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Résumé

Une caractéristique des cellules cancéreuses est la reprogrammation métabolique. En ce sens, |'acide
gras synthase (FAS, Fatty Acid Synthase), enzyme de biosynthése des acides gras, est plus active dans
les cellules cancéreuses. Récemment, il a été montré qu’au travers de 'augmentation du flux de la voie
des hexosamines (HBP, Hexosamine Biosynthetic Pathway) dont le produit final est I'UDP-GIcNAc, les
cellules cancéreuses élévent leurs niveaux de O-GlcNAcylation, une modification réversible des
protéines nucléocytoplasmiques et mitochondriales. Elle est régulée par deux enzymes antagonistes :
I'OGT (O-GIcNAc transférase), qui transfere le résidu GIcNAc a partir de 'UDP-GIcNAc sur le
groupement hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine des protéines cibles, et 'OGA (O-GIcNAcase)
qui I'hydrolyse. La synthése d’UDP-GIcNAc fait intervenir différents nutriments tels que le Glc (glucose)
et plus largement les monosaccharides, I'ensemble des acides aminés, la GIn (glutamine) en particulier,
les acides gras et 'UTP. Par conséquent, 'UDP-GIcNAc est un véritable senseur nutritionnel au
carrefour des différents métabolismes. Un déséquilibre alimentaire se traduit par des anomalies de O-
GlcNAcylation des protéines, certaines associées aux maladies neurodégénératives et
cardiovasculaires, au diabéte de type 2 ou aux cancers, en particulier ceux liés aux troubles

métaboliques.

Les travaux de I'équipe sur la lipogenése hépatique ont montré que la FAS est O-GIcNAcylée de
maniére nutrition dépendante. La O-GlcNAcylation de la FAS résulte en une réduction de sa
dégradation protéasomale et par conséquent en une augmentation de son expression et de son
activité. La FAS et I'OGT sont toutes deux plus exprimées dans les tissus tumoraux en comparaison aux
tissus sains et semblent étre impliquées de maniére active dans les mécanismes de tumorigenese.
Certains cancers dont le cancer hépatique sont intimement dépendants des conditions nutritionnelles,
un déséquilibre alimentaire ou une pathologie métabolique favorisant leur incidence. Selon
GLOBOCAN (in the world, 2020), le cancer hépatique représente le 6eme cancer par sa fréquence
(905.677 nouveaux cas/an) et est classé 3éme en termes de mortalité (830.180 décés/an), aprés le
cancer du poumon et le cancer colorectal. L'équipe a également montré une régulation réciproque
entre la O-GIcNAcylation et la voie mTOR. Ainsi, I'objectif de ma thése a été de mieux comprendre le
lien entre O-GlcNAcylation, voie mTOR (elle-méme dépendante de la nutrition) et expression de la FAS
au cours de la prolifération cellulaire, et de relier ces éléments a I'’émergence du cancer hépatique.
Nous proposons que la suractivation de I'axe mTOR/OGT/FAS dans un contexte de dérégulation

nutritionnelle soit un facteur lié a la cancérisation.
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Par diverses approches, nous avons montré que la FAS et I'OGT co-localisent majoritairement au
niveau cytoplasmique. Cette interaction se fait de maniére cycle cellulaire-dépendante tout en suivant
I’expression méme de la FAS. Nous montrons que I'expression de la FAS dépend de I'OGT lors de la
stimulation par le sérum. Le niveau de la FAS est également corrélé avec l'activation de la voie
PI3K/AKT/mTOR dans les cellules cancéreuses hépatiques, dans des foies de souris obéses et dans un

modele murin d’activation chronique de la voie mTOR.

Nos résultats indiquent que la FAS est sous le double contréle nutritionnel de I'OGT et de mTOR. En
retour, le blocage de la FAS réduit les niveaux d’OGT et de O-GIcNAcylation, ainsi que I’activation de

mTOR, mettant en évidence une régulation réciproque entre ces acteurs.

L’hyperactivité de la FAS et de la voie mTOR expliquerait comment en partie certaines pathologies
métaboliques telles que 'obésité et le diabete de type 2 soient un terreau propice a I'émergence
tumorale hépatique. Une meilleure sensibilisation a ces facteurs de risque permettrait de réduire et

de mieux prévenir ces types de cancer en constante augmentation dans nos sociétés.
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Abstract

One of the cancer hallmarks is metabolic reprogramming. In this sense, Fatty Acid Synthase (FAS), the
enzyme responsible for the biosynthesis of fatty acids, is more heavily active in cancer cells. More
recently, it has been shown that by increasing the flux of the hexosamine biosynthetic pathway (HBP)
which provides UDP-GIcNAc, cancer cells raise their levels of O-GlcNAcylation. O-GlcNAcylation is a
reversible modification of nucleocytoplasmic and mitochondrial proteins managed by two antagonistic
enzymes: OGT (O-GIcNAc transferase), that transfers the GIcNAc monosaccharide from UDP-GIcNAc to
serine and threonine residues of target proteins, and OGA (O-GlcNAcase) that removes it. The
synthesis of UDP-GIcNAc involves various metabolic precursors such as glucose and more generally
monosaccharides, all amino-acids with glutamine in particular, fatty acids and UTP. Therefore, UDP-
GIcNAc is a metabolic sensor at the crossroads of carbohydrates, fats, proteins and nucleotides
metabolisms. As a result, nutritional imbalance results in protein O-GIcNAcylation abnormalities, some
associated with neurodegenerative and cardiovascular diseases, type 2 diabetes, or cancer, especially

those related to metabolic disorders.

My team showed that FAS is O-GIcNAcylated in a nutrition-dependent manner. The O-GlcNAcylation
of FAS promotes its expression and its activity by preventing its proteasomal degradation. FAS and OGT
are more heavily expressed in tumors when compared to healthy tissues and both enzymes seem to
be involved in tumorigenesis. Certain cancers, including hepatic cancer, are closely dependent on
nutritional conditions, a dietary imbalance or metabolic pathology favoring their incidence. According
to GLOBOCAN (in the world, 2020), hepatic cancer is ranked 6™ in terms of frequency (905.677 new
cases per year) and 3™ in terms of mortality (830.180 deaths per year), behind lung and colorectal

cancers.

My team also showed a reciprocal regulation between O-GIcNAcylation and the PI3K/AKT/mTOR
pathway. Thus, the goal of my thesis was to better understand the link between O-GIcNAcylation,
MTOR pathway (itself intimately dependent on nutrition) and FAS expression during cell proliferation

and the relationship with the emergence of hepatic cancer.

We propose that the axis mTOR/OGT/FAS is a key-actor linked to cancerization in a nutrient

deregulated context.

By using biochemical and microscopy approaches, we showed that FAS co-localizes with OGT in the
cytoplasm and, to a lesser extent, in the membrane fraction. This interaction occurs in a cell cycle-
dependent manner, following the pattern of FAS expression. Moreover, we showed that FAS
expression depends on OGT upon serum stimulation. The level of FAS also correlates with the
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activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway in hepatic cell lines, and in livers of obese mice and in a
chronically activated insulin and mTOR signaling mouse model (PTEN-null mice). These results indicate
that FAS is under a dual control of O-GIcNAcylation and mTOR pathway. In turn, blocking FAS with the
small-molecule inhibitor C75 reduces both OGT and O-GlcNAcylation levels, and mTOR activation,

highlighting a reciprocal regulation between these actors

The exacerbation of the activity of FAS and mTOR signaling pathway could explain in part how certain
metabolic pathologies such as obesity and type 2 diabetes can promote the emergence of hepatic
tumors. Better awareness of these risk factors would reduce and better prevent these types of cancer

which are constantly increasing in our societies.
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Abréviations et nomenclature

3’UTR: 3’-untranslated transcribed region

4E-BP1: eukaryotic translation initiation factor

4E (elF4E)-binding protein 1
5'TOP: 5’terminal oligopyrimidine tract
5hmC: 5-hydroxyméthylCytosine
5mC: 5-méthylCytosine
A
AA: acides aminés

Acs-55-GIcNACc: 2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-
acetyl-2-deoxy-5-thio-a-D-glucopyranose

ACC: acétyl-CoA carboxylase

ACLY: ATP citrate lyase

ACP: acyl carrier protein

ACSL: long-chain-acyl-CoA synthase
ADN: acide désoxyribonucléique
AFP: alpha-feeto- protéine

AG: acide gras

AGCL: acide gras a longue chaine
AGI: acide gras insaturé

AGPAT: acylglycérol-3-phosphate
acyltransférase

AKT: protéine kinase B - sérine/thréonine
kinase

ALAT: alanine aminotransférase
AMP: adénosine monophosphate
AMPc: adénosine monophosphate cyclique

AMPK: AMP-activated protein kinase

APC/C: anaphase promoting
complex/cyclosome

APC: adenomatous polyposis coli
APP: amyloid precursor protein
AR: androgen receptor
ARNm: acide ribonucléique messager
AS160: AKT substrate of 160 kDa
ASH: alcoholic steatohepatitis
ATF4: activating transcription factor 4
ATG13: autophagy-related protein 13
ATM: ataxia telangiectasia mutated
ATP: adénosine triphosphate
AB: amyloides B

B

BADGP: benzyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-
galactopyranoside

BAP1: protéine 1 associée a BRCA
BCAA: branched-chain amino-acids
BCLC: Barcelona clinic liver cancer

bHLH/ZIP: basic helix-loop-helix/leucine
zipper

BRCA: breast cancer gene

BTAF1: B-TFIID TATA-Box binding protein
associated factor 1

BTB/POZ: bric-a-brac tramtra TCA broad
complex/pox viruses and zinc fingers

BZX: benzoxazolinone
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C

C/EBP B: CCAAT/enhancer-binding protein B

CAD: carbamoyl-phosphate synthetase 2,

aspartate transcarbamoylase, dihydro-orotase

CaMKII: calcium-/calmodulin-dependent
kinase Il

CAP2: adenylyl catalase-associated protein 2

CAR T: chimeric antigen receptor T

CAZy: carbohydrate active enzyme

C-cat: carboxy (C)-terminal-catalytic domain
Cdc25A: cell division cycle 25A

CDI: catalytic domain |

CDII: catalytic domain Il

CDK: cyclin-dependent kinase

CHC: carcinome hépatocellulaire

Chk1: checkpoint kinase 1

CHOP: C/EBP homologous protein
ChoRE: carbohydrate responsive element

ChREBP: carbohydrate responsive element
binding protein

CK: cycle de Krebs

CKI: cyclin-dependent kinase
c-Met: tyrosine-protein kinase Met
COPII: coat protein Il

COX: cytochrome c oxydase

CRTC2: CREB regulated transcription
coactivator 2

CSE: cellules souches embryonnaires
CTCs: cellules tumorales circulantes

CTD: C-terminal domain

ctDNA: circulating tumor DNA

CTLAA4: cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4

Cys: cystéine
D
DAG: diacylglycérol
DCP: des-y-carboxyprothrombin

DEP: dishevelled, Egl-10 and pleckstrin
domain

DEPTOR: DEP domain containing mTOR
interacting protein

DGAT: diacylglycérol O-acyltransférase
DGAT2: diacylglycérol O-acyltransférase 2
DH: déshydratase
DNL: de novo lipogenesis
DON: 6-diazo-5-oxo-L-norleucine
DT1: diabéte de type 1
DT2: diabéte de type 2
E

E2F1: E2F transcription factor 1

E3 B-TrCP1: B-transducin repeats-containing

protein 1

EC: enzyme commission

ECso: half maximal effective concentration
ECOG: eastern cooperative oncology group
EGF: epidermal growth factor

EGFR: epidermal growth factor-receptor
elF2a: eukaryotic initiation factor 2-alpha
elF4E: eukaryotic initiation factor 4E

ELOVL: elongation of very long chain fatty
acids

EMT: epithelial-mesenchymal transition
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EOGT: EGF-domain specific OGT
ER: énoyl réductase
ETA: embolisation transartérielle
ETC: electron transport chain

F
FAS: fatty acid synthase

FBXW?7: F-box and WD repeat domain-
containing 7

FH: fumarate hydratase
FoxO1: forkhead box protein O1
FRB: FKBP12-rapamycin binding domain
Fru-1,6-bisP: fructose-1,6-bisphosphate
Fru-6-P: fructose-6-phosphate
G
G1-pm: G1-post mitotique
G1-ps: G1-pré-S
G3P: glycérol-3-Phosphate
GALC: galactosylcéramidase
GEPIA: gene expression interactive analysis

GFAT: glutamine fructose-6-phosphate
amidotransférase

GFP: green fluorescent protein
GH84: glycoside hydrolase family 84
Glc: glucose

Glc-6-P: glucose-6-phosphate

Glc-6-PD: glucose-6-phosphate
déshydrogénase

GIcNACc-6-P: N-acétylglucosamine-6-
phosphate

GlcNAc PM: GIcNAc phosphomutase

GIcNH2: glucosamine

GIcNH2-6-P AcT: glucosamine-6-phosphate
acétyltransférase

GIcNH;-6-P: glucosamine-6-phosphate
Gln: glutamine
Glu: glutamate
GLUT: glucose transporter
GP73: protéine golgienne de 73 kDa
GPAT: glycérol-3-phosphate acyltransférase
GPC3: glypican-3
GPCR: G-protein coupled receptor
GS: glutamine synthase
GSK3p: glycogene synthase kinase 33
GT-B: glycosyl transférase de type B
GBL: G protein B subunit-like

H
HAT: histone acétyl-transférase
HbA1c: hémoglobine glyquée Alc
HBP: hexosamine biosynthetic pathway
HBV: hepatitis B virus
HCD: higher-energy collision dissociation
HCF-1: host cell factor-1
HCV: hepatitis C virus
HDAC: histones désacétylase

HER2: human epidermal growth factor
receptor 2

HexC: hexosaminidase C
HIF1la: hypoxia-inducible-factor-1 a
HK2: hexokinase 2

HNF4 a: facteur nucléaire 4 alpha
hépatocytaire

HOX: homeobox
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HSF1: heat shock factor 1
HSP: heat shock protein

|
I/R: ischémie/reperfusion

IC50: half-maximal inhibitory concentration

IHC: immunohistochimie
IHH: immortalized human hepatocyte
IKK: inhibitory kappa B kinase
IL6: interleukine 6
IMC: indice de masse corporelle
Insig: insulin-induced gene
Int-D: intervening domain
IRM: imagerie par résonnance magnétique
IRS: insulin receptor substrate
IkBa: inhibitory kB a
K
KAT: lysine acetyl-transférase
Kd: dissociation constant
KD: knockdown
KO: knockout
KR: keto-acylreductase
KS: Keto-acylsynthase
L

LC-MS/MS: liquid chromatography-mass
spectrometry/mass spectrometry

L-OGA: long-OGA

LPA: acide lysophosphatidique

LPS: lipopolysaccharides

LSD2: lysine-specific histone déméthylase 2

LXR: liver x receptor

LXRE: LXR responsive-element

M
MAPK: mitogen-activated protein kinase
MAT: malonyl/acétyltransférase
MCM: minichromosome maintenance
MDH: malate déshydrogénase
Mdm2: murine double minute-2
miARNs: microARNs
Min6: mouse-insulinoma-6

mLST8: mammalien lethal with SEC13 protein
8

MLX: max-like protein X
mOGT: mitochondrial OGT

mPTP: mitochondrial permeability transition
pore

MPTs: modifications post-traductionnelles
MSI: microsatellite instability

mSIN1: MAPKAP1) mitogen-activated protein
kinase-associated protein 1

MTHFD2: methylene tetrahydrofolate
dehydrogenase 2

mTOR: mammalian/mechanistic target of
rapamycin

mTORC1: mammalian/mechanistic target of
rapamycin complex 1

mTORC2: mammalian/mechanistic target of
rapamycin complex 2

MTP: microsomal triglyceride transfer protein
MTS: mitochondrial targeting sequence
MUC2: mucine 2

N

NADP: nicotinamide adénine dinucléotide-
phosphate
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NAGK: N-acétylglucosamine kinase

NASH: non-alcoholic steatohepatitis

N-Cat: amino (N)-terminal-catalytic domain
ncOGT: nucleocytoplasmic OGT

NEBD: nuclear envelope breackdown
NeuroD1: neurogenic differenciation 1
NFTs: neurofibrillary tangles

NIK: NF-kB-inducing kinase

NLS: nuclear localization signal

NO: oxyde nitrique

N-Ras: neuroblastoma Ras viral oncogene
homolog

NRF1: nuclear respiratory factor 1
o

OA: okadaic acid

OGA: O-B-D-N-acétylglucosaminidase ou O-
GlcNAcase

O-GlcNAcylation: O-B-N-Acétyl-
glucosaminylation

OGT: polypeptide O-B-D-N-
acétylglucosaminyl-transférase ou O-GIcNAc
transferase

OSMI: OGT small molecule inhibitor

P

p38MAPK: p38 mitogen-activated protein
kinase

p70S6K: ribosomal protein S6 kinase
PA: acide phosphatidique

PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1
PAP: phosphatase acide phosphatidique

PD-1: programmed cell death 1

PDK1: phosphoinositide-dependent kinase-1
PD-L1: programmed death-ligand 1

PDX1: pancreatic and duodenal homeobox 1
PEG: polyéthyléene glycol

PERK: PKR-like ER protein kinase

PFK1: phosphofructokinase-1

PFK2: phosphofructokinase-2

PFKFB3: 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-
2,6-bisphosphatase 3

PGC-1a: Peroxisome proliferator activator
receptor gamma coactivator 1-a

PGK1: phosphoglycérate kinase-1
pH: potential d’hydrogéne
PI3K: phosphatidylinositol 3 kinase

PIKK: phosphatidylinositol 3-kinase-related
kinase

PIP2: phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
PIP3: phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate
PK: pyruvate kinase

PKA: protéine kinase A

PKM2: pyruvate kinase M2

PLA: proximity ligation assay

PLB: phospholamban

PP1: protéine phosphatase 1

PP2A: protéine phosphatase 2A

PPAR: peroxisome proliferator-activated
receptor

PPO: PIP-binding activity of OGT
PPP: pentoses-phosphate pathway
PRAS40: proline-rich AKT substrate 40 KDa

pRb: protéine du rétinoblastome
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PRC2: complexe répresseur polycomb 2

pré-miARNs: miARNs précurseurs

pri-miARNs: miARNs primaires

PTEN: phosphatase and tensin homolog

PVS/T: proline-valine-sérine/thréonine
R

RAPTOR: regulatory-associated protein of
mTOR

RE: reticulum endoplasmique
Rheb: Ras homolog enriched in brain

RICTOR: RPTOR independent/rapamycin
insensitive companion of mTOR complex 2

ROS: reactive oxygen species
RSEM: RNA-Seq by expression maximization
RT-qPCR: real-time polymerase chain reaction
RXR: retinoid x receptor
S
S1P: site-1 protease
S2P: site-2 protease
SCAP: SREBP cleavage-activating protein
SCD: stéaroyl-CoA désaturase
SDH: succinate déshydrogénase
Ser: sérine

SERCA2a: sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca®* ATPase

SMPDA4: sphingomyéline phosphodiestérase 4
SNPs: single nucleotide polymorphisms
S-OGA: short-OGA

sOGT: short OGT

Sp1: specificity protein 1

SRE: serum responsive element

SREBP: sterol responsive element binding
protein

STATS5: signal transducer and activator of
transcription 5

STZ: streptozotocine

SUMO: small ubiquitin-related modifier
T

TAAs: tumor-associated antigens

TBP: TATA binding protein

TE: thioestérase

TET: ten-eleven-translocation

TG: triglycérides

Thr: thréonine

TIM-3: T-cell immunoglobulin and mucin
domain-3

TNF-a: tumor necrosis factor-a

TOR: the target of rapamycin

TP53: tumor protein p53

TPR: tetratricopeptide repeats

TSC1/2: tuberous sclerosis complex 1/2
V)

UDP: uridine diphosphate

UDP-GIcNAc PPase: UDP-N-acétylglucosamine
pyrophosphorylase

UDP-GIcNAc: UDP-N-acétylglucosamine

ULK1: unc-51-like autophagy-activating kinase
1

UPR: unfolded protein response
USF1: upstream stimulatory factor-1
USP2a: ubiquitin-specific protease-2a
UTP: uridine triphosphate

\
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Val: valine
VDAC: voltage-dependent anion channel
VLDL: very low density lipoproteins
W
WB: Western blot

X

Xbp1s: transcription factor spliced X-box
binding protein 1

XLID: x-linked intellectual disability
Xu-5-P: xylulose-5-phosphate

B-TrCP1: B-transducin repeats-containing
protein 1
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Généralités

Partie 1 : Métabolisme et devenir des acides gras dans la cellule

1. Lalipogenése

La lipogenése, voie de biosynthése de novo des AG (acides gras) a partir des glucides, est
principalement hépatique et adipocytaire. Néanmoins, en fonction de certaines conditions
physiologiques, d’autres organes prennent part a ce processus, c’est le cas des glandes mammaires en

période de lactation (Suburu et al., 2014).

