce type d’analyse, une double approche de recherche des ligands est 

possible. D’abord, l’approche de docking présentée en figure 4 et 5  de l’article nous 

renseigne sur le positionnement général d’une famille de molécules (ici les 

flavonoïdes) dans la cavité. En effet, même si comme dit précédemment, le 

positionnement d’une molécule peut varier, ces changements sont assez faibles. Ces 

molécules se situent dans la même zone du LBD (entre les feuillets β et l’hélice H3).  

Une deuxième approche, celle-ci basée sur le ligand, peut alors être entreprise. 

Lorsque l’on s’attarde sur le cas de la quercétine (agoniste) et de la lutéoline 

(antagoniste), on s’aperçoit que l’existence d’un groupement hydroxyle en position 3 

du cycle C semble être cruciale dans l’action du ligand sur le récepteur. En effet, le 

docking montre que cet ajout de groupement hydroxyle provoque un basculement 

dans le même plan et à 180° de la molécule permettant l’interaction avec l’acide aminé 

T302/T316, un résidu suspecté d’être important dans l’activation du récepteur par les 

flavonoïdes dans cette étude (Tableau 1 de l’article). 

Par souci de simplicité, seuls deux ligands flavonoïdes des LXRs déjà décrits 

sont présentés dans cet article. Cependant d’autres flavonoïdes ont été décrits comme 

ligands des LXRs ou du moins suspectés. Le docking de la morine, un antagoniste 

des LXRs in vitro et in vivo (Gu et al. 2017), est ainsi présenté en Figure 31. 

L’établissement de liaisons hydrogènes théoriques sur le résidu F257 dans LXRα 

(Figure 32) renforce l’hypothèse selon laquelle les effets antagonistes passent par 

l’établissement d’une liaison hydrogène avec F257/271 (Tableau 1). Sur l’isoforme 

LXRβ, aucune liaison hydrogène théorique ne permet d’expliquer les effets 

antagonistes constatés. On peut imaginer que les effets antagonistes de la morine, 

comme pour la galangine (tableau 8), passent par l’encombrement de la poche de 

liaison au ligand, empêchant le récepteur d’être activé par un ligand agoniste.  

L’étude d’un autre flavonoïde, la génistéine (Figure 31), a montré que cette 

molécule semble inhiber LXRα tout en activant LXRβ (González-Granillo et al. 2012). 

L’analyse in silico de l’ancrage de la génistéine dans le LBD des LXRs montre en effet 

des modalités de liaison différentes dans la cavité (Figure 32). On remarque que la 

génistéine, comme d’autres ligands flavonoïdes (Tableau 8), établit des liaisons 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Alignement structural de 2 complexes LXRβ-T0901317 

Les structures cristallographiques de 2 complexes LXRβ-T0901317 sont issues de 
la « Protein Data Bank europe » (PDBe; codes 1UPV et 1PQC). Le positionnement 
du  T0901317 de 1UPV est représenté en vert et celui de 1PQC en magenta. Ces 
images ont été générées sur PyMOL. 
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hydrogènes théoriques avec T316 de LXRβ mais pas avec son équivalent T302 de 

LXRα.  

Un autre flavonoïde caractérisé, l’hespérétine (Figure 31) que l’on retrouve sous 

forme d’oside dans les fruits du genre Citrus, présente une activité agoniste sur les 

LXRs (Iio et al. 2012). Comme pour d’autres agonistes flavonoïdes (apigénine, 

quercétine), l’hesperetine semble bel et bien se lier dans la poche des LXRs en 

interagissant avec T302/T316 par le biais de liaisons hydrogènes (Figure 32 ; Tableau 

8).  

Même si de nombreux flavonoïdes présentent une activité sur les LXRs, 

l’analyse en système simple hybride UAS-Gal4 a permis d’identifier des molécules 

sans activité particulière. C’est le cas de la chysine et de la pinocembrine (Figure 31), 

deux flavonoïdes avec lesquelles aucune activité n’a pu être décelée jusqu’à une 

concentration de 10-5M. Les analyses de docking appuient ces résultats avec des 

valeurs d’énergie libre trop élevées (ΔG° >-7.0) pour permettre la prédiction d’un Kd 

(Tableau 8). 

 

1.3. Discussion complémentaire 

Comme présenté en introduction, la recherche préliminaire de ligands des LXRs 

in silico s’appuie sur deux approches, l’une basée sur le récepteur (cible). Les données 

précédentes tendent à montrer que le modèle de docking utilisé lors de ces études est 

fiable. Il permet d’appréhender les effets d’un flavonoïde en fonction de ses modalités 

de liaisons dans le LBD. De plus, les Kd prédits sont en accord avec ce qui a été 

observé en système simple hybride ou dans la littérature (Figure 1 et Tableau 1 de 

l’article). L’analyse QSAR permettrait de dégager des relations entre la structure 

chimique des flavonoïdes et leur activité biologique. Plusieurs facteurs seraient alors 

à prendre en compte : le volume, la polarité, les axes de torsion ou l’hydrophobicité 

(Mekenyan 2002).  
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Figure 31 : Représentations semi-développées des flavonoïdes utilisés dans 
l’étude 

Pinocembrine Chrysine 
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Les flavonoïdes ont déjà été considérés comme des bases moléculaires 

intéressantes dans la synthèse de nouveaux ligands. Dans le cadre de développement 

de médicaments pour la maladie d’Alzheimer, une base flavonoïde a été envisagée 

(Y. Hu et al. 2013). L’obtention d’un flavonoïde de synthèse présentant une activité 

activatrice sur ABCA1 similaire à celle du GW3965 est très encourageante. 