La lipogenese est conditionnée par les apports nutritionnels notamment en glucose, principal
fournisseur en atomes de carbone au cours de la lipogenése (Hudgins et al., 1996). Le glucose est
métabolisé en pyruvate, produit final de la glycolyse, qui entre dans la mitochondrie pour étre activé
en acétyl-CoA. La navette citrate-pyruvate permet a l'acétyl-CoA d’étre exporté vers le cytosol,
compartiment de la lipogenéese. Une fois dans le cytosol, le citrate est clivé par ACLY (ATP (adénosine
triphosphate) citrate lyase) pour donner I'oxaloacétate et I'acétyl-CoA, précurseur de la lipogenése.
L’acétyl-CoA est carboxylé par ACC (acétyl-CoA carboxylase) pour former le malonyl-CoA. Le malonyl-
CoA et I'acétyl-CoA sont les deux substrats de I'acide gras synthase plus connue sous I'abréviation FAS

ou FAS pour Fatty Acid Synthase en anglais, la deuxiéme enzyme de la lipogenése derriere ACC.

La synthése des acides gras nécessite également un coenzyme réduit qui est le NADP (nicotinamide
adénine dinucléotide-phosphate) H,H* provenant de deux sources principales: la voie des pentoses
phosphates (PPP pour pentoses-phosphate pathway) et la décarboxylation du malate par I'enzyme
malique MDH (malate déshydrogénase ) au cours de la régénération de I'oxaloacétate par la navette

citrate-pyruvate (Fig. 1).

1.1. Elongation et désaturation des acides gras

Le palmitate (C16:0) est le premier AG saturé synthétisé de maniére endogéne par la FAS. Le

palmitate peut suivre deux destinées.

Le premier devenir du palmitate passe par la synthése d’acides gras saturés plus longs grace a
I'intervention d’élongases, enzymes d’élongation des AG a trés longues chaines ELOVL (elongation of
very long chain fatty acids) liées a la membrane du RE (reticulum endoplasmique). Six protéines de la
famille ELOVL sont identifiées chez les mammiféres et sont classées en deux groupes : les isoformes 1,
3 et 6 permettent I’élongation des acides gras saturés et monoinsaturés alors que les AG polyinsaturés

sont allongés par les isoformes 2, 4 et 5 (Jakobsson et al., 2006). L’élongation se fait par condensation
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successive de malonyl-CoA avec I'acyl-CoA puis par une réaction de réduction par le NADPH,H*. Le

premier AG saturé synthétisé a partir du palmitate est I'acide stéarique (C18 :0).

Le palmitate peut également poursuivre son métabolisme vers la synthése d’acides gras insaturés
grace aux SCD (stéaroyl-CoA désaturases), enzymes également liées a la membrane du RE. Deux
isoformes (SCD1 et SCD5) ont été identifiées chez I’homme alors qu’on en retrouve quatre chez la
souris (SCD1-SCD4). Une surexpression de SCD1 dans les cellules du cancer du sein a été montrée en
corrélation avec une augmentation de I'invasion et de la migration des cellules cancéreuses (Angelucci
et al., 2018). Dans la méme étude, les auteurs ont montré que le KD (knockdown) de SCD5 promeut la

mort par nécrose des cellules cancéreuses mammaires MCF-7.

1.2. Synthese des triglycérides

Dans la circulation, les AGI (acides gras insaturés) ou les AGCL (acide gras a longue chaine) sont
majoritairement liés a I'albumine. Plusieurs étapes sont impliquées dans leur assimilation. Ceci inclut
la dissociation des AG de I'albumine, leur transport au travers de la membrane des hépatocytes, leur
liaison aux protéines intracellulaires et leur estérification sous forme d’acyl-CoA grace a I’ACSL (long-
chain-acyl-CoA synthase). Les AG sont aussi une source principale de TG (triglycérides) (Donnelly et al.,
2005). Ainsi, les chaines d’acyl-CoA sont condensées au G3P (glycérol-3-phosphate) par GPAT (glycérol-
3-phosphate acyltransférase), enzyme mitochondriale et microsomale pour former le LPA (acide
lysophosphatidique) qui, aprés une seconde réaction d’acylation, génére le PA (acide phosphatidique).
Cette réaction est catalysée par AGPAT (acylglycérol-3-phosphate acyltransférase), enzyme également
liée a la membrane du RE. Le PA peut alors étre déphosphorylé par PAP (phosphatase acide
phosphatidique) pour former le DAG (diacylglycérol). Le DAG participe a la synthése des
phospholipides et des triglycérides. Cette derniére réaction est catalysée par DGAT (diacylglycérol O-

acyltransférase) (Alves-Bezerra and Cohen, 2017).

1.3. Sécrétion des VLDL

Les VLDL (very low density lipoproteins) sont des particules lipoprotéiques par lesquelles les acides
gras estérifiés sont exportés du foie vers les tissus périphériques comme le muscle squelettique en vue
de leur oxydation et le tissu adipeux ou ils constituent une forme de réserve énergétique. L'assemblage
des VLDL se fait dans le RE suivant deux étapes. Il débute par I'incorporation d’une petite quantité de
TG a une apolipoprotéine, apoB100, pour former une pré-particule VLDL. Cette étape est catalysée par
I’enzyme MTP (microsomal triglyceride transfer protein). La deuxiéme étape consiste en la fusion des
pré-particules de VLDL avec les particules riches en triglycérides. C’'est sous cette forme que les TG sont

exportés vers les tissus périphériques (Cohen and Fisher, 2013).
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Les AG et leurs dérivés activés acyl-CoA agissent non seulement comme substrats pour la synthese et
I’oxydation des lipides dans un contexte de mise en réserve énergétique, mais ils sont également
impliqués dans une large gamme de processus intracellulaires parmi lesquels la palmitoylation des
protéines, la biosynthese des membranes biologiques, la signalisation et la prolifération cellulaire

(Faergeman and Knudsen, 1997).

Dans le présent mémoire, je vais me focaliser sur le réle des AG dans la prolifération cellulaire par
I’étude du réle de la FAS, enzyme clé de biosynthése des acides gras, dans la prolifération cellulaire

hépatique.
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Figure 1 : Schéma général de la lipogeneése et roles physiologiques de la FAS. (A) La FAS est exprimée au niveau
transcriptionnel en réponse au glucose et a l'insuline qui activent respectivement les facteurs de transcription
ChREBP, SREBP et USF1. LXR-a contrdle également directement et indirectement (via SREBP) la transcription de
la FAS, alors que FoxO1 la réprime. L'entrée du glucose dans la cellule est facilitée par un transporteur de la
famille GLUT (glucose transporter). Apres phosphorylation en G6P, plusieurs voies s’offrent au glucose parmi
lesquelles la glycolyse et la voie des pentoses-phosphates. La glycolyse produit le pyruvate qui, au niveau de la
mitochondrie, donne I'acétyl-CoA puis le citrate. Le citrate est alors exporté vers le cytosol grace a la navette
citrate-pyruvate pour produire de nouveau l'acétyl-CoA, substrat de I'ACC qui a son tour forme le malonyl-CoA.
L’acétyl-CoA et le malonyl-CoA sont les deux substrats de la FAS qui pour fabriquer les acides gras nécessite
également le NADPH,H* (N.B. c’est la forme activée de I'acide palmitique en palmitoyl-CoA qui permet son
utilisation ultérieure, ceci vaut d’ailleurs pour tous les acides gras). Aprés désaturation et/ou élongation grace a
SCD et ELOVL respectivement, on obtient d'autres types d’acides gras, entre autres estérifiés par la GPAT en
triglycérides en vue de leur stockage. Une partie des acides gras synthétisés sert a la fabrication des composants
membranaires essentiels a la cellule notamment au cours de la division cellulaire qui in fine nécessite le
doublement de la surface membranaire. A ce propos, en fonction de la nature des acides gras produits, en
I'occurrence ici acides gras a chaines longues et saturées (en association avec le cholestérol), certaines zones de
la membrane limitent leur fluidité : il s’agit des radeaux lipidiques (lipides « rafts ») ou DRMs. L’acide palmitique
et d’autres acides gras modifient certaines protéines telles que Ras, Cav-1 et Wnt indispensables a leur adressage
final : il s’agit des réactions d’acylation faisant partie des lipidations (MPTs (modifications post-traductionnelles)
basées sur le greffage de structures lipidiques). Les acides gras peuvent également participer a la fabrication de
messagers secondaires tels que le PIP3. Ces dernieres fonctions participent a la transduction du signal et a la
signalisation cellulaire. (B) Hormis son réle dans la synthése des acides gras et le stockage de I'énergie, la FAS
participe a de multiples autres fonctions biologiques. (C) synthése des TG et empaquetage sous forme de VLDL.

2. Fatty Acid Synthase, FAS
2.1. Caractéristiques générales

La FAS (EC 2.3.1.85) est I’'enzyme qui catalyse la synthése des acides gras a partir des substrats acétyl-

CoA et malonyl-CoA et le cosubstrat NADPH,H* selon I'équation générale :

Acétyl-CoA + n Malonyl-CoA + 2n NADPH,H* —— H3C-(CH2-CH2)n-COOH + n+1 HScoA + n COz + n-1 H,0

Les acides gras ainsi formés comportent le plus souvent, mais pas exclusivement, un nombre pair de
carbones, I'acide palmitique (C16, soit n=7) étant le produit de longueur maximale fabriqué par la FAS.
Comme décrit ci-dessus, les acides gras plus longs sont générés par I'activité d’élongases ELOVL

résidentes du RE.

La FAS est une protéine cytoplasmique soluble ou associée en partie a la membrane plasmique et, plus
précisément, au niveau des lipides rafts via son interaction avec la cavéoline (Di Vizio et al., 2008).
Madigan et collaborateurs ont également localisé la FAS au noyau : le réle de la FAS nucléaire est
inconnu et d’ailleurs cette observation reste sujette a caution (Madigan et al., 2014). Bien qu’il soit
généralement admis que la FAS soit plus exprimée en particulier dans le foie, le tissu adipeux et la
glande mammaire en période de lactation (Jayakumar et al., 1995), c’est une enzyme ubiquitaire

exprimée dans quasiment tous les tissus a des niveaux tres variables (Fig. 2).

29



Gene expression for FASN (ENSG00000169710.8)

3.0

log1 O{TPM +1)

|
. s [ é..

"Ir'q /9@6"@ Gé"@ @é"@@@ Coly & & f‘ﬂr‘r‘ ("Trf’lf
L L TN G0 F"@;;f SR S Rk e
o a
«S‘,, é/,? Of/ éf,.;/ ”'}er%ef e O’?fo P f’é‘/’go’-?a}ﬁ\g, or’r,, 3 A Qe? r?o "-’3? 5’39 Cis‘ ED/*'? 4‘1@‘}2 iy 0 ,,J oy,
)O o (}f?r{/go? o,r'?“?'f?’,‘; ’7%@*’” @*‘s“"‘s‘,f’ °sc. 4"5"’ ‘*(w ('é ” 42)6‘@‘ 2
r 4‘ (8
Us s, &’g}”@ % & F@f}? 5, fr” O‘g& og@f%’a
sy, &09,3_ 84 e,,g 7 Sy, © S,
& RS 7 ,9 &) s U e
K g fg "7 oy 9%/ Dr et
& 7o / “ “n, O%,c y
=/ 7
% ’JQ{’Q 7,

Figure 2 : Distribution tissulaire de la FAS. Bien qu’il soit admis que la FAS soit plus abondante dans le tissu
adipeux, la glande mammaire ou le foie, I'enzyme est exprimée dans pratiquement tous les tissus de I'organisme.
Figure produite sur GTEx (GTEx Portal).

Chez les mammiféres, et les levures, la FAS est un tres long polypeptide (2.511 acides aminés chez
I'Homme) portant a lui seul I’'ensemble des activités catalytiques nécessaires a la fabrication des acides
gras (Fig. 3B) : il s’agit de la FAS de type |, un seul géne codant une protéine dotée de 7 activités
catalytiques. Chez les plantes, champignons, procaryotes et mitochondries, ces activités catalytiques
sont portées par des protéines individuelles agissant en complexe : on parle de FAS de type Il. Chez les
animaux, la FAS est uniquement active sous forme d’homodimeére (Stoops et al., 1979) associé en téte-
béche (Stoops and Wakil, 1981) ou en téte-téte comme décrit plus tard (Witkowski et al., 2004) (Fig.
3B). Chaque sous-unité de 273 kDa porte sept activités catalytiques travaillant de maniére séquentielle

et coordonnée.

On retrouve trois domaines catalytiques dans la partie N-terminale - B-cétoacylsynthase (KS pour keto-
acylsynthase en anglais), malonyl/acétyltransférase (MAT) et déshydratase (DH) - et trois autres
domaines catalytiques dans la partie C-terminale - énoylréductase (ER), B-cétoacylréductase (KR pour
Keto-acylreductase en anglais) et thioestérase (TE) - (Fig. 3A et 3C). En plus de ces activités catalytiques,
la partie C-terminale posséde également I’ACP (acyl carrier protein). La région centrale d’environ 650
résidus est appelée inter-domaine ou core region et ne porte pas d’activité catalytique (Asturias et al.,
2005). Néanmoins, il a été montré que ce domaine est crucial pour la dimérisation de la FAS (Chirala

and Wakil, 2004).
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La FAS est une enzyme allostérique activée par le Fru-1,6-bisP (fructose-1,6-bisphosphate) (Plate et al.,
1968). La purification de cette enzyme a partir d’hépatocytes de pigeon a montré qu’elle est inhibée
par son substrat, le malonyl-CoA, quand il est présent en exces (I'inhibition est observable a partir de
10 uM). Il a également été constaté que le Fru-1,6-bisP léve cette inhibition soit en concourant pour le
site de fixation du malonyl-CoA ou en occupant un autre site, favorisant une forme enzymatique

insensible a I'inhibition par le malonyl-CoA (Plate et al., 1968).

A
428 829 1870 2190 2505
1 406 815 969 1630 1850 2100 2114 2200 2505
KS MAT DH ER KR ACP TE
B C

Figure 3: Structure de la FAS. (A) Représentation schématique de la FAS. La FAS présente sept domaines
fonctionnels : KS, MAT et DH dans la partie Nt et ER, KR, ACP et TE dans la partie Ct. L’ACP présente I’AG en cours
d’élongation aux différentes activités catalytiques. (B) Modéles d’organisation en dimére de la FAS. Présentation
téte-téte (a gauche) et téte-béche (a droite) (C). Structure de la FAS adaptée de la modélisation de Kosi
Gramatikoff.

2.2. Les différents domaines de la FAS

Le mécanisme catalytique de la FAS est complexe et fait intervenir successivement les domaines
catalytiques MAT-KS-KR-DH-ER sur un nombre variable de cycles dont dépend la longueur de I'AG

généré. Une derniere activité, TE, libére I'’AG par hydrolyse (Fig. 4).

L’ACP ou protéine de transport du radical acyl est considérée comme un groupement prosthétique
géant qui joue un role important dans la biosynthése des AG. Il permet grace a son bras mobile 4’-
phosphopantétéine de fixer I’AG en cours de synthese et de le déplacer d’une activité enzymatique a

I"autre a la maniére d’une chaine de montage industrielle.

L'initiation de la synthése des AG se fait par le transfert d’'un groupement acétyl sur un groupement

SH périphérique de la FAS (au niveau de I'activité KS) catalysée par I'activité acétyltransférase. Cette
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réaction est suivie du transfert du groupement malonyl sur le groupement SH central porté par I’ACP
par |'activité malonyl transférase. L’activité KS catalyse ensuite la liaison carbone-carbone entre I'acétyl
et le malonyl sur le groupement SH périphérique en libérant un acide carboxylique sous forme d’une
molécule de CO; formant le groupement acéto-acétyl avec quatre carbones. S’ensuit alors I'activité KR
qui réduit la fonction cétone du groupement acéto-acétyl pour former un résidu hydroxyacyl. Les
hydrogenes sont apportés par le NADPH,H*, coenzyme impliqué dans de nombreuses réactions
anaboliques. Le résidu hydroxyacyl perd une molécule d’eau grace a l'activité déshydratase
permettant ainsi la formation d’une double liaison qui est réduite par I'activité énoylréductase en

présence du NADPH,H".

A ce niveau, on obtient un résidu acyl saturé fixé au groupement SH central. Pour étre allongé, il est
transféré provisoirement sur le groupement SH périphérique grace a l'activité acétyltransférase.
L'ensemble des réactions que nous venons de décrire sont de nouveau sollicitées de sorte a allonger
I'acyl de deux carbones supplémentaires a chaque tour de cycle. Au total, sept cycles peuvent se
succéder pour former un AG a seize carbones, soit I'acide palmitique (C16 :0) (Fig. 4). Enfin, le résidu
palmitoyl formé et fixé sur le groupement SH central est libéré par hydrolyse grace a I'activité
thioestérase. L’acide palmitique libre est ionisé en palmitate au pH (potentiel d’hydrogene)

intracellulaire. Il est a noter que I'AG produit est sous sa forme libre, il n’est pas associé au CoA.
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Figure 4 : Le cycle catalytique de la FAS. L’activité MAT catalyse la fixation de I'acétyl-CoA et du malonyl-CoA sur
les groupements SH de la FAS (SH central porté par le groupement phosphopantéthéine de I'ACP et SH
périphérique porté par une cystéine du domaine B-cétoacylsynthase de la FAS). L’acyl en cours de synthése est
alors allongé par I'activité KS, réduit par I'activité KR en utilisant le NADPH,H*, déshydraté par I’activité DH, réduit
une seconde fois par I'activité ER. L’acide palmitique est enfin libéré par I’activité TE. Chacune des activités de la
FAS est accompagnée de sa numérotation EC (enzyme commission).

2.3. Régulation de I'expression de la FAS

La plupart des enzymes impliquées dans la lipogenése, notamment la FAS, sont régulées au cours du
cycle jeGine/période postprandiale. Leur activité est faible durant le jeline et augmentée en réponse a

une prise alimentaire. La régulation de la FAS se fait a différents niveaux.

2.3.1.  Au niveau transcriptionnel

Le controle de I'expression de la FAS au niveau transcriptionnel est assuré essentiellement par
I'insuline et le glucose (Fig. 1). Ainsi, aprés un repas, plusieurs facteurs de transcription gouvernent
I’expression de la FAS. L'augmentation de la glycémie stimule la sécrétion d’insuline par les cellules 8
du pancréas qui active les facteurs de transcription USF1 (upstream-stimulatory factor-1 (Wang and
Sul, 1997) et SREBP-1c (sterol responsive element binding protein-1c) (Osborne, 2000). L’effet méme
du glucose est quant a lui relayé par le facteur de transcription ChREBP (carbohydrate responsive
element binding protein) qui induit I’expression des geénes de la lipogenése dont la FAS (Li et al., 2010).
LXR-a (liver X receptor-alpha), qui appartient a une famille de facteurs de transcription activés par les
oxystérols, participe également a I'expression de la FAS en se fixant spécifiquement sur un LXRE (LXR
responsive element) au niveau du promoteur du gene codant I'enzyme (Li et al., 2015). Au-dela de ce
mécanisme direct, LXR promeut indirectement I'expression de la FAS en activant SREBP qui en retour
active la FAS (Li et al., 2015). De méme, il est a noter que FoxO1 (forkhead box protein O1) réduit la

lipogenese en réprimant SREBP qui par conséquent n’active plus la FAS (He et al., 2020).

2.3.1.1. Sterol Responsive Element Binding Protein (SREBP)

SREBP constitue une famille de facteurs de transcription identifiés comme des régulateurs importants
de I’'homéostasie du cholestérol et des acides gras (Eberlé et al., 2004). Chez les mammiferes, il existe
trois isoformes de SREBP - SREBP-1a, SREBP-1c, et SREBP-2 - codés par deux génes : Srebf1 code SREBP-
la et SREBP-1c par un mécanisme d’épissage alternatif et Srebf2 code SREBP-2. SREBP-1a active la
synthése des acides gras et du cholestérol, tandis que SREBP-1c contréle uniquement la synthése des
acides gras. En revanche, SREBP-2 est principalement responsable de la synthése du cholestérol. Parmi
les trois isoformes, SREBP-1c est la plus abondante dans les tissus avec une lipogenese active tel que

le foie et les tissus adipeux (Osborne, 2000).
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2.3.1.1.1.  Processus de maturation de SREBP et sa régulation

SREBP est régulé au niveau transcriptionnel par I'insuline via un mécanisme impliquant le facteur de
transcription LXR (Schultz et al., 2000). Une étude a montré que la surexpression de LXRP augmente
I"activité du promoteur de SREBP dans les cellules épithéliales mammaires bovines, ce qui augmente

I’expression de ses génes cibles notamment FASN (Shi et al., 2017).

SREBP-1 et SREBP-2 sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs liés a la membrane du RE (fig.
5). La présence de cholestérol (ou oxystérols) promeut leur liaison a la protéine SCAP (SREBP cleavage-
activating protein) au niveau de la membrane du RE ainsi qu’a la protéine Insig (insulin-induced gene)
(Sun et al., 2007). Cette conformation retient le complexe SREBP-SCAP dans le RE en empéchant
I'interaction de SCAP avec les protéines des vésicules COPII (coat protein Il). En revanche, en absence
du cholestérol, la maturation de SREBP implique la dissociation du complexe SREBP/SCAP de la
protéine Insig et son association avec COPII, permettant ainsi le transport de SREBP du RE vers
I"appareil de golgi ou le précurseur inactif de SREBP est clivé par les protéases S1P (site-1 protease) et
S2P (site-2 protease). Le fragment Nt de SREBP est transloqué vers le noyau sous forme de dimere (Fig.
5). Une fois dans le noyau, SREBP se fixe sur les éléments de réponse SRE (serum responsive element)
des genes cibles (Espenshade, 2006; Shi et al., 2017). La fixation de SREBP sur le géne codant FASN en
réponse a l'insuline se fait sur la région -150 du promoteur. Une étude sur des souris transgéniques a
montré que cette fixation est dépendante du facteur de transcription USF1 qui se fixe quant a lui sur
la région -65 <E-box> du promoteur du géne codant la FAS. Ensemble, SREBP et USF1 forment deux
facteurs de transcription nécessaires pour I'activation de la FAS en réponse a l'insuline (Latasa et al.,

2003).

La maturation de SREBP-1c est un processus hautement régulé dans lequel I'insuline joue un role clé.
Plus particulierement, il a été montré que l'insuline favorise la déstabilisation des ARNm (acide
ribonucléique messager) de Insig induisant une réduction de son niveau protéique et favorisant le
transport du complexe SCAP-SREBP du RE vers le Golgi, compartiment dans lequel SREBP subit un
clivage protéolytique nécessaire a sa maturation (Yellaturu et al., 2009). Il a été montré que la voie
PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase)/AKT (protéine kinase B - sérine/thréonine kinase)/mTOR
(mammalian/mechanistic target of rapamycin) joue également un réle primordial dans la maturation
et I'activation de SREBP-1c. Une étude menée sur des rats transgéniques exprimant I’ADNc humain de
SREBP-1c a montré que la protéine kinase mTORC1 (mammalian/mechanistic target of rapamycin
complex 1) et sa protéine cible p70S6K (ribosomal protein S6 kinase) sont nécessaires au clivage

protéolytique de SREBP-1c en réponse a l'insuline (Owen et al., 2012).
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L'activation de SREBP ne se fait pas uniguement en réponse a l'insuline. Une étude sur des cellules
cancéreuses mammaires humaines a montré que dans des conditions d’hypoxie la protéine kinase AKT
phosphoryle SREBP et favorise son activité induisant I'expression de la FAS au niveau protéique et
transcriptionnel (Furuta et al., 2008). Enfin, une étude in vivo sur un modele d’hépatocarcinome a
montré que mTOR induit I'expression de SREBP par phosphorylation de STATS5 (signal transducer and
activator of transcription 5) qui en retour interagit avec SREBP et promeut sa translocation nucléaire

permettant I'activation de ses genes cibles incluant FASN (Li et al., 2019).

A jeun, SREBP est phosphorylé sur la Ser372 par AMPK (AMP-activated protein kinase) inhibant son
clivage protéolytique et sa maturation hépatocytaire (Li et al., 2011). Plus tard, il a été montré sur des
cellules cancéreuses mammaires que I'OGT, enzyme que je détaillerai dans la deuxieme partie, en
inactivant AMPK par O-GIcNAcylation active SREBP et par conséquent I'expression de ses génes cibles

dont celui codant FASN (Sodi et al., 2018).

Enfin, comme pour nombre de facteurs de transcription, SREBP a une durée de vie limitée. Le
processus de dégradation de SREBP passe par le protéasome. En effet, la stabilité de la forme nucléaire
mature de SREBP est contrblée par FBXW?7 (F-box and WD repeat domain-containing 7), sous-unité de
reconnaissance du substrat de SCFF®*W7 E3_ybiquitine ligase, fréquemment mutée ou délétée dans le
cancer. SCF®W7 E3_ybiquitine ligase permet la polyubiquitination de SREBP et sa dégradation
protéasomale (Welcker and Clurman, 2008). La liaison de FBXW?7 a SREBP nécessite la phosphorylation
préalable de SREBP par GSK3B (glycogene synthase 3B) sur les Thr426, Ser430 et Ser434. Puisque
GSK3pB est inactivée par phosphorylation par AKT, I'activation de cette derniere induit non seulement
la maturation de SREBP mais augmente également la stabilité de sa forme mature nucléaire, favorisant

I’'expression de ses geénes cibles (Bengoechea-Alonso and Ericsson, 2009).
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Figure 5 : Processus de maturation des facteurs de transcription SREBPs. SREBPs sont traduits en tant que
précurseurs (SREBPprec) dans la membrane du RE), ou ils se lient a la protéine d’activation du clivage SCAP. A
des niveaux faibles en cholestérol intracellulaires, le complexe SREBP SCAP se déplace vers le Golgi grace aux
vésicules COPII. Dans le Golgi, les protéases liées a la membrane S1P et S2P clivent I'extrémité Nt de SREBP
précurseur (SREBPprec) en SREBP mature (SREBPmat) qui pénetre dans le noyau sous forme de dimere et se lie
aux éléments de réponse SRE des promoteurs des génes cibles. Lorsque le cholestérol est abondant, SCAP se lie
a Insig ce qui retient SREBP dans le RE. La stabilité de SREBP nucléaire est contrbélée par la protéine FBXW7, qui
se lie a SREBP en réponse a sa phosphorylation par GSK3p (glycogene synthase 38), une cible négative de AKT.

2.3.1.2. Carbohydrate Responsive Element Binding Protein (ChREBP)

ChREBP, aussi connu sous les noms MLXIPL ou MONDOB, est un membre de la famille de facteurs de
transcription bHLH/ZIP (basic helix-loop-helix/leucine zipper) responsable de la transcription des
enzymes glycolytiques et lipogéniques en réponse a l'induction par les glucides. Il existe deux
isoformes de ChREBP, ChREBP-a et ChREBP-B codés par le méme géne MLXIPL mais sous le controle
de deux promoteurs alternatifs (lizuka et al., 2004). ChREBP contient plusieurs domaines incluant la

séquence NLS (nuclear localization signal), une séquence riche en prolines (proline-rich stretch PRO),
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un domaine bHLH/ZIP et un domaine ZIP-like. Il contient également trois sites consensus de

phosphorylation par PKA (protéine kinase A).

2.3.1.2.1. Régulation de ChREBP

ChREBP est exprimé dans le foie. Comme décrit plus haut, son activation est dépendante des
concentrations en glucose. Dans des conditions de concentrations faibles en glucose, ChREBP est
phosphorylé par PKA sur la Ser196 et la Thr666 de maniere AMPc (adénosine monophosphate cyclique)
dépendante ce qui bloque sa translocation nucléaire, son activité de liaison a I'ADN (acide
désoxyribonucléique) et par conséquent I'activation de ses génes cibles (Kabashima et al., 2003). Plus
précisément, une étude portée sur des hépatocytes primaires de rat a montré que ’AMP (adénosine
monophosphate) inhibe la translocation nucléaire de ChREBP via I’activation allostérique de son
interaction avec la protéine 14-3-3 permettant ainsi sa séquestration dans le cytosol (Sato et al., 2016).
En revanche, il a été montré qu’en réponse a un afflux de glucose, le Xu-5-P (xylulose-5-phosphate,
intermédiaire de la voie des pentoses phosphates) active indirectement ChREBP. Le Xu-5-P active la
phosphatase PP2A (protéine phosphatase 2A) qui en retour déphosphoryle ChREBP sur les sites S196
et Thr666 permettant sa translocation nucléaire par des interactions avec les importines a et § et sa
fixation sur ses éléments de réponse ChoRE (carbohydrate responsive element) (Kabashima et al.,

2003) (Fig. 6).

Des études postérieures ont montré que c’est le Glc-6-P (glucose-6-phosphate) qui régule I'activation

de ChREBP et non pas le Xu-5-P (Li et al., 2010; Dentin et al., 2012).

ChREBP interagit physiquement avec I'OGT et est O-GIcNAcylé dans les cellules hépatiques, induisant
sa translocation nucléaire et sa fixation sur les éléments de réponse de ses genes cibles (Guinez et al.,

2011a). De plus, I'acétylation de ChREBP sur la Lys672 favorise son activité (Bricambert et al., 2010).

Lors de son activation, ChREBP-a forme un hétérodimére avec la protéine MLX (max-like protein X)
pour se lier aux éléments de réponse ChoRE sur les promoteurs des genes cibles notamment ceuxi

codant la FAS et ChREBP-P (Song et al., 2018).
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Figure 6 : Activation du facteur de transcription ChREBP. Une faible concentration en glucose entraine
I'inactivation de ChREBP via sa phosphorylation par PKA, et sa séquestration cytosolique aprés formation d’un
complexe avec la protéine 14-3-3. En réponse a une élévation en glucose, ChREBP inactivé est partiellement
déphosphorylé par la phosphatase PP2A et activé par le Xu-5-P (xylulose 5-P), puis transloqué dans le noyau
grace aux importines a et B. Une fois dans le noyau, ChREBP est complétement déphosphorylé par PP2A, se lie a
ses éléments de réponse sous forme d’hétérodimere avec MLX et induit I'expression de ses genes cibles.

2.3.1.3. Liver X Receptor (LXR)

Les facteurs de transcription LXR appartiennent a une famille de récepteurs nucléaires régulant la
synthése des lipides et I’'homéostasie du cholestérol. Les LXR sont activés par les oxystérols (dérivés de
cholestérol) ou par des agonistes synthétiques. Ainsi, I'activation de LXR par I'agoniste synthétique
T09001317 (T09) dans les adipocytes humains augmente les ARNm codant la FAS et SCD1 (Darimont
et al.,, 2006). Aussi, I'activation des LXR chez des souris par administration orale de T09 induit
I’expression de SREBP ainsi que celle d’enzymes ipogéniques incluant la FAS (Schultz et al., 2000). La
délétion des LXR chez des souris ob/ob altére la lipogenése hépatique, et ce, par la diminution de

I’expression de SREBP et des enzymes lipogéniques (Beaven et al., 2013).

A ce jour, deux isoformes de LXR ont été identifiées : LXRa exprimée dans le foie, le tissu adipeux, les
intestins et les macrophages, et LXRB est quant-a lui ubiquitaire. Les LXR sont codés par deux genes
différents mais avec une forte homologie de séquences de 80% (Song et al., 2018). Bien que des études
soutiennent un rdle différent pour chaque isoforme, cette différence de rdle reste inconnue (Ishibashi

et al., 2013).
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En réponse a 'activation par les oxystérols ou les agonistes synthétiques, LXR forme un hétérodimere
avec RXR (retinoid x receptor) pour se lier ensemble aux LXRE induisant la transcription des enzymes
lipogéniques (Laurencikiene and Rydén, 2012). Comme mentionné plus haut, LXR régule I'expression
de SREBP, des études ayant identifié des LXRE dans le promoteur de SREBP-1c chez la chévre (Xu et al.,
2016), et la souris (Repa et al., 2000).

2.3.1.4. Remodelage de la chromatine

La structure de la chromatine est décisive dans I'expression génique sélective. En tant que protéine
structurale, les histones se lient a ’ADN pour former les nucléosomes, unité structurale de base de la
chromatine. Des MPTs (modifications post-traductionnelles) comprenant I’acétylation, la méthylation
et la phosphorylation sur I'extrémité N-terminale des histones activant ou réprimant la transcription
des genes. Une dérégulation dans la modification des histones est capable d’initier le cancer et de

contribuer a sa progression (Yi et al., 2015).

Il a été montré dans les cellules HepG2 et LO2 qu’en réponse a une élévation en glucose, ChREBP se lie
a son élément de réponse ChoRE pour induire I'expression de la FAS en favorisant la modification des
histones de la région promotrice (Cai et al., 2018). Ces modifications incluent une augmentation de
I'acétylation de H3 et H4, de la triméthylation de H3K4 et de la phosphorylation de H3S10, et, en
contrepartie, une hypo-triméthylation de H3K9 et H4K20. Ces modifications de MPTs corrélent avec
une augmentation des TG et des goutelettes lipidiques abondantes du tissu adipeux. Les auteurs
suggerent que ces modifications favoriseraient la stéatose hépatique non alcoolique. Dans la méme
étude, il a été montré que l'inhibition de I'acétylation des histones n’affecte pas I'expression de
ChREBP mais plut6t sa liaison au ChoRE et par conséquent diminue la lipogenése et I'accumulation des

lipides (Cai et al., 2018).

2.3.1.5. Régulation par les microARNs

Les miARNs (microARNs) sont des petits ARNs non codants impliqués dans la régulation post-
transcriptionnelle de I'expression des génes en se fixant sur I'extrémité 3’UTRs (3’-untranslated
transcribed region) de leur ARNm cible. lls sont transcrits par les ARN polymérases Il ou lll pour générer
des pri-miARNs (miARNs primaires) de plusieurs centaines de paires de bases de longueur. Avant d’étre
exportés hors du noyau par I'exportine-5, les pri-miARNs coiffés et polyadénylés, doivent étre clivés
par I’'enzyme Drosha pour former des pré-miARNs (miARNs précurseurs) de 60-70 nucléotides. Dans le
cytoplasme, les pré-miARNs sont clivés par une deuxieme enzyme (ARNase Ill) nommeée Dicer pour
former un duplex miARN/miARN. Un des deux brins sert de guide pour cibler ’ARNm afin de moduler

I’expression du géne cible et I'autre brin est dégradé (Z. Yang et al., 2015).
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De nombreuses cibles des miARNs sont des régulateurs du métabolisme lipidique suggérant
I'implication des miARNs dans le processus lipogénique. En effet, les membres de la famille des miR-
33, miR-33a et miR-33b, ciblent les régions introniques de SREBP-2 et SREBP-1 respectivement et
répriment leur expression et donc, indirectement, celle de la FAS (Najafi-Shoushtari et al., 2010). miR-

27a est un autre miARN bloquant directement I'expression de la FAS (Shirasaki et al., 2013).

Une étude portant sur un modele de sepsis chez la souris a montré que la surexpression des miR-335-
5p réprime la FAS et améliore I'autophagie par activation de la voie de signalisation AMPK/ULK1 (unc-
51-like autophagy-activating kinase 1) ce qui réduit la réponse inflammatoire dans ce modele (Gao et
al.,, 2018). Enfin, des observations sur des souris développant des lésions rénales diabétiques ont
montré que la surexpression des miR-544 atténue ces lésions en diminuant I'inflammation et ce par
I'inactivation de I'expression de la FAS (Sun et al., 2020). Ces résultats suggerent que les miRs ciblant

la FAS auraient un potentiel thérapeutique.

2.3.2.  Au niveau post-traductionnel

Comme nombre d’enzymes métaboliques, la régulation de la FAS par transcription ne permet pas de
répondre rapidement aux besoins immédiats contrairement aux MPTs. Plusieurs d’entre elles ont été
identifiées sur la FAS telles que la phosphorylation, la S-nitrosylation, I'ubiquitination, I'acétylation, la
SUMO (small ubiquitin-related modifier)-ylation et la O-GlcNAcylation. Certaines MPTs favorisent
I'activité de la FAS , c’est le cas de la O-GlcNAcylation et de la SUMOylation qui réduisent sa
susceptibilité a la dégradation protéasomale (Baldini et al., 2016; Floris et al., 2020), et de la S-
nitrosylation qui favorise sa dimérisation (Choi et al., 2016). En revanche, I'acétylation de la FAS

renforce sa polyubiquitination ce qui promeut sa dégradation protéasomale (Lin et al., 2016).