Cependant, la synthèse de telles molécules s’avère onéreuse alors que les 

flavonoïdes sont une vaste famille de molécules abondamment présente dans le 

monde végétal. Ainsi les végétaux sont-ils des sources intéressantes de flavonoïdes.  

La propolis est un composé produit par les abeilles et utilisée par celles-ci pour 

ses propriétés physiques (construction de la ruche) et antibactérienne. La propolis est 

connue pour concentrer les flavonoïdes par les abeilles. De plus, la propolis brute est 

aisément récupérable, se conserve beaucoup plus longtemps (plusieurs mois à l’air 

libre) et plus facilement que les fruits et légumes. Cette préservation plus aisée est 

permise notamment grâce aux propriétés antifongiques et antibactériennes 

intrinsèques de la propolis (Zabaiou et al. 2017) ; Annexe 2). Cette longue période de 

préservation fait de la propolis un composé de choix en médecine alternative pour de 

nombreuses pathologies dont certaines reliées aux LXRs, qu’elles soient 

neurologiques (Farooqui et Farooqui 2012), métaboliques (Al-Hariri 2011; Mujica et al. 

2017) ou inflammatoires (Chirumbolo 2015). Enfin, les effets et le contenu en 

flavonoïdes de la propolis étant grandement influencés par la végétation environnante, 

chaque variation géographique présente des opportunités intéressantes. 

 

En conclusion, les flavonoïdes sont une famille de molécules intéressantes dans 

la recherche de nouvelles classes de ligands des LXRs. En plus de leur structure et 

de leur taille rappelant celle de leurs ligands endogènes, ils possèdent des propriétés 

hydrophobes leur permettant d’entrer facilement dans le LBD des LXRs. L’analyse de 

différentes molécules a permis de montrer le potentiel des flavonoïdes à avoir des 

activités agonistes, antagonistes et, encore plus intéressant, spécifiques des 

isoformes. Le développement d’outils de prédiction in silico ouvre de nombreuses 
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Hespérétine 

Morine 

Génistéine 

Hespérétine 

Figure 32 : Représentation tridimensionnelle du docking de 3 flavonoïdes dans le 
LBD des LXRs 
Les acides aminés entourant le LBD sont représentés en line style. Le LBD de LXRα est 
à gauche et celui de LXRβ à droite. La morine (panneau haut), la génistéine (panneau 
intermédiaire) et l’hespérétine (panneau du bas) sont représentés en “sticks line”.  Les 
liaisons hydrogènes théoriques sont présentées en traits pointillés jaunes et sont repris 
dans le tableau 1. Ces images ont été réalisées sur PyMOL. 
 

Tableau 8 : Résumé des liaisons hydrogènes théoriques établies entres les 
flavonoïdes et le LBD des LXRs 
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possibilités dans la recherche de ligands. L’abondance de ces molécules dans 

l’environnement fait d’elles des cibles faciles d’étude et d’analyse. 

Cependant, les flavonoïdes en tant que ligands des LXRs ne sont pas exempts 

de défauts. 

D’abord, leur petite taille rend possibles plusieurs positionnements dans le LBD 

et donc des interactions moins précises ; ceci peut se traduire par des affinités plus 

faibles pour les LXRs (de l’ordre du micromolaire). Hu et al ont en effet montré que les 

molécules les plus actives générées lors de la fabrication de flavonoïdes synthétiques 

sont les plus volumineuses (Y. Hu et al. 2013). En effet, comme pour le T0901317 ou 

le GW3965, la grande taille de ces agonistes permet de mieux verrouiller le 

positionnement et donc l’interaction du ligand dans la poche. 

Le second défaut est que l’humain est exposé aux flavonoïdes depuis des 

millions d’années, ainsi l’organisme les reconnaît facilement et les métabolise 

rapidement. Ceci se traduit par une durée de demi-vie faible dans l’organisme 

comparée aux molécules synthétiques. Cette dernière propriété peut néanmoins être 

vue comme un avantage. En effet le foie, organe de détoxification par excellence, peut 

être insensible à un flavonoïde tandis que des organes périphériques pourraient être 

impactés. Ainsi, ceci permettrait de contourner une partie des effets secondaires des 

ligands des LXRs.  
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Figure  33 : Tests des différentes nourritures utilisées pour l’administration des 
ligands 

La lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10
-4

M de T0901317 solubilisé dans 
du DMSO et dilué dans de l’H2O, du D-sucrose (1M), du jus de raisin, des levures en 
suspension ou des extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un 
temps d’exposition de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales 
ont été extraites et étudiées par western blot. Les histogrammes reflètent les quantités de 
GFP, Gal4 ou actine mesurée par western blot au cours de trois expériences indépendantes. 
Les barres d’erreurs expriment l’écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * 
p<0,05 et **p<0,01 par rapport à la condition H2O. 

* 

2 

4 
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2. Développement d’un système de criblage de ligands des LXRs in vivo 

Comme développé en introduction, le modèle Drosophile melanogaster est 

intéressant par sa facilité d’entretien et de transgénèse. Ce modèle a donc été choisi 

pour la transposition du système simple hybride in vivo. Après avoir établi une lignée 

de drosophile « Gal4-LXRα ;UAS-GFP » homozygote (cf : Matériel et méthodes) la 

mise au point du modèle a été entreprise. 

2.1. Mise au point des modalités d’administration des ligands 

Une fois la lignée étant établie, il faut mettre au point les modalités 

d’administration des ligands. Le grand nombre de drosophiles à traiter ainsi que leur 

taille réduite rend peu envisageable l’injection directe. La dilution des molécules dans 

la nourriture a donc été choisie. Cependant, à l’âge adulte, les drosophiles se 

nourrissent peu, à l’exception des femelles en période de ponte. Le stade larvaire a 

donc été préféré car c’est à cette période que la drosophile se nourrit le plus. Ce stade 

présente également l’avantage de s’affranchir de l’obstruction du signal rapporteur par 

la cuticule présente chez l’adulte. 

Plusieurs types de nourritures ont été testés. Les jeunes larves ont été traitées 

avec 10-4M de T0901317 dilué dans dives véhicules comme l’H2O, le D-sucrose à 1M, 

le jus de raisin, la suspension de levure ou la suspension d’extrait de levure. L’induction 

de la fluorescence est constatée visuellement, l’expression du transcrit GFP est 

vérifiée par RT-qPCR et la protéine détectée par western blot (Figure 33). On peut 

remarquer que l’utilisation d’un véhicule à base d’extrait de levure est la solution la 

plus efficace. Cependant même si une augmentation des niveaux de GFP est 

constatée, ces niveaux restent relativement faibles par rapport à ce qui est observé in 

vitro (x9.2 in vitro vs x5.9 in vivo). De plus, ces résultats montrent une grande 

variabilité. Ce phénomène peut s’expliquer par la forte mortalité induite par le 

traitement par le T0901317. En effet, le suivi de mortalité des drosophiles en fonction 

de la concentration croissante de T0901317 (Figure 34) montre une diminution 

drastique de la survie des larves (Génération G0) à des concentrations supérieures ou 

égales à 10-4M.  
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Figure  34 : Etude de la toxicité du T0901317 au cours des générations 

La lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP a été traitée avec 10
-6

M, 10
-5

M, 10
-4

M  ou 10
-3

M de 
T0901317 solubilisé dans du DMSO et dilué dans des extraits de levure en suspension. La 
mortalité des larves a été mesurée après 24h de traitement. Les doses létales pour 
lesquelles 50% ont été retrouvé mortes (LD50) sont calculées et présentées. Ces données 

sont le fruit de 3 expériences indépendantes. Les barres d’erreurs expriment l’écart-type 
moyen (SEM), 
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2.2. Amélioration de la lignée Gal4-LXRα ; UAS-GFP par sélection au cours 

des générations 

Une sélection des drosophiles survivantes aux traitements T0901317 à 10-4M a 

été effectuée au fil des générations sur trois critères. Le premier est la survie, le second 

est la faculté à répondre à la stimulation T0901317 et le troisième est le maintien des 

niveaux basaux de GFP. Cette pression de sélection est maintenue au cours de 16 

générations et contrôlée en ARN toutes les deux générations et en western blot toute 

les quatre générations (Figure 35). On constate alors l’établissement d’une lignée avec 

une production de protéine de fusion Gal4-LXRα et des niveaux basaux de GFP 

inchangés mais avec une nette augmentation de l’aptitude du T0901317 à activer le 

système aussi bien au niveau ARN (Figure 35C) qu’au niveau protéique (Figure 35D). 

Des expériences ultérieures montrent que le maintien de cette sélection sur les 

générations suivantes n’entraîne pas d’amélioration significative du fonctionnement du 

système. La survie au T0901317 est également renforcée d’un facteur 10 (Figure 34 ; 

Larves G16). 

  



Figure  35 : Sélection des drosophiles au cours des générations 

Plusieurs générations (G) de la lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP ont été traitées 24h avec 10
-

4
M de T0901317 solubilisé dans du DMSO et dilué dans des extraits de levures en 

suspension. Les protéines (B et D) et les ARNm (A et C) de larves totales ont été extraites 
et étudiées par western blot ou RTqPCR. Les niveaux de GFP (A et B) et de Gal4 (C et D) 
ont été quantifiés. Les histogrammes résultent de trois expériences indépendantes. Les 
barres d’erreurs expriment l’écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * 
p<0,05 et **p<0,01 par rapport à la génération G0. 
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2.3. Capacité de la lignée Gal4-LXRα ; UAS-GFP à discriminer l’activité de 

molécules agonistes des LXRs 

La lignée nouvellement établie a été testée sur sa capacité à répondre à 

l’induction d’autres ligands agonistes tels que le GW3965 et le 22R-hydroxycholestérol 

(Figure 36). Le GW3965 est capable d’induire la production de GFP à un niveau 

légèrement inférieur à celle du T0901317. Cependant, le 22R-hydroxycholestérol ne 

parvient pas à induire une augmentation significative. Ceci peut s’expliquer de 

plusieurs façons. D’abord, le ligand peut être métabolisé avant son action sur le 

récepteur chimérique. En effet, chez la drosophile, l’ecdysone (Figure 37) est 

l’hormone centrale régissant de nombreux mécanismes physiologiques tels que la 

croissance, la métamorphose ou encore la reproduction (Schwedes et al. 2012). 