2.3.2.1. Phosphorylation de la FAS

La phosphorylation de la FAS dans le foie est corrélée a une diminution de son activité. Dans le foie de
pigeon a jeun, la FAS est phosphorylée et son activité diminuée (Qureshi et al., 1975). Au contraire, sa
déphosphorylation suite a la prise alimentaire augmente de 20 fois son activité. Dans la lignée
adipocytaire 3T3L1, en réponse a la nicotine, la phosphorylation de la FAS par AMPK bloque son activité
s’accompagnant d’une diminution de la lipogenése et d’'une augmentation de la lipolyse (An et al.,
2020). En revanche, la phosphorylation de la FAS ne répond pas uniquement au je(ine puisqu’une
étude sur des hépatocytes de souris et des cellules d’hépatocarcinome humain a montré qu’en
réponse a la prise alimentaire la FAS cytoplasmique est phosphorylée par mTOR sur les Thr1029 et
Thr1033 ce qui I'inactive (Jensen-Urstad et al., 2013). De plus, la phosphorylation de la FAS ne refléte

pas toujours son inhibition puisqu’une étude réalisée sur une lignée cancéreuse du sein a montré que

41



la FAS est tyrosine phosphorylée par HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) et que cette

phosphorylation augmente son activité, favorisant la progression tumorale (Jin et al., 2010).

2.3.2.2. S-nitrosylation de la FAS

La S-nitrosylation est une MPT réversible des protéines qui consiste en I'ajout d’'un NO (oxyde nitrique)
sur le groupement thiol d’une cystéine (Cys) des protéines cibles. La nitrosylation de la FAS sur les

Cys1471 et Cys2091 augmente son activité en favorisant sa dimérisation (Choi et al., 2016).

2.3.2.3. Ubiquitinylation de la FAS

L'ubiquitinylation (ou ubiquitination) est une modification post-traductionnelle des protéines par
fixation covalente d’une ou de plusieurs molécules d’ubiquitine sur une ou plusieurs lysines de la
protéine cible. Il a été montré que la FAS est polyubiquitinylée via son interaction avec la E3 ubiquitine

ligase TRIM21 ce qui promeut sa dégradation protéasomale (Lin et al., 2016).

2.3.2.4. Acétylation de la FAS

A l'instar de la phosphorylation et de la S-nitrosylation, I'acétylation est une modification réversible
des protéines pour laquelle le groupement acétyle est transféré sur une lysine. Bien que I'acétylation
soit principalement connue pour étre impliqguée dans la modification des histones, elle régule
également l'activité catalytique de certaines enzymes. A cet effet, une analyse par spectrométrie de
masse a permis d’identifier des résidus de lysine acétylés sur la FAS (Lundby et al., 2012). Une autre
étude a montré que l'acétylation de la FAS par la KAT (lysine acetyl-transférase ) 8 promeut sa
dégradation protéasomale, en favorisant sa polyubiquitinylation, bloquant par conséquent la

lipogenese et la progression tumorale (Lin et al., 2016).

2.3.2.5. SUMOylation de la FAS

Contrairement a 'acétylation et a I'ubiquitinylation qui favorisent la dégradation protéasomale, il a été
montré que la SUMOylation protége la FAS de cette dégradation dans les cellules cancéreuses
mammaires MCF7 (Floris et al., 2020). Les auteurs ont utilisé trois logiciels de prédiction différents et
ont relevé sept sites potentiels de SUMOylation de la FAS. Ces mémes auteurs ont identifié, in vitro,

que c’est SUMO2 qui modifie la FAS.

2.3.2.6. O-GIcNAcylation de la FAS

La O-GlcNAcylation, que je détaillerai dans la 2™ partie, est une modification réversible des protéines
nucléocytoplasmiques et mitochondriales. Elle consiste en I'ajout du résidu GIcNAc a partir de I"'UDP-
GIcNAc sur le groupement hydroxyle d’une sérine ou une thréonine des protéines cibles. Récemment,
les travaux de mon équipe sur la lipogenese hépatique ont montré que la FAS est O-GIcNAcylée de
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maniere nutrition-dépendante (Baldini et al., 2016). La O-GIcNAcylation de la FAS augmente son
expression en réduisant sa dégradation protéasomale. En effet, des niveaux de O-GIcNAcylation élevés
favorisent l'interaction entre la FAS et USP2a (ubiquitin-specific protease-2a), également appelée
isopeptidase (Baldini et al., 2016). USP2a est surexprimée dans le cancer de la prostate, interagit avec
et stabilise la FAS de la dégradation protéasomale augmentant son activité et favorisant la progression
tumorale (Graner et al., 2004). De maniere intéressante, il a récemment été montré que la FAS est
modifiée par O-GIlcNAcylation de maniére co-traductionnelle (Zhu et al., 2020). Trois sites de O-
GlcNAcylation de la FAS ont été rapportés dans la littérature, il s’agit des résidus Thr315, Thr980 et
Ser1534 (Wulff-Fuentes et al., 2021).

2.4, Les multiples rdles de la FAS
2.4.1. Rdles physiologiques

Le r6le de la FAS dans le stockage de I'énergie via la lipogenése (Fig. 1) est probablement le mieux
connu. Les acides gras produits sont condensés avec le glycérol pour former les TG secrétés sous forme
de VLDL par le foie vers les tissus périphériques comme le muscle squelettique pour leur oxydation, et

les tissus adipeux ou ils constituent une forme majeure de réserve énergétique.

Comme mentionné plus haut, la lipogenése a également lieu dans les glandes mammaires en période
de la lactation. A cet effet, il a été montré que la délétion de la FAS freine la maturation des glandes
mammaires en lactation et diminue considérablement la teneur en acides gras du lait (Suburu et al.,
2014). De maniere plus générale, la FAS est essentielle a la survie de I'organisme et est indispensable
au développement embryonnaire puisqu’ in vivo, le KO (knockout) du gene FASN induit la mort des
cellules embryonnaires avant méme l'implantation dans I'utérus (Chirala et al., 2003). Dans le cerveau,
la FAS joue un réle dans I'homéostasie énergétique et est essentielle au maintien du bon
développement et au controle du métabolisme lipidique dans les cellules souches neuronales.
L’expression d’'une FAS non fonctionnelle dans les cellules souches neuronales entraine des déficits
d’apprentissage et de mémoire chez I’'Homme et chez la souris (Chakravarthy et al., 2007; Bowers et
al., 2020). La FAS joue également un réle dans la prévention du stress du myocarde (Razani et al.,
2011). En effet, I'induction de la FAS dans le coeur stressé protége les cardiomyocytes du flux de
calcium pathologique (Razani et al., 2011). Dans le poumon feetal humain, la FAS est nécessaire a la
production de surfactants impliqués dans le bon fonctionnement des alvéoles pulmonaires (Wagle et
al., 1999). La FAS participe également a la biosynthése de composants membranaires nécessaires a la
division cellulaire et a la dynamique des microdomaines lipidiques (lipides rafts). Ces lipides rafts
assurent la localisation correcte des récepteurs, potentialisent I'activation des voies de signalisation

et, par conséquent, la prolifération cellulaire (Swinnen et al., 2003). Via la synthése du palmitoyl-CoA,
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la FAS est incontournable dans les réactions de modification covalente par acylation de protéines
impliquées dans la signalisation cellulaire. C’est le cas de la petite protéine G N-Ras (neuroblastoma
Ras viral oncogene homolog) (Castilla, 2020) et du facteur Wntl qui, une fois palmitoylé par la
Porcupine (une O-acyltransférase réticulaire), est sécrété avant de se fixer sur les cellules cibles grace
au récepteur Frizzled pour activer la voie Wnt/B-caténine (Fiorentino et al., 2008). La palmitoylation
joue aussi un role dans le maintien de la muqueuse intestinale en modifiant MUC2 (mucine 2), mucine
dominante dans le colon (Wei et al., 2012). Enfin, les acides gras contribuent a la production de seconds
messagers tels que le PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) et le LPA activateur de la voie
PI3K/AKT/mTOR (Faes and Dormond, 2015) et des GPCR (G-protein coupled receptor) (Y. Liu et al.,
2016) respectivement. Enfin, la FAS est un acteur clé du cycle cellulaire puisque I'inhibition de I'enzyme
provoque son arrét : de fait la prolifération cellulaire est intimement reliée a son activité catalytique
(Veigel et al., 2015). En retour, le facteur de transcription E2F1 (E2F transcription factor 1), dont le réle
dans le bon déroulement du cycle cellulaire est de premier plan (Fig. 37), contrdle le métabolisme
glucido-lipidique en activant I'expression de certains de ses génes cibles incluant FASN, ChREBP, ACC
et SCD1 (Denechaud et al., 2016). L’'ensemble des fonctions associées a la FAS sont résumées dans la

figure 1.

2.4.2. De la physiologie a la pathologie

Le géne codant la FAS est localisé sur le chromosome 17q25.3, une région liée a I'adiposité. Une
dérégulation de son expression est associée a I'obésité et ses complications métaboliques telles que
la résistance al'insuline et le diabete de type 2. Une étude chez des rongeurs a rapporté que l'inhibition
de la FAS induit une perte de poids profonde et une réduction de I'apport alimentaire, suggérant
gu’elle soit impliquée dans le processus d’obésité par la régulation du comportement alimentaire et
de I'homéostasie énergétique (Kumar et al., 2002). Chez la dinde, il a été montré que des
polymorphismes du géne FASN sont associés a une augmentation de la masse graisseuse (Sourdioux
et al., 1999). En outre, des études génétiques ont révélé une mutation faux-sens du géne hFASN
(substitution Val>lle sur le codon 1483) entrainant une diminution du pourcentage de graisse
corporelle chez les Indiens Pima non diabétiques (Kovacs et al., 2004) et chez des enfants caucasiens
(Kérner et al., 2007). Enfin, un travail portant sur un panel de 196 participants a montré une
augmentation significative des niveaux d’ARNm de la FAS dans le tissu viscéral en comparaison au tissu
adipeux sous-cutané et ce de maniere dépendante de I'obésité et du diabéte de type 2 des patients
(Berndt et al., 2007). Ainsi, I'inhibition de la FAS spécifiquement dans le tissu adipeux pourrait
représenter une approche thérapeutique dans la prévention et le traitement de I'obésité et de ses

complications.
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2.4.3. FAS et cancer

L'association de la FAS a la tumorigenese a été identifiée dans des cellules de carcinome de sein humain
en 1994 et décrite comme I'antigene OA-519 (Kuhajda et al., 1994). La surexpression de la FAS est
fortement associée a différents types de cancer dont le cancer du sein (Vazquez-Martin et al., 2008),
du célon (Rashid et al., 1997), de la prostate (Migita et al., 2009), de |'estomac (Kusakabe et al., 2002),
de I';esophage (Orita et al., 2010), du poumon (Visca et al., 2004), du pancréas (Walter et al., 2009),
de I'ovaire (Cai et al., 2015) et du foie (Hao et al., 2014), et dans le mélanome (Innocenzi et al., 2003).
De maniere plus générale, cette augmentation de la lipogenéese confere a la cellule cancéreuse des
avantages en termes de prolifération, survie, métastase et de résistance a la chimiothérapie. Dans la
plupart des tissus sains, la synthése des acides gras est ralentie, ces tissus se contentant des acides
gras provenant de I'alimentation pour satisfaire leurs besoins physiologiques. Par contre, une synthése
lipidique accrue est indispensable pour le processus de carcinogenése : des cellules de cancer du sein
synthétisent par exemple 95% de leurs acides gras de maniére endogéne bien qu’ayant accés comme
tout autre type cellulaire a une source de lipides alimentaires. Mais, la FAS n’est pas un oncogéne a
part entiere, sa seule surexpression ne transformant pas la cellule. Malgré tout, une délétion génétique
de celle-ci supprime I'effet carcinogéne des proto-oncogénes AKT et c-Met (tyrosine-protein kinase
Met), sans avoir par contre d’effet chez des souris exprimant conjointement la B-caténine et c-Met
(Che et al., 2017). Néanmoins, dans un modele de souris transgénique sur-exprimant la FAS au niveau
de la prostate, I’enzyme lipogénique montre des propriétés oncogéniques en favorisant une néoplasie
intra-épithéliale prostatique mais sans tumeurs invasives (Migita et al., 2009). Dans la méme étude,
les auteurs ont montré que l'injection de cellules épithéliales prostatiques immortalisées iPrEC
coexprimant la FAS et le récepteur AR (androgen receptor) induit un adénocarcinome invasif. Dans ce
modele de cancer, la FAS jouerait son réle oncogénique en prévenant la voie intrinseque de I'apoptose,
une approche de gene silencing sur diverses lignées cellulaires de cancer de la prostate indiquant que
la déplétion en la FAS induisait I'apoptose (Migita et al., 2009). Ces observations renforcent I’'hypotheése
selon laquelle plutét que de revétir a elle seule les propriétés d’'un oncogéne, la FAS jouerait un réle
déterminant dans la carcinogéneése par blocage des processus apoptotiques au-dela d’une production
accrue d’acides gras nécessaires a la prolifération cellulaire. De plus, il a été montré que des mutations
dans le domaine acyl transférase de la FAS par la stratégie CRISPR/Cas-9 induit une diminution de la
prolifération des cellules cancéreuses mammaires et réduit leur phénotype invasif (Gonzalez-Salinas

et al., 2020).

Le shift métabolique observé dans les cellules cancéreuses (effet Warburg) convient particulierement
a I'activité de la FAS . En effet, il est désormais admis que les cellules cancéreuses ont une addiction

pour le glucose plus forte que leurs analogues « normaux ». L'utilisation accrue de sucre et sa
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métabolisation en mode glycolytique produit en quantité de I'acétyl-CoA via le pyruvate issu de la
glycolyse et du NADPH,H* (voie des pentoses-phosphates et navette citrate-pyruvate) (Fig. 1) cofacteur
indispensable aux réactions de réductions réalisées par les activités KR et ER de la FAS (Fig. 1). Les
cellules tumorales tirent-elles avantage de ce shift métabolique pour accélérer la synthese d’acides
gras nécessaires a la production des constituants membranaires, précieux a toute cellule en division,

et aux lipidations indispensables a la signalisation cellulaire (Fig. 1).

2.4.3.1. Dérégulation de la FAS dans le cancer

Si la régulation de I'activité physiologique de la FAS se fait a plusieurs niveaux, comme décrit plus haut,
sa régulation dans le cancer est encore plus complexe et est influencée par plusieurs facteurs micro
environnementaux de la tumeur. Dans ce paragraphe, je vais essayer de résumer les différents

mécanismes connus pour étre impliqués dans la surexpression de la FAS dans le cancer.

2.4.3.1.1. Parles voies de signalisation

L'expression de la FAS est régulée par les facteurs de croissance-récepteurs tels que ERBB-2, appelé
aussi HER2 (human epidermal growth factor receptor-2), et ERBB-1, également connu sous le nom
d’EGFR (epidermal growth factor receptor) ou HER1 (human epidermal growth factor receptor-1).
Deux voies de signalisation majeures sont activées par ces récepteurs : la voie PI3K/AKT et la voie
MAPK (mitogen-activated protein kinase). Ces deux voies de signalisation permettent I’activation
transcriptionnelle de la FAS. En effet, I'inhibition de PTEN (phosphatase and tensin homolog) in vitro
favorise I'expression de la FAS du fait de I'activation incontrolée d’AKT ainsi que la croissance des
cellules cancéreuses de la prostate (Bandyopadhyay et al., 2005). Dans la méme étude, les auteurs ont
montré que le blocage de I'expression de la FAS par la stratégie de siRNA et la voie PI3K avec I'inhibiteur
LY294002 induit I'apoptose des cellules tumorales de la prostate. De méme, le traitement de cellules
tumorales osseuses avec un inhibiteur de MAPK diminue le niveau d’expression de la FAS et réduit la

prolifération cellulaire (Jiang et al., 2017).

Les voies de signalisation AKT et MAPK régulent I'expression de la FAS en modulant I'expression de
SREBP-1c. Le proto-oncogéne FBI-1 (Pokemon/ZBTB7A, un facteur de transcription de la famille
BTB/POZ (bric-a-brac tramtrack broad complex/pox viruses and zinc fingers ) interagit directement
avec SREBP-1c via son domaine de liaison a I’ADN pour activer la transcription de la FAS en se liant sur

la boite GC proximale et la région SRE/E du promoteur de la FAS (Choi et al., 2008) (Fig. 7).

2.4.3.1.2. Par modifications post-traductionnelles

Les MPTs concourent également a la dérégulation de la FAS dans le cancer. Comme décrit

précédemment, la déubiquitinase pré-protéasomale USP2a est surexprimée dans le cancer de la
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prostate et jouerait un réle essentiel dans la survie des cellules cancéreuses prostatiques en stabilisant
la FAS (Graner et al., 2004) (Fig. 7). USP2a interagit avec la FAS lui évitant la dégradation protéasomale
en la libérant des résidus d’ubiquitine. L’inactivation d’USP2a diminue les niveaux de la FAS et accroit
I"apoptose. Autre exemple, la phosphorylation de la FAS par ERBB2 dans les cellules de cancer du sein

augmente son activité ce qui favorise la progression tumorale (Jin et al., 2010).

La régulation de la FAS au niveau post-traductionnel peut étre indirecte. La phosphorylation de SREBP
par AKT induit I'expression de la FAS et promeut la prolifération de cellules cancéreuses mammaires
en conditions d’hypoxie (Furuta et al., 2008). De plus, mTOR induit I'expression de la FAS en

phosphorylant STATS qui, en retour, interagit avec SREBP pour I'activer (Li et al., 2019).

2.4.3.1.3. Parle microenvironnement tumoral

Le microenvironnement de la tumeur joue un réle important dans I'expression de la FAS dans le
contexte du cancer (Fig. 7). Les tumeurs solides sont caractérisées par un microenvironnement
physiopathologique unique tel que I'hypoxie, un pH acide et une privation en nutriments. Ce
microenvironnement hostile active plusieurs voies de signalisation intracellulaires qui favorisent la
progression tumorale. L’hypoxie induit I'expression de la FAS dans les cellules cancéreuses mammaires
humaines, par I'induction du facteur de transcription SREBP via sa phosphorylation par AKT suivie de
I'activation de HIF1la (hypoxia-inducible-factor-1 a). La surexpression de la FAS dans des conditions
hypoxiques favorise la croissance des cellules cancéreuses et la progression tumorale (Furuta et al.,
2008). De plus, une étude de transfection transitoire d’'un fragment du promoteur de la FAS de 178 pb
incluant le site de fixation de SREBP a montré que I'acidose extracellulaire induit I'expression de la FAS
dans les cellules cancéreuses du sein (Menendez et al., 2005). Enfin, Oliveras-Ferrarose et
collaborateurs ont constaté que le niveau extracellulaire de la FAS dépend de I’état métabolique de la
cellule, ol AMPK, en réponse a I'augmentation du ratio AMP/ATP, conduit a la libération de la FAS
extracellulaire ce qui constituerait un mécanisme de restauration de I'état énergétique des cellules du

cancer du sein (Oliveras-Ferraros et al., 2009).