L’ecdysone et ses métabolites sont très proches structurellement des oxystérols, ainsi 

certaines enzymes du métabolisme de l’ecdysone pourraient agir sur le 22R-

hydroxycholestérol. De plus, il existe de nombreuses similitudes entre les récepteurs 

LXRs et le récepteur à l’ecdysone, supportant l’idée de voies métaboliques conservées 

entre les deux espèces (Ollikainen et al. 2006). Cette difficulté à atteindre le seuil de 

significativité s’explique également par une variabilité interindividuelle prononcée 

représentée par un écart-type moyen (SEM) important. Ce phénomène pourrait être 

expliqué par la liaison au LBD des LXRs de l’ecdysone ou d’oxystérol endogène. Pour 

mettre à l’épreuve cette hypothèse, la voie de synthèse du cholestérol de la drosophile 

a été ciblée. Le cholestérol étant le précurseur à la fois des oxystérols et de l’ecdysone, 

le blocage de sa synthèse pourrait avoir un impact sur les niveaux basaux de GFP 

dans le système simple hybride. Nous avons utilisé la simvastatine, un bloquant 

pharmacologique de HMG-CoA-reductase. 
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Figure  36 : Tests de ligands agonistes des LXRs 

La lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10
-5

M ou 10
-4

M de T0901317, 22R-
hydrocycholestérol (22R-HC) ou GW3965 solubilisé dans du DMSO et dilué dans des 
extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un temps d’exposition 
de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales ont été extraites et 
étudiées par western blot. Les histogrammes reflètent les quantités de GFP, Gal4 ou actine 
mesurée par western blot au cours de trois expériences indépendantes. Les barres d’erreurs 
expriment l’écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,005 par rapport à la condition DMSO. 

*** 

** 
** 

* 

Figure  38 : Ecdysone 
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On remarque que le traitement à la simvastatine seule, bien qu’elle induite une 

certaine mortalité, permet de diminuer la variance des niveaux basaux de GFP (Figure 

38). De plus, lors du co-traitement des drosophiles avec de la simvastatine et le 22R-

hydroxycholestérol, on observe une activité agoniste significative en comparaison aux 

drosophiles ayant reçu seulement la simvastatine.  

Ces résultats suggèrent que les voies métaboliques de l’ecdysone semblent 

interférer avec les oxystérols. La raréfaction de l’ecdysone et des oxystérols 

endogènes suite aux traitements avec la simvastatine montre une diminution des 

niveaux basaux. Ce constat supporte l’hypothèse selon laquelle ces stérols lient LXRα. 
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Figure  38 : La simvastatine permet la potentialisation des effets agonistes du 22R-
hydroxycholestérol 
La lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP a été traitée pendant 24h avec 10-4M de 22R-
hydroxycholestérol (22R-HC) et 10-4M de simvastatine solubilisés dans du DMSO et dilués 
dans des extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un temps 
d’exposition de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales ont 
été extraites et étudiées par western blot. Les histogrammes reflètent les quantités de GFP 
et d’actine mesurées par western blot au cours de trois expériences indépendantes. Les 
barres d’erreurs expriment l’écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * 
p<0,05 par rapport à la condition simvastatine 

* 
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2.4. Capacité de la lignée Gal4-LXRα ; UAS-GFP à discriminer l’activité de 

molécules antagonistes des LXRs 

L’observation d’une activité antagoniste est plus complexe, en effet le traitement 

de drosophiles à l’aide d’un antagoniste seul ne contribue qu’à baisser le niveau basal. 

Etant donné, le niveau déjà faible d’activité transcriptionnelle, l’abaisser plus semble 

difficile. De plus, à cause de la variabilité interindividuelle vraisemblablement imputable 

aux stérols endogènes (voir précédemment), de subtiles diminutions ne parviennent 

pas à atteindre le seuil de significativité. De fait, le 22S hydroxycholestérol ne parvient 

pas à diminuer de façon significative les niveaux basaux de GFP (Figure 39). De plus, 

lorsqu’on active le système simple hybride à l’aide de l’agoniste T0901317, le co-

traitement avec le 22S-hydroxycholestérol est insuffisant pour exhiber une activité 

antagoniste significative.  

De façon similaire à ce qui a été réalisé avec le 22R-hydroxycholestérol, un co-

traitement avec la simvastatine a été entrepris. On observe alors que le traitement 

simultané avec du 22S-hydroxycholestérol et de la simvastatine diminue la variance et 

amène la valeur p à 0.065, pour une diminution de 38% (Figure 40). De plus, en 

ajoutant le T0901317 pour activer le système, le 22S-hydroxycholestérol parvient à 

montrer une activité antagoniste significative. Afin de prouver que ce système est 

capable de discriminer une activité antagoniste envers les LXRs, il faudrait choisir une 

molécule s’éloignant de la structure stéroïdienne afin de limiter les hypothétiques effets 

du métabolisme. Le GSK2033, un antagoniste des LXRs mis au point par Tocris et 

déjà publié pourrait être testé (Bonney et Siegenthaler 2017). 

Dans le but de déceler plus facilement une activité antagoniste, plusieurs 

stratégies pourraient être entreprises. La première consisterait à réaliser un co-

traitement des drosophiles avec un agoniste permettant une élévation du niveau de 

GFP qu’une activité antagoniste pourrait diminuer significativement (déjà testée avec 

le T0901317). Toutefois cette approche pose le problème de la toxicité induite par 

l’administration simultanée de ces deux molécules. Une deuxième stratégie 
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Figure  39 : Test d’un ligand antagoniste des LXRs 
La lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10-5M de T0901317 et/ou 10-4M de 
22S-hydrocycholestérol (22S-HC) solubilisé dans du DMSO et dilué dans des extraits de 
levure en suspension. Les images ont été capturées avec un temps d’exposition de 1 
seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales ont été extraites et 
étudiées par western blot. Les histogrammes reflètent les quantités de GFP et d’actine 
mesurées par western blot au cours de trois expériences indépendantes. Les barres 
d’erreurs expriment l’écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * p<0,05 par 
rapport à la condition T0901317. 
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consisterait en la diminution de la variabilité du niveau basal de GFP. Les expériences 

réalisées avec la simvastatine montrent des résultats encourageants, cependant le 

traitement à grande échelle des drosophiles pourrait s’avérer toxique et onéreux. Il 

serait plus envisageable de se concentrer sur l’alimentation. En appauvrissant le 

régime des drosophiles en cholestérol on pourrait s’affranchir des effets néfastes de 

la simvastatine constatés sur la survie. Enfin, une dernière stratégie consisterait en 

l’implantation de la partie UAS-GFP du système dans un environnement chromatinien 

plus permissif autorisant des niveaux basaux plus élevés. Ceci serait possible par le 

croissement de la lignée Gal4-LXRα avec d’autres lignées UAS-GFP. En effet, ces 

lignées sont nombreuses (Bloomington Stock Center) différant par leurs zones 

d’ancrage génomique, leurs niveaux basaux et leurs profils d’expression. 
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Figure  40 : La simvastatine permet la potentialisation des effets antagonistes du 
22S-hydroxycholestérol 

La lignée Gal4-LXRα; UAS-GFP a été traitée 24h avec 10
-5

M de T0901317 et/ou 10
-4

M de 

22S-hydrocycholestérol (22S-HC) et 10
-4

M de simvastatine solubilisés dans du DMSO et 
dilués dans des extraits de levures en suspension. Les images ont été capturées avec un 
temps d’exposition de 1 seconde sous une loupe binoculaire. Les protéines de larves totales 
ont été extraites et étudiées par western blot. Les histogrammes reflètent les quantités de 
GFP et d’actine mesurées par western blot au cours de trois expériences indépendantes. 
Les barres d’erreurs expriment l’écart-type moyen (SEM). Des t-tests ont été menés avec * 
p<0,05 par rapport à la condition T0901317+simvastatine. 

* 

- 
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2.5. Corrélation de la fluorescence perçue sur larve entière avec les niveaux 

protéiques de GFP 

Le paramètre primordial à privilégier lors de la mise en place d’un système de 

criblage de molécules à grande échelle est le temps. Pour toutes les expériences 

réalisées précédemment, l’interprétation des résultats s’est basée sur l’analyse de 

l’intensité des bandes GFP obtenus par western blot. Cependant, cette méthode, 

effectuée sur un grand nombre d’échantillons s’avère coûteuse et chronophage et 

donc inadaptée au criblage. L’étude directe de la fluorescence sur larve entière 

pourrait être une bonne alternative. 

Afin de savoir si cette méthode de quantification est réalisable, nous avons 

cherché à corréler l’intensité des bandes de GFP obtenues par western blot avec la 

fluorescence totale des larves (Figure 41). En utilisant toutes les données disponibles, 

le coefficient de corrélation s’élève à R²=0.8863 (Figure 41A). Ce bon score ne semble 

cependant pas s’appliquer aux « faibles » intensités de fluorescence (de 0 à 35% de 

la fluorescence maximale mesurée), où ce coefficient diminue à R²=0.4373 (Figure 

41C). Afin d’améliorer ce score, nous avons quantifié seulement les larves en position 

latérale (la plus fréquente) lors des photographies, ce qui permet de s’affranchir d’un 

potentiel effet de position. Sur toutes les données restantes le coefficient s’élève à 

R²=0.9617 (Figure 41B) et se maintient à R²=0.8197 sur les faibles intensités (Figure 

41D) manifestant une amélioration notable. 

 

En conclusion, nous avons pu mettre en place un modèle de criblage de 

molécules in vivo chez la drosophile, plus simple à mettre en place que chez la souris, 

notamment pour des questions éthiques. La lignée de drosophile établie est stable et 

est capable de discriminer une activité agoniste de ligands tels que le T0901317 ou le 

GW3965. Cependant, à l’heure actuelle aucune activité antagoniste basale de 

molécules synthétiques comme le 22S-hydroxycholestérol n’a pu être observée. Des 

expérimentations ultérieures restent à mener afin de perfectionner le système. La 
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Quantification GFP par western blot 

Figure  41 : Corrélation entre la quantification de la GFP par fluorescence et par 
western blot 
Chaque expérience réalisée précédemment a été utilisée pour identifier une éventuelle 
corrélation entre la fluorescence mesurée sur la larve entière (via photos à la loupe 
binoculaire) et la mesure d’intensité des bandes GFP obtenues par western blot. Les 
graphiques A et C montrent la corrélation à partir de toutes les photos disponible et les 
graphiques B et D montrent la corrélation à partir de photos où les larves étaient en position 
latérale. Dans les graphiques A et B la corrélation est établie sur toutes les intensités de 
fluorescence. Sur les graphes C et D, seules les intensités de fluorescence inférieures à 30% 
sont utilisées pour calculer le coefficient de corrélation.  

A B 

C D 

Position aléatoire Position latérale 
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possibilité de la visualisation et de la quantification directe des effets des molécules 

sur les LXRs in vivo offre des perspectives très prometteuses. 

Cette étude et d’autres ont montré qu’il était possible de faire fonctionner le 

système simple hybride avec des récepteurs nucléaires humains grâce aux 

coactivateurs et corépresseurs endogènes de drosophile (Han, Stein, et Stevens 

2000). De plus, des analyses bio-informatiques montrent que les domaines 

d’interactions entre corégulateurs et récepteurs nucléaires sont conservés entre les 

deux espèces (Davis et al. 2011) et que le switch relargage/recrutement de 

corégulateurs est également présent chez la drosophile (Glass et Rosenfeld 2000). 