2.4.3.1.4. Polymorphisme de FASN

La surexpression de la FAS dans le cancer est également liée a son polymorphisme. Grace a des
analyses immunohistochimiques, Shah et collaborateurs ont observé un gain du nombre de copies du
gene FASN dans 24% d’échantillons d’adénocarcinome de la prostate avec une augmentation
simultanée de son niveau protéique (Shah et al., 2006). Des SNPs (single nucleotide polymorphisms)
ont été identifiés dans le géne FASN chez des patients atteints de cancer de la prostate : il en résulte

une surexpression de I'enzyme associée a une augmentation de I'lMC (indice de masse corporelle) et
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a un mauvais pronostic (Nguyen et al., 2010). La FAS serait de fait un médiateur reliant obésité et
progression tumorale. Une autre étude a montré que la surexpression de La FAS dans le cancer
colorectal est associée a des MSI (microsatellite instability), I'obésité étant un facteur de risque dans

cette pathologie (Ogino et al., 2007).

2.4.3.2. FAS comme cible thérapeutique

La FAS est une cible potentielle et attractive pour le traitement du cancer. Comme décrit plus haut,
elle est surexprimée dans plusieurs types de cancer et elle est liée a un mauvais pronostic. Des
expériences de KD par la stratégie de siRNA ont montré que plusieurs lignées cellulaires cancéreuses
dépendent de la FAS pour proliférer et survivre. A ce jour, plusieurs composés inhibiteurs de la FAS ont
été identifiés. Ceux-ci incluent TVB-3166, TVB-2640, GSK2194069, C93, FAS31, C247, C75, cérulénine,
orlistat, triclosan et certains polyphénols naturels. En raison de leurs effets secondaires, seul le TVB-
2640—premier inhibiteur oral, sélectif et réversible de la FAS — est en essai de phase clinique chez des
patients cancéreux. En revanche, les résultats préliminaires du premier essai chez I’lhomme ont montré
des toxicités cutanées réversibles (desquamation et érythrodysesthésie palmo-plantaire) et
ophtalmologiques (cedeme cornéen, kératite et iritis) (Dean et al., 2016). Cependant, I'administration
du TVB-2640 en association avec le paclitaxel donne une bonne réponse chez des patients atteints de
carcinome séreux péritonéal ainsi qu’une meilleure stabilité de la maladie chez des patientes atteintes

du cancer du sein (Arkenau et al., 2015).

2.4.3.3. Mécanisme d’action de la FAS dans le cancer

La FAS joue donc un role important dans la prolifération et la survie tumorale. Son inhibition entraine
la mort des cellules cancéreuses par de multiples mécanismes, y compris I'altération de la synthese
des membranes, de la modification des protéines et I'interaction avec d’autres voies de signalisation
oncogéniques. En effet, le blocage de I'activité enzymatique de la FAS perturbe la distribution des
radeaux lipidiques (lipides rafts) au niveau de la membrane plasmique et modifie la localisation des
protéines qui y sont associées telles que N-Ras. L'inhibition de la FAS induit également une
augmentation du malonyl-CoA avec une diminution concomitante des phospholipides et du palmitate.
En plus de perturber la synthése des lipides membranaires, I'inhibition de la FAS peut affecter la
modification des protéines par palmitoylation. En ce sens, Fiorentino et collaborateurs ont constaté
une corrélation entre la surexpression de la FAS et la palmitoylation de WNT-1 avec pour conséquence
la stabilisation de la B-caténine in vitro, in vivo et sur 862 patients atteints de cancer de la prostate
(Fiorentino et al., 2008). La palmitoylation de WNT-1 est essentielle pour sa liaison au récepteur et
I'activation de la voie de signalisation WNT/B-caténine impliquée dans la prolifération et la survie

tumorale. La perturbation de cette voie par inhibition de la FAS in vitro altére I'expression des protéines
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de survie tumorale telle que c-Myc (Ventura et al., 2015). De nombreux complexes de transduction du
signal sont associés aux lipides rafts. La perturbation de ces derniers ainsi que des protéines quiy sont
associées par l'inhibition de la FAS peut impacter la transduction du signal. Par exemple, I'inhibition de
la FAS par TVB-3166 dans des lignées cancéreuses réduit I'activation des voies de signalisation
PI3K/AKT/mTOR et WNT/B-caténine. Par conséquent, de nombreux génes en aval de ces voies de
signalisation, impliqués dans la prolifération cellulaire, le métabolisme et I'apoptose sont également

régulés a la hausse ou a la baisse (Ventura et al., 2015).

Autre point, la FAS semble étre impliquée dans la résistance aux chimiothérapies. Liu et collaborateurs
ont par exemple constaté que la surexpression de la FAS dans les cellules de cancer mammaire MCF7
et MDA-MB-468 induit leur résistance aux drogues anticancéreuses par diminution de 'apoptose
induite par le traitement et par une production accrue du palmitate. L’inhibition de la FAS par l'orlistat
a par contre sensibilisé ces cellules au traitement anticancéreux (Liu et al., 2008). Ce phénomeéne de
résistance aux médicaments induit par la surexpression de la FAS peut donc étre exploité en
thérapeutique, en utilisant des inhibiteurs de la FAS seuls ou en combinaison avec d’autres agents
chimiothérapeutiques. Par exemple, le blocage de la FAS peut induire une chimiosensibilisation
synergique des cellules cancéreuses du sein avec des agents interférents avec |la
polymérisation/dépolymérisation des microtubules tels que le docétaxel, paclitaxel et vinorelbine. La
cérulénine et le 5-fluorouracile présentent un effet synergique améliorant I'efficacité du traitement
aux antimétabolites dans les cellules cancéreuses du sein. Enfin, le blocage pharmacologique de la FAS
inverse |'autorésistance au trastuzumab en inhibant de maniere transcriptionnelle la surexpression de

HER2 dans les cellules cancéreuses mammaires (Vazquez-Martin et al., 2007).
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Figure 7 : Régulation de la FAS et implication dans le processus tumoral. Les facteurs de croissance et les
hormones stéroidiennes jouent un role important dans la surexpression de la FAS notamment dans le contexte
tumoral. Le stress induit par le microenvironnement tumoral est également impliqué dans la surexpression de la
FAS et, par conséquence, dans la lipogenese élevée dans le cancer. Cette élévation est également influencée par
I’'amplification génique de la FAS ainsi que par une diminution de la dégradation de la FAS au niveau post-
traductionnel. La FAS catalyse la synthése du palmitate a partir d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA. Le palmitate est
ensuite converti en d’autres acides gras/lipides complexes essentiels pour la synthése des membranes, la
fonction et la modification des protéines, ainsi qu’a la localisation correcte des récepteurs et I'activation des
voies de signalisation. L’ensemble de ces fonctions fait que la FAS joue un réle déterminant sur la prolifération,
la croissance et la survie tumorale.

Le réle physiologique et pathologique de la FAS a été décrit dans un article de revue (en page 187)

Sadia Raab et Tony Lefebvre (2021). L’acide gras synthase, une enzyme multi-FAS-ettes. Soumis a

Meédecine/Sciences.
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Partie 2 : La O-B-N-Acétyl-glucosaminylation (O-GlcNAcylation)
1. Caractéristiques générales

La O-GlcNAcylation, découverte en 1984 (Torres and Hart, 1984) au cours d’une étude qui visait a
cartographier la distribution des résidus de N-Acétylglucosamine a la surface de lymphocytes, est une
MPT réversible des protéines cytoplasmiques, nucléaires et mitochondriales. Zhu et collaborateurs ont
montré que certaines protéines pouvaient également étre modifiées de maniére co-traductionnelle
par O-GIcNAcylation (Y. Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2020). La O-GlcNAcylation correspond a I'ajout d’un
résidu de N-acétylglucosamine en anomérie B sur le groupement hydroxyle d’'une sérine ou d’une
thréonine des protéines cibles a partir de 5’-diphospho-N-acétylglucosamine ou UDP-GIcNAc (UDP-N-
acétylglucosamine) (Hart et al., 2007). A la différence de certains autres types de glycosylation (N-
glycosylation, C-mannosylation par exemple), il n’existe pas de séquence consensus stricte pour la O-
GlcNAcylation. Néanmoins, la présence de séquences de type PVS/T (proline-valine-sérine/thréonine)

est favorable a cette glycosylation (Vosseller et al., 2006).

La O-GlcNAcylation peut entrer en compétition avec la phosphorylation sur les mémes résidus ou sur
des résidus adjacents (Wang et al., 2008). Contrairement a la phosphorylation qui est régulée par une
pléthore de kinases et de phosphatases, la O-GlcNAcylation est régulée par un unique couple
d’enzymes antagonistes: 'OGT (polypeptide B-D-N-acétylglucosaminyl-transférase ou O-GIcNAc
transférase), qui transfére le résidu GIcNAc a partir de son substrat donneur, 'UDP-GIcNAc sur les

protéines cibles, et I'OGA (B-D-N-acétylglucosaminidase ou O-GlcNAcase) qui I’hydrolyse (Fig. 8).

La O-GIcNAcylation est une MPT trés conservée. Elle est retrouvée chez les mammiferes - souris (Torres
and Hart, 1984), lapin (Haltiwanger et al., 1990), rat (Haltiwanger et al., 1992) et Homme (Holt et al.,
1987) -, les amphibiens notamment le xénope (Slawson et al., 2002), les insectes (Kelly and Hart, 1989),
les invertébrés (Caenorhabditis elegans) (Hanover et al., 2005) et les végétaux (Arabidopsis thaliana)
(Swain et al., 2001) bien que ceci reste sujet a discussion. Elle a également été retrouvée chez certains
parasites (Dieckmann-Schuppert et al., 1993; Aquino-Gil et al., 2018; Torres-Gutiérrez et al., 2019),
champignons filamenteux (Woosley et al., 2006), bactéries (Listeria monocytogenes) chez qui elle

modifie le flagelle (Schirm et al., 2004) et virus (Greis et al., 1994).

La O-GlcNAcylation n'a pour le moment pas été identifiée chez la levure. Cependant, Halim et
collaborateurs ont mis en évidence la O-mannosylation nucléocytoplasmique et mitochondriale chez
Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe (Halim et al., 2015). De maniére
intéressante, les auteurs ont identifié 160 protéines O-Mannosylées qui comprennent des facteurs de

transcription, des nucléoporines, des histones et des kinases, qui sont des protéines O-GIcNAcylées
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et/ou phosphorylées chez les eucaryotes supérieurs. De fait, les auteurs suggérent alors que la O-

mannosylation serait I'équivalent de la O-GIcNAcylation chez la levure (Halim et al., 2015).

La O-GIcNAcylation est une MPT apparue tres tot au cours de I'évolution. Elle joue un réle majeur dans
toute une pléthore de mécanismes biologiques fondamentaux (Fig. 18). De maniere plus générale, elle
est essentielle au développement embryonnaire des mammiferes puisque le KO du gene la codant
entraine la mort des CSE (cellules souches embryonnaires) et des embryons murins (Shafi et al., 2000).
De méme, le KO inductible de I'OGT provoque la mort de I'embryon murin 4 a 5 jours apres son

implantation (O’Donnell et al., 2004).
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Figure 8: La O-GIcNAcylation est une modification dynamique des protéines nucléocytoplasmiques et
mitochondriales qui correspond a I'ajout du résidu GIcNAc sur les protéines cibles. Elle est contrélée par un
couple unique d’enzymes : I'OGT et I'OGA.
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2. Lavoie de biosynthése des hexosamines (HBP, hexosamine biosynthetic
pathway)

Le substrat de I'OGT est I'UDP-GIcNAc. Ce nucléotide sucre est synthétisé par la voie de biosynthese

des hexosamines qui fait intervenir différents précurseurs métaboliques tels que le glucose (on

considéere que 2 a 3 % du glucose entrant dans la cellule emprunte cette voie (Marshall et al., 1991), la

glutamine, I'acétyl-CoA et I'UTP (uridine triphosphate). Par conséquent, I’'UDP-GIcNAc est un véritable

senseur nutritionnel au carrefour de nombreuses voies métaboliques faisant appel aux acides aminés

glucogéniques et cétogéniques, glucides simples et complexes, acides gras et structures nucléotidiques

(Fig. 9). De ce fait, un déséquilibre nutritionnel se traduit par des anomalies de O-GlcNAcylation des

protéines, certaines associées aux maladies neurodégénératives, aux désordres cardiovasculaires, au

diabete de type 2 ou au cancer. C'est ce que je vais détailler plus loin. En effet, au vu du nombre et de

la diversité des protéines modifiées, la O-GIcNAcylation est impliquée dans différents processus

physiologiques a tous les niveaux de régulation de la vie cellulaire.
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Figure 9 : Voie de biosynthése des hexosamines. 2 a 3 % du glucose (Glc) entrant dans la cellule sont métabolisés
dans la voie de biosynthése des hexosamines. La GFAT (glutamine fructose-6-phosphate amidotransférase)
catalyse le transfert irréversible du groupement amine de I'acide aminé glutamine (GlIn) sur le Fru-6-P (fructose-
6-phosphate) et son isomérisation en glucosamine-6-phosphate (GIcNH2-6-P). L'acétyl-CoA fournit le
groupement acétyl pour former la N-acétylglucosamine-6-phosphate (GIcNAc-6-P) grace a la glucosamine-6-
phosphate acétyl transférase (GIcNH2-6-P AcT). Enfin, I'(UDP-GIcNAc PPase) UDP-N-acétylglucosamine
pyrophosphorylase permet la synthése de I'UDP-GIcNAc a partir du nucléotide pyrimidique UTP. L'OGT catalyse
la réaction de transfert du résidu GIcNAc a partir de I'UDP-GIcNAc sur les résidus Ser et Thr des protéines cibles
et 'OGA hydrolyse ce résidu. Une voie de sauvetage de la GIcNAc faisant intervenir la NAGK (N-acétylglucosamine
kinase) catalyse la phosphorylation de la GIcNAc, libérée par I'OGA, en GIcNAc-6-P qui rejoint la voie des
hexosamines.

La voie des hexosamines est régulée par I'apport nutritionnel via les différents métabolismes cités ci-
dessus. Une élévation des niveaux de O-GIcNAcylation est observée en réponse a I'augmentation des
concentrations de glucose extracellulaire in vitro (Taylor et al., 2008) et in vivo dans divers tissus (Liu
et al., 2000). Dans des conditions riches en glucose, 'OGA, via son association a une activité HAT,
permet I'acétylation de PKM2 ce qui promeut sa O-GlcNAcylation, inhibant son activité catalytique et
favorisant la glycolyse aérobie et la croissance tumorale (Singh et al., 2020). D’autres études ont
montré que, méme a faible concentration, la glucosamine —(GIcNH;) qui contourne I'étape limitante
catalysée par la GFAT de la voie des hexosamines - augmente considérablement la O-GIcNAcylation
(Taylor et al., 2008; Taylor et al., 2009). Aussi, la culture des cellules humaines du cancer du col de
I'utérus Hela et du cancer de la prostate PC-3 dans des concentrations croissantes en glutamine (0
mM a 8 mM) induit une augmentation des niveaux d’UDP-GIcNAc (2.5 fois) ou de protéines O-
GlcNAcylées (2 fois) respectivement (Abdel Rahman et al., 2013). Cet effet de glutamine sur I'élévation
des niveaux d’UDP-GIcNAc a également été retrouvé dans les lymphocytes T actives (Swamy et al.,
2016). Autre chose, I'UDP-GIcNAc est également généré par la voie de sauvetage de la GIcNAc faisant
intervenir la NAGK. La GIcNAc étant le composant majeur des glycoprotéines, glycolipides et des
protéoglycanes, est ainsi recyclée par la dégradation lysosomale de ces oligosaccharides (Weihofen et
al., 2006). L'effet positif de la supplémentation en GIcNAc sur le niveau intracellulaire d’'UDP-GIcNAc a
été observé dans différents modeles cellulaires telles que les cellules hépatocytaires de souris AML12
(Ryczko et al., 2016) et in vivo chez des souris C57BL/6 jeunes (Ryczko et al., 2016). Enfin, il a été montré
dans des modeles de rat I'augmentation des niveaux d’'UDP-GIcNAc dans le muscle squelettique suite
a une perfusion directe d’acides gras libre (Hawkins et al., 1997). La méme étude montre que les
myotubes stimulés par le palmitate répondent avec une augmentation d’UDP-GIcNAc de 1,3 fois. De
méme, les niveaux d’UDP-GIcNAc sont renforcés par les acides gras saturés C16 et C18 (Hawkins et al.,
1997), soutenant d’avantage I'idée selon laquelle le flux HBP est un déterminant majeur des niveaux
de O-GIcNAcylation. Par conséquent, la O-GIcNAcylation est considérée comme un senseur

nutritionnel. En revanche, d’aprés la littérature, le lien entre la disponibilité nutritionnelle et la O-
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GlcNAcylation n’est pas une simple corrélation positive. Par exemple, la privation en glucose induit
I'activation et le recrutement de la protéine kinase p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase)
au niveau du domaine C-terminal de I'OGT, le neurofilament NF-H est alors recruté vers 'OGT et O-
GlcNAcylé, augmentant sa solubilité (Cheung and Hart, 2008). Autre exemple, au cours du jeGne, HCF-
1 fonctionne comme une protéine adaptatrice qui guide I'OGT vers PGC-1a (peroxisome proliferator
activator receptor gamma coactivator-1 alpha) qui est de fait O-GIcNAcylé et stabilisé : certains génes
cibles impliqués dans la néoglucogenése sont exprimés (Ruan et al., 2012) (Fig. 10). Ces résultats
suggerent que les niveaux de O-GlcNAcylation varient en fonction des besoins métaboliques de la
cellule et non pas simplement par une lecture directe du flux HBP. Cette idée est renforcée par une
étude récente qui montre que les niveaux de O-GIcNAcylation dans le cceur, le foie et le cerveau de rat

au cours du développement postnatal ne sont pas liés a I'apport alimentaire (Dupas et al., 2021).

Il a été observé dans certaines études, 'augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation dans des
conditions de privation nutritionnelle (Taylor et al., 2008). Cette augmentation n’est pas liée aux flux
HBP puisque les niveaux d’UDP-GIcNAc sont réduits dans ces conditions (Taylor et al., 2009). En
revanche, les niveaux d’expression du géne de I'OGT sont plus élevés. En effet, 'accumulation des
protéines mal conformées due au stress nutritionnel augmente I'affinité de I'OGT pour ses substrats
ce qui augmente les niveaux de O-GlcNAcylation. Ainsi, la disponibilité nutritionnelle régule les niveaux
de O-GlcNAcylation non seulement en déterminant le flux d’UDP-GIcNAc mais aussi en modulant les
niveaux d’OGT et d’OGA, et de leurs protéines adaptatrices et substrats (Taylor et al., 2008; Taylor et
al., 2009).