Même si le système simple hybride est suffisant, les analyses possibles in vivo 

nécessitent le développement d’un système en double hybride. En effet le croisement 

de cette lignée déjà établie avec des drosophiles portant un transgène codant pour le 

domaine d’activation de VP16 et le domaine d’interaction de différents corégulateurs 

des LXRs permettrait d’observer in vivo le recrutement des coactivateurs et des 

corépresseurs en fonction des ligands utilisés. Ceci constituerait un pas de plus dans 

la caractérisation des effets d’une molécule in vivo. 
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3. Développement d’un double système de criblage des ligands des LXRs 

Comme présenté en introduction les isoformes des LXRs ont des fonctions à la 

fois redondantes et spécifiques. La modulation de l’activité d’une isoforme possède 

des intérêts pharmacologiques indéniables. A ce jour, les tests de criblages 

moléculaires disponibles ne font l’étude que d’un seul récepteur nucléaire à la fois. 

L’étude dissociée de LXRα et LXRβ ne permet pas d’estimer la préférence endogène 

d’un ligand pour l’un ou l’autre des récepteurs. En effet, la séquestration du ligand ainsi 

que la durée de demi-vie du complexe récepteur-ligand d’une isoforme peuvent 

empêcher/favoriser la liaison à l’autre isoforme. Le développement d’un modèle 

favorisant le crible simultané des deux isoformes s’avère alors intéressante dans 

l’identification de ligands spécifiques. 

3.1. Choix du second système simple hybride 

Pour les récepteurs nucléaires, le système simple hybride UAS-Gal4 est une 

méthode de choix ayant déjà fait ses preuves. Cependant, cette méthode ne permet 

le crible que d’un seul récepteur à la fois. En 2010, l’étude de Neurospora crassa, a 

permis l’identification d’un système très proche structurellement de UAS-Gal4 (Figure 

42). Nommé système QUAS-QF, il est constitué  d’un facteur de transcription 

comprenant un domaine d’activation (AD) et un domaine de liaison à l’ADN (DBD) 

permettant la liaison aux séquences QUAS (Potter et al. 2010). Ce système fonctionne 

dans les cultures cellulaires de mammifères et in vivo chez la drosophile (Potter et al. 

2010). L’avantage de ce système par rapport à d’autres (comme LexA-LexAop) est 

qu’il n’interfère pas avec le système UAS-Gal4. En effet, des expériences réalisées in 

vitro en cellules HeLa et S2 (drosophile) montrent que la co-transfection des deux 

systèmes n'entraîne pas d’activation croisée : la présence de QF n’augmente pas/peu 

l’expression de la luciférase en aval du promoteur UAS, et la présence de Gal4 n’a 

pas/peu d’impact sur celle en aval des séquences QUAS. A partir des plasmides, nous 

avons pu reproduire ces résultats en culture cellulaire (Figure 43). 
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Figure  42 : Schéma représentatif des protéines Gal4 et QF entières 

Les structures de Gal4 et QF se partage en un domaine de liaison à l’ADN (DBD), un 
domaine médian (MD) et un domaine d’activation (AD). Les 2 représentations sont à 
l’échelle. Les numéros affichés indiquent le nombre d’acides aminés de chaque domaine 
soulignant les homologies structurelles. Adapté de Riabinina et al, 2016 

Figure 43 : Interactions entre les systèmes Gal4-UAS et QF-QUAS 

Des cellules HeLa ont été transfectées avec 2 plasmides : pCMV-Gal4 ou pCMV-QF et 
UAS-Luc ou QUAS-Luc. La transfection a été réalisée sur 24h puis les cellules ont été 
incubées pendant 24h. Les histogrammes représentent la moyenne des valeurs 
obtenues sur 3 expériences indépendantes et les barres d’erreurs expriment l’écart-
type moyen (SEM).  
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3.2. Organisation du double système de crible 

Par analogie avec le système UAS-Gal4, le système QUAS-QF doit être adapté 

à l’étude des récepteurs nucléaires. Pour cela, nous devons créer une protéine 

chimérique contenant le domaine de liaison au ligand du récepteur nucléaire et le 

domaine de liaison à l’ADN de QF (Figure 44 ; (Riabinina et Potter 2016). De façon 

identique à Gal4, seule la partie DBD du QF sera conservée. 

Le double système de criblage doit être simple et compact afin de l’utiliser dans 

différents modèles in vitro (transfection transitoire ou stable) et in vivo (drosophile et 

souris). Ce système doit contenir au moins : 

- une protéine de fusion contenant le LBD de LXRα : Gal4(DBD)-LXRα(LBD) ;  

- une protéine de fusion contenant le LBD de LXRβ : QF(DBD)-LXRβ(LBD) ;  

- un rapporteur de l’activité de la protéine de fusion contenant le DBD de Gal4 : 

UAS-GFP ;  

- un rapporteur de l’activité de la protéine de fusion contenant le DBD de QF : 

QUAS-RFP. 

L’activité de la voie LXRα sera représentée par la fluorescence de la GFP et 

l’activité de la voie LXRβ sera représentée par la fluorescence de la RFP. 

L’utilisation d’un tel système demande plusieurs prérequis : 

Tout d’abord un tag Histidine sera ajouté en C-terminal de Gal4-LXRα et un tag 

FLAG est ajouté en C-terminal de QF-LXRβ, ceci afin de pouvoir doser par 

immunohistochimie l’accumulation des protéines chimériques.  

De plus, afin de pouvoir comparer les modulations des voies LXRα/LXRβ, Gal4-

LXRα et QF-LXRβ doivent être produits de façon équimolaire. Dans ce but, les 

séquences codantes des deux protéines sont mises l’une après l’autre séparées par 

une séquence non traduite en protéine P2A (Yuancheng Wang et al. 2015). Ceci 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  44 : Schéma récapitulatif des constructions réalisées 

Chaque fragment a été généré par PCR à partir de plasmides provenant de Addgene. Dans 
un premier temps les fragments ont été assemblés par recombinaison homologue (RH). Les 
extrémités 5’ et 3’ noires sont les séquences de chevauchement de 10bp chacune (soit des 
zones de recombinaison homologue de 20bp pour une meilleure spécificité). Les extrémités 
5’ et 3’ marron sont des zones où un site de restriction unique (NotI) sera ajouté par PCR 
afin de procéder à la dernière étape de l’assemblage (8) par ligation (Lig). Les nombres 
encadrés servent de repère pour les figure suivantes (Figure X et Y). Les nombre en italique 
indique les longueurs respectives des fragments. 
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permet l’utilisation d’un seul promoteur pour une production égale des deux protéines 

chimérique.  

Afin de s’assurer que les protéines de fusions sont bien produites, une CFP est 

ajoutée en aval, séparée elle aussi, par une séquence P2A. En plus de son rôle de 

contrôle de production, la CFP permet la normalisation.  

Enfin les deux rapporteurs UAS-GFP et QUAS-RFP sont placés à la suite et en 

sens opposé afin d’empêcher les influences inter-promoteurs. Enfin des séquences 

terminatrices « SV40ter » permettent de faciliter la fin de la transcription et de stabiliser 

les ARNm  (Figure 44). 

Organisé comme présenté en figure 44, ce double système peut être placé dans 

différents plasmides d’expression pour différents modèles d’étude. Ces plasmides 

devront contenir un promoteur fort et ubiquiste à placer en amont des séquences des 

protéines chimériques. Par exemple, pour des cellules de mammifère un plasmide 

« pCMV » avec le promoteur du cytomégalovirus sera utilisé. Dans le cadre de 

mutagenèse dirigée en cellules de mammifères, le ciblage du locus Rosa26 par un 

plasmide pROSA26 pourrait être utile (Figure 47). Pour les drosophiles un plasmide 

« pAct5C » avec le promoteur de l’actine 5C pourra être utilisé.  

 

3.3. Construction du système 

La construction du plasmide a été réalisée par recombinaison homologue. Les 

parties homologues sont ajoutées par PCR. Les briques de base du système ont été 

amplifiées à partir de plasmides disponibles chez Addgene. La figure 45 montre le 

résultat des PCR avec de longues amorces nucléotidiques permettant l’ajout des 

zones de recombinaison homologue. Une fois vérifiés par digestion avec des enzymes 

de restriction, les amplicons ont été assemblés par recombinaison homologue et 

analysés sur gel d’agarose (figure 46). L’assemblage final (n°8 ; Figure 44) a été 

réalisé par digestion des extrémités par l’enzyme de restriction NotI suivie d’une 

ligation. La migration du produit de ligation montre la création d’un construit plus long 
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Figure  45 : Génération des fragments de la construction 

Migration sur gel d’agarose 1% des produits de PCR générés à partir de plasmides Addgene 
afin de procéder à un assemblage ultérieur. Les amorces et les paramètres PCR sont listés 
dans la figure X de la partie matériel et méthodes. Dans la partie basse du tableau sont 
présentes les tailles attendues des amplicons. 

Figure  46 : Réalisation des étape de l’assemblage 

Migration sur gel d’agarose 1% de l’assemblage des produits de PCR par recombinaison 
homologue (N°1-7). Les produits de recombinaisons homologues sont amplifiés par PCR et 
mis à migrer sur des gel d’agarose 1%. Les amorces et les paramètres PCR sont listé dans 
la figure X de la partie matériel et méthodes. Dans la manipulation N°8, les fragment sont 
assemblés après digestion préalable avec une enzyme de restriction puis ensuite soumis à 
une ligation. Dans la parties basse du tableau sont présentés les tailles attendues des 
assemblages.  

N°  1 2 3 5 4 7 6 8 
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et aux dimensions attendues. Afin de pouvoir le conserver et l’amplifier ultérieurement, 

le fragment a été intégré à un vecteur d’expression bactérien et l’ensemble a été utilisé 

pour transformer des souches Escherichia coli. Les PCR sur colonies indiquent que 

sur les 50 clones formés, un semble capable de produire le plasmide dans son 

intégralité. Cependant lors des tentatives d’amplification, aucune n’a permis l’isolation 

du fragment d’intérêt. 

 

Même si dans le cadre de cette thèse, le système n’a pu être mis en place in 

fine, la construction est établie et pourra être utilisée dans des expérimentations 

futures. Le système UAS-Gal4 et dans une moindre mesure pour l’instant, le système 

QUAS-QF sont très utilisés. La présence de systèmes rapporteurs diversifiés tels que 

ceux utilisant des luciférases ou des galactosidases/peroxydases en aval de séquence 

UAS/QUAS pourraient être envisagés pour des applications in vitro plus sensibles. 

 

3.4. Avantages et possibilités permises par le double système 

Un double système de crible compacté en un seul construit de 7 kb permet la 

génération de modèles animaux en une seule transgénèse. Un grand nombre de 

molécules agonistes ou antagonistes pourrait être donc testées sur modèle cellulaire. 

Ensuite, les molécules identifiées seraient testées in vivo en modèle de drosophile. 

Enfin, pour aborder un pré-criblage des molécules utilisables chez l’Homme, le modèle 

murin pourrait être utilisé. Ce plan de ciblage en trois parties possède l’avantage 

d’utiliser le même système entre les modèles, amenuisant les biais méthodologiques. 

De plus, l’écartement d’un grand nombre de molécules sélectionnées in vitro par le 

modèle in vivo de drosophile permettrait de tester un nombre très restreints de 

molécules en modèle murin afin de répondre aux exigences d’expérimentation animale 

(règle des 3R). 