La voie HBP est également modulée par I'activité de son enzyme limitante GFAT caren plus de catalyser
une réaction irréversible, I'UDP-GIcNAc lui applique un rétrocontréle-négatif, limitant sa concentration
dans la cellule (Traxinger and Marshall, 1991). Ainsi, la GFAT est régulée en fonction des signaux

nutritionnels.
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Figure 10 : Régulation de I'OGT en fonction des conditions nutritionnelles. En fonction des conditions
nutritionnelles (privation en glucose, jeline ou condition riche en glucose), I'OGT est recrutée vers divers
substrats via une protéine adaptatrice spécifique, se traduisant par des activités biologiques différentes.

3. Les enzymes de la O-GIcNAcylation

Les enzymes responsables du cycle O-GlcNAcylation/dé-O-GlcNAcylation sont I'OGT et I'OGA (Fig. 8).

3.1. OGT (EC 2.4.1.255)
3.1.1. Découverte et localisation subcellulaire

Des études initiales de pulse chase portant sur des cellules BRL (Buffalo rat liver) ont démontré que
guelques minutes apres sa biosynthese la protéine p62 était modifiée par un groupement GIcNAc par
une voie de glycosylation différente de celle responsable des N- et O-glycosylations alors connues
(Davis and Blobel, 1987). Suite a cette observation au début des années 1990, Haltiwanger et
collaborateurs, ont proposé et confirmé la présence d'une glycosyltransférase responsable d’une telle
activité enzymatique (Haltiwanger et al., 1990; Haltiwanger et al., 1992). Ces études ont conduit au
clonage d'une UDP-N-acétylglucosaminyl transférase, appelée depuis OGT. Par la suite, d'autres

études ont révélé que I'OGT est I'enzyme unique qui ajoute le groupement GIcNAc sur des résidus Ser
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et Thr des protéines cibles (Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997) (Fig. 9). L'OGT est hautement
conservée chez les métazoaires, de Caenorhabditis elegans et Arabidopsis a 'homme (Jacobsen et al.,
1996; Kreppel et al., 1997). Bien qu’ubiquitaire, I'OGT est plus fortement exprimée dans le pancréas,
le cerveau, le cceur et le muscle squelettique (Lubas et al., 1997; Okuyama and Marshall, 2004). Comme
pour la glycosylation qu'elle contréle, I'OGT est localisée dans le noyau et le cytoplasme, avec une
prédominance nucléaire néanmoins. Des études ont montré que I'OGT peut étre transloquée du noyau
vers le cytoplasme et la membrane suite a la stimulation au sérum (Yang et al., 2008; Whelan et al.,

2008; Perez-Cervera et al., 2013).

3.1.2. Dugénea la protéine

Le poisson-zebre est le seul vertébré chez qui I'OGT est codée par deux genes (OGTA et OGTB) suite a
une duplication génique (Webster et al., 2009). Chez I'Homme, I'OGT est codée par un seul gene, hOGT,
de 43 kb environ, localisé au locus q13.1 du chromosome X et composé de 22 exons et 21 introns (Shafi
et al., 2000; Nolte and Mller, 2002) (Fig. 11A et B). Ce géne subit un épissage alternatif générant trois
isoformes d'OGT partageant la méme partie Ct et différant par le nombre de TPR (tetratricopeptide
repeats), éléments structuraux de 34 acides aminés, en N-terminal (Fig. 11C et D). Ces TPR sont reliés
a la partie Ct portant |'activité catalytique, par une région intermédiaire appelée hélice de transition

H3.

Il existe deux isoformes nucléocytoplasmiques de I'OGT : une forme courte (short OGT, sOGT) de 78
kDa) et une forme longue (nucleocytoplasmic OGT, ncOGT) de 110 kDa. Il existe également une
isoforme mitochondriale (mitochondrial OGT, mOGT) de 103 kDa. Comme précisé ci-dessus, ces
isoformes différent essentiellement par leur extrémité N-terminale et notamment par le nombre de
motifs TPR, soit 13.5 pour la ncOGT, 9 pour la mOGT et 2.5 pour la sOGT (Fig. 11C). La ncOGT posséde
une séquence NLS de trois acides aminés DFP (**!Asp-Phe-Pro*3) lui permettant d’interagir avec
I'importine a5 (Seo et al., 2016). La mOGT possede, quant a elle, une séquence d'adressage a la
mitochondrie MTS (mitochondrial targeting sequence) en N-terminal et en amont du domaine TPR
(Trapannone et al., 2016) (Fig. 11C). Cette séquence permet la localisation de 'OGT au niveau de la
membrane interne mitochondriale et, par conséquent, de glycosyler certaines protéines de la chaine
respiratoire. Néanmoins, il a été montré que la mOGT n'est exprimée que chez certains primates, et
gu'en son absence, la ncOGT est suffisante pour O-GlcNAcyler les protéines mitochondriales
(Trapannone et al., 2016). Concernant la sOGT, elle est tres peu étudiée, rarement détectée et son
activité glycosyltransférase n'est toujours pas clairement établie (Dehennaut et al., 2008). De ce fait,

je ferai référence a la ncOGT (OGT) pour la suite de mon mémoire.
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Le domaine TPR forme une superhélice siege des interactions protéine-protéine indispensables a la
modification des substrats. Ce domaine faciliterait également les interactions avec des protéines

accessoires jouant un role dans la sélectivité du substrat.

Récemment, il a été décrit une série de résidus d'asparagine conservés et impliqués dans la
reconnaissance du substrat par l'intermédiaire de liaisons hydrogénes établies avec leur chaine latérale
(Levine et al., 2018). Ce domaine est également impliqué dans la multimérisation de I'OGT. En effet,
I'OGT se dispose principalement sous la forme d'un homotrimére de trois sous-unités de 110 kDa dans
la majorité des tissus. Une forme hétérotrimérique constituée de deux sous-unités de 110 kDa et d'une
sous-unité de 78 kDa semble étre présente dans plusieurs tissus, y compris le foie, les muscles et les

reins (Kreppel and Hart, 1999).

La région Ct de I'OGT porte l'activité catalytique et contient plusieurs domaines (Fig. 11C et D): le
domaine N-Cat (amino (N)-terminal-catalytic domain) ou domaine catalytique | (CDI, catalytic domain
I) portant l'activité catalytique, le C-cat (carboxy (C)-terminal-catalytic domain) ou domaine catalytique
Il (CDII, catalytic domain Il) portant l'activité lectin-like de liaison a I'UDP-GIcNAc, un domaine
intermédiaire (intervening domain, Int-D) de 120 acides aminés qui sépare les deux domaines
catalytiques et ne possédant pas de fonction connue a ce jour (Lazarus et al., 2011). Enfin, le domaine
PPO (PIP-binding activity of OGT) interagit avec les groupements phosphate du PIP3, ce qui permet son
recrutement a la membrane en réponse a l'insuline (Yang et al., 2008). L'OGT est une GT-B (glycosyl
transférase de type B) puisque les domaines N-Cat (ou CDI) et C-Cat (ou CDII) possédent des replis de
type Rossmann (avec une topologie feuillet B-hélice a-feuillet B) typiques des membres de la
superfamille GT-B. Le domaine N-Cat se distingue par le fait qu’il contient deux hélices supplémentaires

H1 et H2 qui forment une partie essentielle du site actif (Lazarus et al., 2011).

Une O-GIcNAc transférase atypique, la EOGT (EGF (epidermal growth factor)-domain specific OGT), a
été mise en évidence chez la drosophile (Sakaidani et al., 2011) puis chez les mammiféres (souris,
sanglier Sus scrofa et Homme) (Shaheen et al., 2013; Nagnan-Le Meillour et al., 2014; Sawaguchi et al.,
2017). La EOGT réside dans le RE et est structuralement non liée a I'OGT. Bien que la EOGT utilise I'UDP-
GIcNAc, elle modifie les protéines membranaires et secrétées contenant un domaine EGF-like et
contribue aux interactions cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire (Sakaidani et al., 2011). La
O-GlcNAcylation extracellulaire est également impliquée dans divers processus biologiques
notamment I'angiogeneése, en O-GlcNAcylant le récepteur Notch (Sawaguchi et al., 2017), et I'olfaction

(Nagnan-Le Meillour et al., 2014).
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A. Localisation du géne de 'OGT humaine (GeneCards.org)
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B. Représentation du géne de 'OGT humaine (Ensembl.org)
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D. Modéle structural de 'OGT humaine

Figure 11: Géne, structure et isoformes de ’OGT humaine. (A) Le geéne OGT est localisé sur le chromosome X en
position g13.1. Schéma issu de GeneCards. B. Le géne de |'OGT est constitué de 22 exons et de 21 introns. Schéma
issu de Ensembl.org. C. L'OGT possede trois isoformes : ncOGT, mOGT et sOGT. D. L'OGT est constituée d'un
domaine TPR N-terminal d'interaction protéine-protéine et de deux domaines C-terminaux catalytiques séparés
par un domaine Int-D. Figure extraite de (Lazarus et al., 2011).

3.1.3. Activité enzymatique

L'OGT est une glycosyltransférase soluble de la famille 41 dans la base de données CAZy (carbohydrate
active enzyme). C'est une glycosyltransférase de type Leloir puisqu'elle utilise 'UDP-GIcNAc comme
substrat. Elle agit selon un mécanisme séquentiel bi-bi ordonné dans lequel I'UDP-GIcNAc se lie d'abord
a I'OGT, suivi du substrat polypeptidique (Fig. 12A). Apres la formation du complexe ternaire (Fig. 12B),
le résidu de N-Acétylglucosamine est transféré sur le carbone anomérique avec inversion de
configuration pour former une liaison B-glycosidique. Enfin, la protéine O-GIcNAcylée se dissocie de

I'OGT suivi de I'UDP.

Contrairement aux GT-A qui utilisent un ion métallique pour activer le départ de 'UDP, I'OGT est
indépendante des ions métalliques. Le mécanisme catalytique fait intervenir des liaisons hydrogénes
entre le B-phosphate de I'UDP et les résidus His920, Thr921 et Thr922 de I'OGT (Lazarus et al., 2012).
Le résidu lysine 842 est également essentiel a I'activité catalytique de I'OGT puisque il est impliqué

dans le départ de 'UDP (Lazarus et al., 2011; Janetzko and Walker, 2014).

59



L'activité de I'OGT et les niveaux de O-GlcNAcylation sont directement influencés par le niveau d'UDP-
GIcNAc disponible dans la cellule. L'OGT est tres affine pour I'UDP-GIcNAc avec un Km calculé de 545
nM (Haltiwanger et al., 1990), ce qui lui confére un avantage vis-a-vis des glycosyltransférases du RE

et de I'appareil de Golgi avec lesquels elle est en compétition pour I'UDP-GIcNAc (Kreppel and Hart,

1999).
A B
UDP-GIcNAC Peptide Protéine O-GIcNAcylée UDP
‘ Peptide N e
UDP 4 7%,
5 GlcNAc
OGT-UDP- OGT-UDP-GIcNAc-  OGT-UDP-GIcNAc-  oGT.uDP
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Figure 12 : (A) Mécanisme catalytique de I'OGT. Figure adaptée de (Lazarus et al., 2012). Représentation
schématique du mécanisme bi-bi ordonné de I'OGT. L'OGT fixe d'abord I'UDP-GIcNAc dans son site catalytique
puis le substrat au niveau de son domaine TPR. Le groupement N-acétylglucosamine est ensuite transféré sur la
protéine cible avec formation d'une liaison B-glycosidique. La protéine O-GIcNAcylée et I'UDP sont ensuite
libérés. (B) Site actif de I'OGT. Figure extraite de (Lazarus et al., 2012). Représentation de la structure cristalline
du complexe ternaire OGT-UDP-Peptide. Le peptide est représenté en jaune, I'UDP est en cyan et le résidu GIcNAc
est représenté en magenta. Les extrémités Nt et Ct sont également indiquées.

3.1.4. Activité protéolytique

En plus de son activité glycosyltransférase, il a été montré que I'OGT présente une activité
endopeptidase impliquée dans le clivage protéolytique et la maturation du régulateur mitotique HCF-
1 (host cell factor-1). Des études de pulse-chase suggerent que ce clivage se produit dans le noyau et,
dans une moindre mesure, le cytoplasme (Capotosti et al., 2011). D'autres études ont montré que HCF-
1 interagit stablement et est modifié par I'OGT suggérant l'implication de I'OGT dans ce clivage. En
combinant des outils structurels et biochimiques, les auteurs ont confirmé que I'OGT catalyse
effectivement le clivage de HCF-1 et ont montré que I'UDP-GIcNAc est nécessaire pour ce clivage,
tandis que "'UDP-5SGIcNAc I'inhibe. Ce clivage génére deux fragments HCF-1N et HCF-1C impliqués
dans la sortie de la phase M et la progression en phase G1 du cycle cellulaire (Julien and Herr, 2003).
La protéolyse a lieu dans une séquence de reconnaissance appelée HCF-1pro (pour protéolyse)
constituée de 6 répétitions d'une séquence de 26 acides aminés, plus particulierement entre les
résidus Cys9 et Glul0 de la séquence Cys-Glu-Thr (CET) qui marque le site de clivage se trouvant a

proximité du site de O-GIcNAcylation (Lazarus et al., 2013) (Fig. 13).
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Figure 13 : Clivage protéolytique de HCF-1 par I'OGT. (A) Figure extraite de (Lazarus et al., 2013). Site de clivage
protéolytique de HCF-1 (HCF-1rro). Les résidus conservés sont en jaune, le glutamate (Glu) E10 essentiel pour le
clivage est représenté en rouge. HCF-1pro est subdivisée en régions de clivage et régions riches en thréonines. (B)
Figure adaptée de (Lazarus et al., 2013). Le clivage de HCF-1 par I'OGT entre les résidus Cys et Glu génére deux
fragments HCF-1N et HCF-1C. L'OGT O-GlcNAcyle également HCF-1 sur plusieurs sites, principalement situés dans
le segment HCF-1N.

3.1.5.  Régulation post-traductionnelle

Plusieurs MPTs ont été identifiées sur I'OGT comprenant la O-GIcNAcylation, la phosphorylation,

I'ubiquitination et la S-nitrosylation.

Il a été montré que I'OGT est O-GIcNAcylée au niveau de ses domaines TPR et C-terminal. Tout d'abord,
Kreppel et Hart ont suggéré la présence d’au moins un site de O-GlcNAcylation au niveau de la région
Ct de I'OGT (Kreppel and Hart, 1999). Ceci a été confirmé en 2012 avec identification par spectrométrie
de masse d'un site de O-GIcNAcylation entre les résidus 396 et 409, 826 et 832 et sur le résidu Thr1043
(Fig. 14) (Trinidad et al., 2012). Les résidus Ser3 et Serd peuvent étre a la fois O-GIcNAcylés et
phosphorylés par GSK-3p, suggérant un dialogue entre phosphorylation et O-GIcNAcylation en Nt pour

la régulation de I'activité de I'OGT.

La phosphorylation de ces sites par GSK-3p augmente l'activité de I'OGT, tandis que leur mutation en

alanine la diminue significativement (Kaasik et al., 2013). La phosphorylation de I'OGT sur Ser20 par
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CaMKII (calcium-/calmodulin-dependent kinase Il) et Tyr989 par Src (Fig. 14) augmente également son
activité. En outre, la S-nitrosylation de I'OGT inhibe son activité catalytique de plus de 80%, sa
dénitrosylation restaure quant a elle son activité et augmente les niveaux de protéines O-GIcNAcylées
dans des macrophages stimulés par les LPS (lipopolysaccharides) (Ryu and Do, 2011). Une autre étude
des mémes auteurs a montré que les groupements thiol des résidus Cys845, Cys921 et Cys965 du
domaine C-cat de I'OGT sont nitrosylés dans un modele de neuroblastome induit par le peptide [3-

amyloide (Ryu et al., 2016) (Fig. 14).

En plus de réguler son activité, les MPTs controlent d'autres aspects de I'OGT. Par exemple, la
phosphorylation de la Thr444, située a I'extrémité distale Ct du 12°™ TPR et a proximité de I'hélice de
transition H3, par I'AMPK régule la localisation nucléaire de I'OGT ainsi que la sélectivité du substrat
mais pas son activité catalytique (Bullen et al., 2014) (Fig. 14). La O-GIcNAcylation de la Ser389 sur le

10¢™ domaine TPR contribue également a la localisation nucléaire de I'OGT (Seo et al., 2016) (Fig. 14).

La dégradation de I'OGT est controlée par ubiquitination. Des ubiquitines ligases E3 impliquées dans
|’adressage au protéasome de I'OGT ont été identifiées mais, a ce stade, les lysines ciblées par ces
enzymes ne sont pas connues. Il a été montré que l'inhibition de HCF-1 est associée a une
augmentation de l'ubiquitination de I'OGT, suggérant le role du régulateur mitotique dans la stabilité
de I'enzyme. L'ubiquitine ligase E3 B-TrCP1 (B-transducin repeats-containing protein 1) est responsable
de la polyubiquitination de I'OGT, entrainant sa dégradation protéasomale en réponse a un stress
hypoxique. Les auteurs ont montré que le blocage de I'expression de B-TrCP1 chez des souris soumises
a un stress hypoxique, induit I'augmentation des niveaux de I'OGT par rapport aux souris contréle, et
a l'inverse, la surexpression de cette ubiquitine ligase entraine une diminution des niveaux d'OGT et
ce de maniére dépendante du protéasome (Liu et al., 2014). Une autre étude a montré que la
polyubiqutination de I'OGT est dépendante de LSD2 (lysine-specific histone demethylase 2), protéine
initialement décrite comme une histone déméthylase. L'inhibition de LSD2 diminue significativement
I'ubiquitination de I'OGT, tandis que sa surexpression diminue les niveaux protéiques d'OGT et inhibe

la croissance des cellules cancéreuses pulmonaires A549 (Y. Yang et al., 2015).

De maniere intéressante, il a été montré que la phosphorylation de I'OGT sur le résidu Ser20 par Chkl
(checkpoint kinase 1) la protége de la dégradation protéasomale et promeut sa localisation au niveau
du Mid body, structure contenant des faisceaux de microtubules dérivés du fuseau mitotique, au cours

de la cytokinése des cellules Hela (Anon, 2017).
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Figure 14 : Modifications post-traductionnelles identifiées sur I'OGT. L'OGT est modifiée de maniére post-
traductionnelle par plusieurs MPTs notamment la O-GlcNAcylation, la phosphorylation et la S-nitrosylation.

3.2. OGA(EC3.2.1.169)
3.2.1. Découverte et caractéristiques générales

Au tout début des années 1990, des études d'activation des lymphocytes ont mis en évidence une
réduction rapide et transitoire de la O-GIcNAcylation des protéines cytosoliques (Kearse and Hart,
1991a). Il avait été observé I'année suivante que la demi-vie de la GIcNAc sur les cytokératines 8 et 18
était inférieure a celle des protéines elles-mémes (Chou et al., 1992). Ceci suggérait que la réaction
d’ajout du groupement GIcNAc était réversible. En effet, a la méme époque des premiers travaux sur
I'OGT, Dong et collaborateurs ont confirmé I'existence de son antagoniste, la O-N-acétyl-B-D-
glucosaminidase (O-GIcNAcase, OGA) dans des extraits cytosoliques de rate de rat (Dong and Hart,
1994). Cette glycosidase avait ensuite été décrite comme une HexC (hexosaminidase C) par analogie
avec les B-hexosaminidases lysosomales (Dong and Hart, 1994). En revanche, contrairement a ces
hexosaminidases acides, HexC n'est pas lysosomale, est active a pH neutre, et possede pour unique

substrat le résidu GIcNAc (Dong and Hart, 1994; Gao et al., 2001).

Comme I'OGT, I'OGA est également hautement conservée dans les organismes multicellulaires, de
Caenorhabditis elegans a I'Homme. Elle est exprimée dans tous les tissus avec des niveaux plus élevés

dans le cerveau, le pancréas et le thymus (Gao et al., 2001).

3.2.2. Dugéne a la protéine

Chez I'Homme, I'OGA est codée par le seul gene MGEAS5 d’environ 34 kb, localisé au locus q24.1-q24.3
du chromosome 10 et composé de 16 exons et 15 introns (Fig. 15A et B). Un épissage alternatif génere
deux isoformes: une isoforme longue, L-OGA (long-OGA) de 130 kDa préférentiellement localisée dans
le cytoplasme, et une isoforme courte, S-OGA (short-OGA), de 75 kDa qui réside principalement dans

le noyau et les gouttelettes lipidiques (Comtesse et al., 2001; Keembiyehetty et al., 2011) (Fig. 15C).
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L'OGA est une protéine multidomaine, constituée d'un domaine catalytique N-acétyl-B-D-
glucosaminidase dans la région N-ter qui partage une homologie avec la famille des GH84 (glycoside
hydrolase family 84) dans la classification CAZy, et d'un pseudo-domaine HAT (histone acétyl-

transférase) en C-ter séparés par un domaine « stalk » (Fig. 15D).

Les deux isoformes se distinguent par I'absence du domaine HAT et une partie du domaine stalk dans
la S-OGA, ce qui réduit son activité catalytique. Néanmoins, la S-OGA posséde 15 acides aminés en C-
ter qui lui sont propres et lui permettent d’interagir avec les gouttelettes lipidiques impliquées dans le

stockage des lipides neutres tout en régulant I'activité du protéasome (Keembiyehetty et al., 2011).

Le réle du pseudo-domaine HAT n’est pas tres clair. Une seule étude in vitro rapporte que I'OGA
posséde une activité acétyl-transférase au sein des nucléosomes. Ceci n'a pas été validé in vivo. En
effet, dans une étude plus récente, les auteurs n'ont pas trouvé de liaison entre I'acétyl-CoA et le
domaine HAT recombinant d'une OGA humaine (Rao et al., 2013). Il a été suggéré que le domaine C-
ter de I'OGA soit impliqué dans les interactions protéiques et/ou le repliement correct de I'OGA.
Récemment, il a été montré par Singh et collaborateurs que I'OGA ne posséde pas d’activité KAT
intrinseéque mais que son pseudo-domaine HAT lui permet d’interagir avec et promeut I'acétylation de
PKM2 (pyruvate kinase M2), ce qui favorise la glycolyse aérobie et la prolifération des cellules

cancéreuses (Singh et al., 2020).

Bien que les deux domaines N-ter et C-ter soient clivés par la caspase-3 lors de I'apoptose, des niveaux
équivalents d’activité OGA ont été détectés dans des cellules exprimant a la fois les fragments N-ter et
C-ter, suggérant que ces fragments tronqués se réassocient aprés clivage pour former une enzyme
pleinement active (Butkinaree et al., 2008). Par conséquent, la présence du domaine C-ter semble

nécessaire pour I'activité de I'OGA, mais le mécanisme exact reste inconnu.

Enfin, le domaine stalk de 'OGA posséde un domaine de liaison avec I'OGT pour former un complexe
OGT-0OGA appelé 0-GlcNAczyme (Whisenhunt et al., 2006). Il a été montré que la perturbation de ce

complexe enzymatique, bloque la signalisation et le développement cellulaire.
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A. Localisation du géne MGEA5 humain (GeneCards.org)
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B. Représentation du gene MGEA5 homain (Ensembl.org)
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C. Isoformes de ’OGA humaine

Région N-terminale Région « stalk » Région C-terminale
r ! [ ) \r : 1
1 62 366 395 553 706 916
C ] OGT-binding () L-oea
Région N-terminale Région « stalk »
r L [ . \
162 366 395 553 677
(] OGT-binding () s-oGa
unique 15 aa

D. Modele structural de ’'OGA humaine
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Figure 15: Géne, structure et isoformes de ’OGA humaine. A. Le géne MGEAS est localisé sur le chromosome
10 en position q24.1-g24.3. Schéma issu de GeneCars. B. Le gene MGEAS est constitué de 16 exons et de 15
introns. Schéma issu de Ensembl.org. C. Présentation schématique des isoformes de I'OGA. Elle possede deux
isoformes : L-OGA (long OGA) et S-OGT (short OGA). D. L'OGA est constituée d’'un domaine catalytique Glycoside
Hydrolase (GH) en N-ter et d’'un pseudo-domaine HAT en C-ter séparés par une région linker. Figure tirée de
(Vocadlo, 2012).

3.2.3.  Activité enzymatique

L'OGA forme un homodimere de type arm-in-arm inhabituel mais essentiel pour son activité. Plus
précisément, une fente en forme de V, formée a l'interface du domaine catalytique du monomere A
et du domaine stalk du monomere B, est impliquée dans la liaison du résidu GIcNAc (Fig. 16A). La
liaison entre le résidu GIcNAc et les résidus du site actif de la fente se fait de telle maniere que seuls
les groupements B-O-GIcNAc sont hydrolysés (Fig. 16B) (Joiner et al., 2019). Le résidu GIcNAc est libéré
des glycopeptides en suivant un mécanisme catalytique dans lequel les résidus Asp174 et Asp175 du

site catalytique servent de catalyseurs acide/base. L’OGA catalyse la formation d’un intermédiaire
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bicyclique oxazoline ou ion oxazolinium qui est ensuite hydrolysé afin de libérer 'OGA et la GIcNAc

tout en maintenant la configuration anomérique (Cekic et al., 2016) (Fig. 16C).

Glycopeptide
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Figure 16: Activité catalytique de I'OGA. (A) Homodimére d’OGA (arm-in-arm). Le domaine catalytique et le
domaine stalk sont représentés sous forme d’hélices de couleur orange et bleue respectivement. (B) Liaison des
substrats glycopeptidiques a 'OGA. La chaine glycopeptidique de I'aB-cristalline (représentée en sphéres vertes)
interagit avec certains résidus du site actif de I'OGA. Figures extraites de (Joiner et al., 2019). (C) Représentation
schématique du mécanisme catalytique de I'OGA. L'OGA utilise un mécanisme impliquant deux résidus aspartate
de son site catalytique qui permettent la formation transitoire d’un intermédiaire oxazoline qui apres hydrolyse
libére le résidu GIcNAc.

3.2.4. Régulation post-traductionnelle

L'OGA est modifiée de maniere post-traductionnelle par O-GlcNAcylation, phosphorylation,

SUMOylation et ubiquitinylation. Cependant, les roles de ces MPTs sont trés peu connus.

Il a été montré que I'OGA est O-GIcNAcylée sur le résidu Ser405 situé au niveau de la région stalk, plus
précisément au niveau du domaine d’interaction avec I'OGT. La mutageneése de ce site a montré une
réduction de la demi-vie de I'OGA (de 20 h a 6 h), suggérant que la O-GIcNAcylation affecte la stabilité
de cette enzyme (Gorelik et al., 2019). En revanche, I'effet de cette O-GIcNAcylation sur le complexe

OGT-OGA (0O-GIcNAczyme) n’est pas connu (Gorelik et al., 2019).

L'OGA est également phosphorylée sur de nombreux résidus sérine et thréonine identifiés par des
études protéomiques. Il s’agit des Ser6, Ser522 (Mertins et al., 2016), Ser268 (Rigbolt et al., 2011),
Ser364, Thr370, Thr709, Ser712 (Kettenbach et al., 2011), Ser505, Ser509, Ser511 (Sharma et al., 2014),
et Ser915 (Klammer et al., 2012), localisés sur I'intégralité des domaines de I'OGA. En revanche, I'effet

de la phosphorylation de 'OGA n’a pas été élucidé.

66



Comme décrit plus haut, au cours de I'apoptose, I'OGA est clivée par la caspase-3 au niveau du site de
reconnaissance Ser410-Val-Val-Asp413 du domaine d’interaction avec I'OGT. En revanche, les
domaines N-ter et C-ter résultants restent associés, permettant une activité enzymatique compléte.
Le réle biologique de ce clivage n’est pas caractérisé (Butkinaree et al., 2008). D’autres analyses par
spectrométrie de masse ont révélé la présence de sites de SUMOylation et d’ubiquitinylation sur 'OGA
(Wagner et al., 2011; Lumpkin et al., 2017) (Fig. 17).

Région N-terminale Région « stalk » Région C-terminale

L | L
r \[ \ !

1 62 366 395 553 706 916
OGT-binding

L-OGA

S6

T709
T712

caspase 3

Figure 17: Modifications post-traductionnelles identifiées sur I'OGA. Les sites de phosphorylation et de O-
GlcNAcylation de I'OGA sont indiqués. En revanche, les sites de SUMOylation et d’ubiquitinylation ne sont pas
connus. L'OGA est clivée par la caspase-3 au niveau du site Asp413.

4. Inhibiteurs des enzymes de O-GIcNAcylation

Comme discuté ci-dessus, le cycle O-GIcNAcylation/dé-O-GIcNAcylation est régulé uniquement par
deux enzymes : I'OGT et I'OGA. Afin de caractériser ses fonctions physiologiques ou pathologiques,
une manipulation sélective de la O-GlcNAcylation peut se faire en ciblant ses enzymes par stratégie de
siRNA ou d’inhibiteurs pharmacologiques. Ces derniers contournent le probleme de transfection et
permettent le contrdle des cellules en fonction du temps et de la dose. De méme, la réversibilité de

tout effet est observable en éliminant ces inhibiteurs.

Les inhibiteurs de 'OGT comprennent les petites molécules inhibitrices, les analogues de son substrat
-UDP-GIcNAc- ou ceux de l'uracile (Ju Kim, 2020). Quant aux inhibiteurs de 'OGA, ils rassemblent les
analogues de son substrat -GIcNAc- et de I'intermédiaire oxazoline (Elbatrawy et al., 2020). L’'ensemble
de ces inhibiteurs, leurs structures ainsi que leurs caractéristiques sont résumées dans les tableaux ci-

dessous.
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Tableau 1 : Les inhibiteurs de I'OGT. Tableau adapté de (Ma et al., 2021). ICso. half-maximal inhibitory

concentration; Kd: dissociation constant; ECso. half maximal effective concentration

thio-a-D-

glucopyranose)

forme active

Inhibiteurs Nomenclatures | Structures Caractéristiques Références
Analogue de | Alloxane Premier inhibiteur, faible (Konrad et al., 2002)
'uracile o spécificité, demi-vie courte, I1Cso
HN)‘IO élevée (100 uM), utilisé en
o)\N o cellules et modeéles animaux
H
BADGP (benzyl- OH o Faible ICso (11 pM) mais (Kang et al., 2008)
Q
2-acetamido-2- HoM A aspécifique, peut cibler des
0
deoxy-a-D- /&0 enzymes de glycosylation
galactopyrano- complexe
-side)
Acs-55-GIcNACc Faible ICso (5 uM), lipophile, (Gloster et al., 2011)
Analogues o .
(2-acetamido- o désacétylé puis phosphorylé en
LS 1,3,4,6-tetra-O- A *\ one 5S-GIcNAc-6-P qui représente sa
\C!
GlcNACc acetyl-2-deoxy-5- "

55-GlcNHex (2-
deoxy-2-N-
hexanamide-5-
thio-D-

glucopyranose)

Au vu de sa lipophilie et
hydrophilie équilibrées
(amphiphilie), il est tres pratique
notamment pour son utilisation

chez les animaux

(Liu et al., 2018)

Ac4-ES1 oA Sa forme active est 'UDP-ES1 (Gross et al., 2005)

A N Inhibiteur spécifique et

C'\A/L

irréversible
ST045849 on ICso élevée (53 uM), non (Gross et al., 2005)
(]
9]
S\Hf”vﬁ spécifique

BZX1 ICs0 (10 uM), inhibiteur (Jiang et al., 2011)

(benzoxazolinone-

1)

irréversible
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Petites
molécules

inhibitrices

Petites
molécules

inhibitrices

BZX2

ICs0 (<10 uM), inhibiteur

(Jiang et al., 2011)

N o

Ve irréversible
(benzoxazolinone- p

o

2)
OSMI-1 (OGT ICs0 (2,5 uM), pas d’altération de | (Ortiz-Meoz et al., 2015)
small molecule o 0o glycosylation complexe,
R 4 B %n
inhibitor-1) Om o inhibition partielle due & sa faible

H =,

solubilité aqueuse

OSMI-2 (oGT Kd (140 nM) pour sa forme active | (Itkonen et al., 2019)

small molecule

désacétylée

’a ad
inhibitor-2) m Py
i |
OSMI-3 (0GT . Kd (5nM) pour sa forme active (Martin et al., 2018)
0 00 e
3
small molecule i YD désacétylée
O%D AL
inhibitor-3) L
OSMI-4 (0GT ECso (3 uM), Kd (8nM) pour sa (Martin et al., 2018)

small molecule mﬁ WA forme active désacétylée. C'est
H N
inhibitor-4) ol WLOL I'un des inhibiteurs les plus
puissants de I'OGT
LO1 " ICs0 (21,8 uM), inhibiteur (Y. Liu, Ren, et al., 2017)

spécifique

Tableau 2 : Les inhibiteurs de 'OGA. Tableau adapté de (Ma et al., 2021). Ki, inhibition constant

Inhibiteurs | Nomenclatures Structures Caractéristiques Références
STZ Ki (1,5 mM), manque de spécifité, | (Junod et al., 1967)
(streptozotocine) on utilisé en cellules et chez les

”?EX%NH/O“ animaux (diabétogéne)
o:N-T«QO
Analogues | PUGNAc Ki (46 nM), ECso (3 uM), manque (Haltiwanger et al.,
du GleNAc o de spécificité 1998)
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GlcNAcstatine Ki (4,4 nM), ECs0(20 nM), tres (Dorfmueller et al.,

puissant, sélectivité modérée 2009)
OH /YV@
H%D NH/N
(o]
NButGT OH Ki (230 nM), ECso (8 nM), trés (Yuzwa et al., 2008)

7 puissant, sélectivité élevée, utilisé
Na 5
g/ dans des cellules, instable en

solution, utilisé dans des cellules

Thiamet-G oH Ki (0,9 nM), ICs0(1,2 nM), ECs0(30 | (Yuzwa et al., 2008)
"o N%/SOH nM), trés puissant, sélectivité
_NH élevée, passe la barriére hémato-
encéphalique
MK-8719 AF Ki (7,9 nM), ECs0(52,7 nM), trés (Selnick et al., 2019)
"o N/\ SOH puissant, sélectivité élevée, passe
Analogue de —~NH la barriére hémato-encéphalique,
I’oxazoline propriétés médicamenteuses, en
essai clinique
LSN3316612 ICs0(1,9 nM), trés puissant, (J.-H. Lee et al., 2020; Lu

sélectivité élevée, passe la etal., 2020)
o N .oy ’ 7 .
2= C ‘z‘i i barriere hémato-encéphalique,

forme radioactive testée en

imagerie TEP
w347 o, o Ki (0,9 nM), trés puissant, passe la | (Bergeron-Brlek et al.,
o
\uk\"[}"% barriére hémato-encéphalique 2015)

Une autre approche pour caractériser le role de la O-GlcNAcylation consiste en I'utilisation des
inhibiteurs des enzymes de la voie des hexosamines (Fig. 9). L'ensemble de ces inhibiteurs sont

résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 3 : Les inhibiteurs des enzymes de la voie des hexosamines. Tableau adapté de (Ma et al.,

2021).
Enzymes Inhibiteurs Structures Caractéristiques Références
DON (6-diazo- " Non spécifique, irréversible et | (Marshall et al., 1991)
2
5-ox0-L- N+MOH largement utilisé en culture
7
N
norleucine) 0 0 cellulaire et chez les animaux
Azasérine NH, Non spécifique, irréversible et | (Marshall et al., 1991)
OH
GFAT éu*wo\/w largement utilisé en culture
" I !
cellulaire
Composé 28 ICso (1 uM), réversible (Qian et al., 2011)
(RO0509347)
GIcNAcPM FRO54 0 Spécifique, fonctionne comme | (Ricciardiello et al.,
AcO -\\O}ﬁ
AC;:Q:-JN’ une prodrogue (désacétylé et | 2018)
OAc phosphorylé in vivo)
UDP-GIcNAc- | meUTP o o 9 wm—¢ | Elaboré a partir de 'UDP- (Raimi et al., 2020)
HO’T\O’E!:/Z:O g=<N / GIcNAc-PP d’Aspergillus
OH -
PPase Analogue d’UTP b perg
HG oM fumigatus
GAL-012 A ICs0 (30 uM), non spécifique, (Yang et al., 2020)
u
0 N’LNH: inhibe la famille UDP-hexose
/N pyrophosphorylases

5. Homéostasie de la O-GIcNAcylation

Pour contréler les fonctions physiologiques, les niveaux de O-GlcNAcylation doivent étre maintenues

N

a I'état homéostatique, autrement dit a I'état d’équilibre quels que soient les changements

d’environnement extérieur. D’apreés la littérature, cette homéostasie est en partie maintenue grace a

la modulation compensatoire de I'expression des enzymes la régulant. Des études ont montré que

I’expression de I'OGT et de I'OGA est sensible aux fluctuations des niveaux de O-GlcNAcylation

cellulaire. Par exemple, l'inhibition pharmacologique de I'OGA induit une baisse des niveaux
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protéiques d’OGT dans toute une variété de lignées cellulaires (Z. Zhang et al., 2014; Decourcelle et al.,
2020). Inversement, I'inhibition de I'OGT régule a la baisse les niveaux protéiques d’OGA (Ortiz-Meoz

et al,, 2015).