La présence de contrôles internes au système permet de nombreuses 

vérifications. Les quantités de protéines chimériques produites sont quantifiables 
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Figure  47 : Possibilités permises par le double système de criblage réalisé 
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rapidement d’abord par un rapporteur d’expression (ici la CFP), puis par l’ajout de 

marqueur tels que les histidines (12xHis pour Gal4-LXRα) ou FLAG (pour LXRβ) pour 

des immunoprécipitations. De plus, l’expression des rapporteurs d’activité GFP (pour 

LXRα) et RFP (pour LXRβ) est visualisable par fluorescence mais aussi, peut être 

ciblée par la large gamme anticorps disponibles. 

Le construit a été arrangé de façon à pouvoir permettre de grandes modulations 

afin de l’adapter à différents modèles cellulaires ou animaux. D’abord, sa structure en 

un bloc permet un sous-clonage facile dans d’autres plasmides. Puis, le regroupement 

des trois rapporteurs de nature fluorescente (1 d’expression CFP ; deux d’activité GFP 

et RFP) en 3’ de la construction permettrait leur remplacement, en un bloc, par des 

rapporteurs d’autres natures tels que bioluminescent, biochimique… (Figure 47). Afin 

de pouvoir permettre une utilisation dans des modèles d’espèces différentes, les 

séquences ont subi une optimisation de leurs codons (codon-optimization) permettant 

une expression maximale pour chacun des modèles. De plus, les séquences 

terminatrices « SV40ter » et les séquences de clivage P2A sont connues pour 

fonctionner chez nos espèces d’intérêt (Liu et al. 2017; Pfeiffer, Truman, et Rubin 

2012). 

Grâce à cette malléabilité, dans un premier temps, un modèle cellulaire pourrait 

être développé. Lors de l’utilisation de gènes rapporteurs, les protéines fluorescentes 

sont souvent préférées car elles sont plus simples d’utilisation puisqu’elles ne 

nécessitent que l’excitation à une certaine longueur d’onde pour être visualisées. 

Cependant, les signaux fluorescents ont facilement tendance à saturer et ne montrent 

pas une grande sensibilité. A l’inverse, les luciférases sont beaucoup plus sensibles 

mais nécessitent un substrat chimique : la luciférine. Ainsi, en modèle cellulaire, 

lorsqu’il est facile d’ajouter un substrat au milieu de culture, cette technique est 

favorisée. Dans sa version classique, la luciférase « Firefly » est produite dans le 

cytoplasme cellulaire. Ce paramètre oblige une lyse cellulaire à chaque 

expérimentation et nécessite un grand nombre de cellules dans le cas d’étude 

cinétique. Il est aujourd’hui possible d’ajouter, en N-terminal, un court et puissant 

peptide d’excrétion à la luciférase (Güler-Gane et al. 2016). Ce type de peptides est 
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également déjà naturellement retrouvé dans les séquences de luciférases chez 

certaines espèces montrant des efficacités remarquables (Stern et al. 2007). Certains 

de ces peptides ont déjà été testés avec succès sur des luciférases. A chaque mesure, 

seul le milieu de culture peut être récupéré et analysé permettant des économies de 

temps, et d’argent.  

Dans le cadre du double système de criblage, plusieurs luciférases seraient 

nécessaires afin de remplacer les GFP, RFP et CFP. De nombreuses luciférase, 

stables et fonctionnant dans différents organismes et émettant à différentes longueurs 

d’ondes ont été découvertes. Une luciférase « verte » émettant à 540nm (Amaral, 

Prado, et Viviani 2012); la luciférase « rouge » émettant à 615 nm (Caysa et al. 2009) 

et la luciférase bleue émettant à 490nm (Trowell et al. 2016) pourraient être utilisées. 

L’utilisation de luciférases sécrétées dans le milieu de culture et émettant à des 

longueurs d’onde distinctes serait très intéressant dans l’établissement de lignées 

cellulaires stables pour le criblage de molécules affectant les LXRs. 

 

Dans le but de développer des modèles de criblage in vivo, la drosophile est un 

modèle intéressant. L’analyse de la modulation des LXRs dans tout l’organisme 

fournira des informations précieuses sur la biodisponibilité des ligands. Le modèle 

drosophile, régi par des règles éthiques moins strictes, permettra le test de 

nombreuses molécules. Ce modèle sera aussi particulièrement intéressant dans la 

recherche de ligands non seulement spécifique de chaque isoforme mais aussi avec 

un ciblage tissulaire. Comme discuté précédemment, les essais thérapeutiques des 

ligands des LXRs ont conduit à des effets néfastes aussi bien sur le foie que sur le 

système nerveux. Un meilleur ciblage tissulaire s’avérerait être un atout crucial pour le 

développement de molécules thérapeutiques. De plus, dans le sens où de nombreux 

EDCs sont découverts chaque jours, l’analyse in vivo de l’impact de certaines 

molécules pourrait être mis en parallèle avec des expositions humaines. 

La réussite de ce type de système ouvre la porte à la transposition de cet outil 

à d’autres récepteurs nucléaires. Par exemple, il est envisageable d’utiliser cet outil 
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afin d’étudier en simultané l’activité ligand-dépendante des deux isoformes des 

récepteurs aux estrogènes ERα et ERβ. Leurs rôles opposés dans la survenue de 

certain type de cancer hormono-dépendant (prostate, sein…) font d’eux de parfaits 

candidats à l’application de ce double système (Bousset et al. 2018) ; Annexe 1). 
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2. Annexe 2 
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3. Annexe 3 
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