Il a été rapporté que la régulation de I'OGA en réponse aux altérations des niveaux de O-GlcNAcylation
se fait plus particulierement au niveau transcriptionnel, en partie par modulation épigénétique
notamment |'acétylation des histones (Lin et al., 2021). Lin et collaborateurs ont montré que la baisse
d’OGA induite par le traitement au DON est réversée en présence d’inhibiteurs de HDAC (histones
désacétylases). Ces résultats suggerent que I'acétylation des histones peut collaborer avec les niveaux
de O-GlcNAcylation pour réguler la transcription du géne codant I'OGA (Lin et al., 2021). Le promoteur
de I'OGA est également sensible a I'expression de I'OGT comme l'illustre une analyse récente de la O-
GlcNAcylation chez des patients présentant une déficience intellectuelle liée au chromosome X (XLID,
x-linked intellectual disability) (Vaidyanathan et al., 2017). L'OGT et d’autres facteurs sembleraient
former un complexe répressif au niveau de la région proximale du promoteur de I'OGA. Ceci
maintiendrait les niveaux de O-GIcNAc a I’état d’équilibre, et ce, malgré la mutation faux-sens (759G>T)
dans le domaine TPR de I'OGT chez les sujets XLID (Vaidyanathan et al., 2017). Il a également été
montré dans des fibroblastes de souris et les cellules HEK293, que le facteur de transcription E2F1
régule négativement la transcription de I'OGT et de I'OGA en se liant directement sur leur promoteur
respectif (Muthusamy et al., 2015). Ces auteurs ont montré que la surexpression de E2F1 réprime
I’expression de ces enzymes, tandis que les souris déficientes en E2F1 augmentent leur expression
(Muthusamy et al., 2015). Il a aussi été montré que la surexpression de I'OGA dans des hépatocytes
primaires et les cellules embryonnaires humaines du rein HEK293 augmente les niveaux de transcrits
de I'OGT en modulant le facteur de transcription C/EBP B (CCAAT/enhancer-binding protein B) (Qian
et al., 2018). En effet 'OGA peut jouer le réle de coactivateur en occupant directement le promoteur
de I'OGT. A cela s’ajoute que le traitement des cellules non cancéreuses 293ATOA et cancéreuses
HCT116 avec le Thiamet-G induit la rétention d’intron au niveau des transcrits de 'OGT régulant son
expression en réponse aux variations des niveaux de O-GIcNAc (Park et al., 2017). Une étude ultérieure
a ensuite montré que les niveaux de O-GlcNAc affectent I'épissage des introns retenus dans les

transcrits d’OGT contrdlant a la baisse son expression (Tan et al., 2020).

Le maintien de I’homéostasie de O-GlcNAcylation se fait également en régulant I’'OGT de maniére post-
transcriptionnelle. En effet, I'élévation de O-GIcNAcylation régule négativement le niveau protéique
d’OGT en bloquant sa traduction. Lin et ses colléegues ont montré que le KO du répresseur de traduction
4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E)-binding protein 1) restaure les niveaux
d’OGT. Ces résultats soutiennent que 4E-BP1 contribue a la régulation négative de 'OGT en présence

de niveaux élevés de O-GIcNAc (Lin et al.,, 2021). Il a aussi été montré que I'OGT est régulée

72



positivement par la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR qui, en induisant le facteur de transcription
c-Myc, promeut I’expression de la protéine de choc thermique Hsp90A qui se lie a I'OGT et la protége
de la dégradation protéasomale (Sodi et al., 2015). Autre chose, I'association de I'OGT ou de 'OGA
avec d’autres protéines telles que le complexe répresseur GATA-FOG-1-Mi2 3 permet leur recrutement
vers les promoteurs des protéines cibles (Whisenhunt et al., 2006; Slawson et al., 2008; Groussaud et
al., 2017). Par exemple, ces enzymes sont ciblées au Mid-body en complexe avec la kinase Aurora B et
la protéine PP1 (protéine phosphatase 1). La surexpression de 'OGT ou de I'OGA liée a une
perturbation de I’'homéostasie de la O-GIcNAcylation entraine alors des défauts de cytokinese (Slawson

et al., 2008).

6. Fonctions biologiques régulées par O-GIcNAcylation

La O-GIcNAcylation participe a de multiples fonctions cellulaires fondamentales telles que la
transcription, la traduction, la localisation et la stabilité des protéines via notamment la dégradation
protéasomale, le remodelage de la chromatine, I’activité mitochondriale, le métabolisme, la sensibilité
a l'insuline, la réponse au stress, la signalisation, le trafic, le cycle et la survie cellulaire, 'apoptose et
le développement. Un large apercu des fonctions associées a la O-GIcNAcylation est résumée en Figure

18.
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Figure 18 : Les principales fonctions cellulaires régulées par O-GIcNAcylation. Voir texte pour les détails.
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6.1. Senseur de stress et survie cellulaire

Il a été observé que les cellules augmentent leurs niveaux de O-GIcNAcylation et d’OGT en réponse a
divers types de stress ou de blessures, parmi lesquels le choc thermique, les stress oxydatif, a I'éthanol,
génotoxique, réducteur et du RE, I’hypoxie, I'épuisement en ATP, la lésion d’ischémie ou encore
I’'hémorragie traumatique. La O-GlcNAcylation favorise la survie cellulaire en concourant a la réponse
au stress en participant a la remise en conformation des protéines et en régulant le métabolisme
cellulaire tel que I'activation de la glycolyse via la transcription de HIFla et I'expression d’un de ses

geénes cibles, GLUT1 (Guinez et al., 2007; Groves et al., 2013; Bond and Hanover, 2015).

Les protéines cytosoliques mal conformées ou malmenées pendant le stress exposent leurs régions
hydrophobes pour induire des agrégats toxiques et résistants a la dégradation. La O-GIcNAcylation
protége les cellules de cette toxicité en modifiant ces protéines et en augmentant |'expression de
plusieurs protéines chaperonnes telles que les protéines de choc thermique Hsp40, Hsp60, Hsp70,
Hsp72 ou encore Hspl10 (Guinez et al., 2007; Kazemi et al., 2010). Ces Hsps sont régulées par deux
facteurs de transcription : HSF1 (heat shock factor 1) et Sp1 (specificity protein 1). Il a été montré que
I’OGT induit I'expression de Hsps en favorisant la phosphorylation de la Ser9 de la kinase GSK3-B,
I'inactivant : la phosphorylation inhibitrice sur la Ser303 de HSF-1 ne peut de ce fait plus opérer (Kazemi
et al., 2010). Aussi, grace a leur propriétés lectiniques, il a été proposé que les Hsps interagissent avec
les protéines mal conformées, facilitant leur remise en conformation tout en bloquant leur

dégradation protéasomale (Guinez et al., 2004; Guinez et al., 2007) (Fig. 19).

A cela, s’joute que I'accumulation des protéines mal conformées dans le RE au cours du stress
cellulaire, régule positivement I'expression des génes de la voie des hexosamines via le facteur de
transcription Xbpls (transcription factor spliced X-box binding protein 1), augmentant ainsi la O-
GlcNAcylation (Wang et al., 2014) (Fig. 19). Cette accumulation de protéines mal conformées dans le
RE entrainent I'activation d’une réponse UPR (unfolded protein response) a partir de protéines
transmembranaires, notamment PERK (PKR-like ER protein kinase) (Harding et al., 1999). PERK
phosphoryle le facteur d’initiation de la traduction elF2a (eukaryotic initiation factor 2 a) sur la Ser51
et empéche la synthése protéique globale exceptée celle de certains ARNm impliqués dans la réponse
UPR, c’est le cas de la protéine pro-apoptotique CHOP (C/EBP homologous protein) (Harding et al.,
1999; Harding et al., 2000). Il a été montré que la O-GIcNAcylation de elF2a sur les résidus Ser219,
Thr239 et Thr241 empéche sa phosphorylation par PERK et, par conséquent, I'inactivation de CHOP,
réduisant I'apoptose (Jang et al., 2015). De plus, la O-GIcNAcylation de HIFla activé en réponse au

stress du RE induit par une privation en glucose, le stabilise en réduisant sa dégradation protéasomale
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(Ferrer et al., 2014) (Fig. 19). Enfin, la O-GIcNAcylation réduit le stress du RE en formant des granules

de stress qui régulent la traduction et la dégradation des ARNm (Ohn et al., 2008).

L'augmentation des niveaux de O-GIcNAcylation par la glucosamine réduit le stress oxydatif et
I"apoptose induits en réponse a une insuffisance rénale aiglie (Hu et al., 2018). Il a été montré que la
surexpression de I'OGA dans des cardiomyocytes augmente le niveau d’especes réactives de I'oxygéne,
ROS (reactive oxygen species) (Ngoh et al., 2011). Les auteurs ont montré que le mécanisme par lequel
la O-GIcNAcylation inhibe la production de ROS passe par la surexpression des anti-oxydases qui
affectent I'activité du facteur de transcription FoxO1 et du co-activateur transcriptionnel PGC-1 a
(Chen et al., 2018). En revanche, la O-GlcNAcylation favorise la production de ROS dans un modele
d’hyperglycémie ou de toxicité au glucose par I'activation de la protéine p38MAPK (Goldberg et al.,
2011). Par conséquent, le mécanisme moléculaire de régulation du stress oxydatif par O-GlcNAcylation

nécessite des études plus approfondies.
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Figure 19 : Régulation de la réponse au stress par O-GlcNAcylation. L’accumulation des protéines mal
conformées dans le RE au cours du stress cellulaire régule positivement I'expression des génes de la voie des
hexosamines en activant le facteur de transcription Xbpls. L’augmentation d’UDP-GIcNAc favorise la O-
GlcNAcylation de maniere aspécifique des protéines mal conformées ce qui réduit leur agrégation et leur
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dégradation protéasomale, et facilite leur repliement grace a des protéines chaperonnes activées par I'OGT. En
parallele, la O-GIcNAcylation d’elF2a favorise la survie cellulaire en diminuant le stress du RE et en inhibant
I'apoptose.

6.2. Régulation transcriptionnelle et épigénétique

Les cellules régulent I'expression génique en fonction de leur statut nutritionnel et métabolique. Des
études ont montré que la O-GIcNAcylation intervient dans presque toutes les étapes de la transcription
(Wang et al., 1998; Issad and Kuo, 2008; Hardivillé and Hart, 2014; Lewis and Hanover, 2014). En effet,
la plupart des facteurs de transcription associés a I'’ARN polymérase |l sont O-GIcNAcylés,
généralement sur plusieurs sites: les fonctions de la MPT dépendent a la fois du facteur de
transcription modifié et de la position du site (Han and Kudlow, 1997; Gao, J.-I. Miyazaki, et al., 2003;
Guinez et al., 2011b). L'un des facteurs clés est la protéine TBP (TATA binding protein) qui se lie a la
sous unité BTAF1 (B-TFIID TATA-Box binding protein associated factor 1) pour former le complexe
d’initiation de la transcription TFIID (Fig. 20A). |l a été montré que TBP est O-GIcNAcylée sur la Thr114
ce qui réduit son interaction avec BTAF1, la stabilisant au niveau des promoteurs et modifiant par
conséquant I’expression de nombreuse enzymes métaboliques (Hardivillé et al., 2020). Il a également
été montré que la formation du complexe de pré-initiation de la transcription nécessite la O-
GlcNAcylation du domaine CTD (C-terminal domain) de I’ARN polymérase Il (Ranuncolo et al., 2012;
Lewis et al., 2016). De plus, 'OGA joue un role de facteur d’élongation de la transcription puisqu’elle
favorise la phosphorylation du domaine CTD de I’ARN polymérase I, cruciale pour cette étape (Resto

et al., 2016) (Fig. 20A).

La O-GlcNAcylation peut affecter la translocation, la liaison a I’ADN, la transactivation et la stabilité des
facteurs de transcription. Par exemple, I'activation des lymphocytes T et B passe par la O-GIcNAcylation
de p65 qui réduit la liaison de NF-kB a son inhibiteur (IkBa) augmentant sa translocation nucléaire et
son activité transcriptionnelle (Golks et al., 2007). De méme, la O-GlcNAcylation bloque I'interaction
de E2F-1 avec la protéine de séquestration pRb (Wells et al., 2011). Elle augmente également la
transcription de c-Myc (D.H. Lee et al., 2020) et de p53 (W.H. Yang et al.,, 2006) en réduisant sa
dégradation protéasomale, et favorise le transport nucléaire de NeuroD1 (neurogenic differenciation
1) (Andrali et al., 2007) et de Sp1 (Dauphinee et al., 2005). Dans les hépatocytes, la O-GlcNAcylation
de CRTC2 (CREB regulated transcription coactivator 2), FoxO1 et PGC-1a module I'expression des génes

de la gluconéogenése (Dentin et al., 2008; Housley et al., 2008; Ruan et al., 2012).

La O-GlcNAcylation joue une part importante dans la topologie de la chromatine et I'expression
génique, et méme, fait-elle partie du code des histones (Sakabe et al., 2010). Initialement, il a été

montré que I'OGT interagit avec le complexe corépresseur Sin3a/histone désacétylase (Yang et al.,,
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2002). Plus tard il a été montré que I'OGT interagit avec tout un ensemble de protéines impliquées
dans la modification des histones et la méthylation de 'ADN (Dehennaut et al., 2014; Lewis and
Hanover, 2014). C’'est le cas de HCF-1 qui, apres interaction avec I'OGT, forme un complexe avec BAP1
(protéine 1 associée au BRCA (breast cancer gene)), un composant du complexe répresseur de la
déubiquitinase OR-DUB du groupe Polycomb qui promeut la déubiquitination de I'histone H2A et
I’expression des génes HOX (homeobox) chez la drosophile (Scheuermann et al., 2010). L'OGT est
impliquée dans la triméthylation de I'histone H3 sur la lysine 27 (H3K27me3) en stabilisant EZH2, la
sous-unité catalytique du complexe PRC2 (complexe répresseur polycomb 2), responsable du dépot de
la marque épigénétique répressive H3K27me3 (Chu et al., 2014). Il a également été montré que I'OGT
forme un complexe avec les protéines TET (ten-eleven-translocation), responsables de Ia
déméthylation de 'ADN en catalysant la conversion de 5mC (5-méthylCytosine) en 5hmC (5-
hydroxyméthylCytosine) (Q. Zhang et al., 2014). Certaines études suggérent que les protéines TET
facilitent le recrutement de I'OGT vers la chromatine pour augmenter la O-GlcNAcylation des histones
(Vella et al., 2013), alors que d’autres auteurs suggerent que I'OGT O-GlcNAcyle directement les
protéines TET pour moduler leur stabilité ou leur localisation nucléaire (Q. Zhang et al., 2014). TET2 et
TET3 interagissent avec I’OGT pour I’adresser a la chromatine, et stabilisent le complexe SET1/Compass
grace a la O-GlcNAcylation de HCF-1, composant essentiel du complexe (Deplus et al., 2013).
L’'ensemble favorise la triméthylation de la lysine 4 (H3K4me3) et, par conséquent, la transcription (Fig.

20C) (Deplus et al., 2013).

6.3. Régulation de la traduction

Les mécanismes par lesquels la O-GlcNAcylation régule la traduction sont moins bien connus.
Cependant, plusieurs études suggerent que les nutriments régulent la synthese des protéines via la O-
GlcNAcylation. Comme énoncé plus haut, la O-GIcNAcylation de elF2a le protége de la phosphorylation
inhibitrice par PERK, initiant la traduction (Fig. 20B) (Jang et al., 2015). La O-GIcNAcylation de p67,
protéine qui lie et protége elF2a de la phosphorylation, augmente sa stabilité et par conséquent son

activité (Datta et al., 2003).

Les extraits de réticulocytes de lapin, tres utilisés pour étudier la traduction des protéines in vitro,
présentent un niveau élevé de polypeptides naissants O-GIcNAcylés (Starr and Hanover, 1990). L'OGT
et 'OGA sont associées aux ribosomes et une vingtaine de protéines du ribosome 80S sont O-
GlcNAcylées (Fig. 20B) (Zeidan et al., 2010). Bien que le role de la MPT a ce niveau ne soit pas
réellement connu, tout laisse a penser que la O-GIcNAcylation est nécessaire a la stabilisation de
I’édifice ribosomal et a l'assistance du processus de synthése protéique. Pour appuyer cette

hypothese, en plus d’étre un événement post-traductionnel, la O-GlcNAcylation des protéines peut se

77



faire de maniére co-traductionnelle (Zhu et al., 2020), la MPT concourait a la traduction en

accompagnant le repliement correct de la chaine polypeptidique en cours de synthése.

La O-GlcNAcylation régule la dégradation protéasomale des protéines soit en modulant leur
ubiquitinylation, processus clé de dégradation des protéines par le systeme ubiquitine-protéasome,
ou en régulant directement I'activité du protéasome 26S. La O-GlcNAcylation contréle
I'ubiquitinylation des protéines en modifiant leur interaction avec les ubiquitines ligases E3
(Dehennaut et al., 2014) et les déubiquitinases (Scheuermann et al., 2010). Par ailleurs, I'OGT inhibe le

protéasome 26S et I'OGA I'active (Zhang et al., 2003).
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Figure 20: Régulation de la transcription, de la traduction et des événements épigénétiques par O-
GlcNAcylation. (A) ’OGT interagit avec le complexe corépresseur Sin3a/HDAC bloquant la transcription. La O-
GIcNAcylation de I’ARN polymérase Il sur son domaine C-ter (CTD) et la formation du complexe TBP/BTAF1 initie
la transcription et I'OGA, en favorisant la phosphorylation de I’ARN polymérase Il sur son domaine CTD, promeut
I’élongation. (B) Une fois dans le cytoplasme, I’ARNm est traduit en protéine. L’initiation de la traduction se fait
grace a la O-GlcNAcylation du facteur d’initiation de la traduction elF2a. Le ribosome 80S est également O-
GIcNAcylé. (C) 'OGT joue plusieurs réles dans la régulation épigénétique. Le complexe OGT/HCF-1/BAP1 permet
la déubiquitination de I'histone H2A. L'OGT stabilise également EZH2, un composant du complexe Polycomb
PRC2, favorisant la triméthylation de I'histone H3 sur la lysine 27 qui représente une marque épigénétique
répressive (H327Kme3). De plus, I'OGT forme un complexe avec les protéines TET promouvant la déméthylation
de I'ADN et/ou stabilisant le complexe SET1/Compass en O-GlcNAcylant HCF-1, ce qui favorise la triméthylation
de la lysine 4 (H3K27me3).
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6.4. Régulation de la signalisation cellulaire

La O-GlcNAcylation est un régulateur clé de plusieurs voies de signalisation cellulaire. L'exemple le
mieux étudié est la signalisation de I'insuline via 'activation de la voie PI3K/AKT. Il a été initialement
montré que des niveaux élevés de O-GIcNAcylation dans des adipocytes en culture bloquent la
phosphorylation de la protéine kinase AKT essentielle a la survie et au métabolisme cellulaire (Vosseller
et al, 2002). Conformément a cette étude, la surexpression de I'OGA dans les cellules
d’hépatocarcinome HepG2 diminue la O-GlcNAcylation d’AKT corrélée a une augmentation de sa

phosphorylation sur les résidus Thr308 et Ser473 (Soesanto et al., 2008).

Lors de la stimulation par linsuline, PI3K catalyse la production de PIP3 a partir de PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), qui recrute PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) et
AKT au niveau de la membrane plasmique. PDK1 phosphoryle et active AKT qui, en retour, phosphoryle
et active plusieurs substrats notamment GSK-3B et FoxO1 (Bridges and Saltiel, 2015). Comme décrit
précédemment, en réponse a l'insuline, I'OGT est également recrutée a la membrane plasmique, plus
particulierement, au niveau des lipides rafts et interagit avec PIP3 via son domaine PPO. Cette
relocalisation membranaire induit la O-GlcNAcylation et inactivation de plusieurs composants de la
voie de signalisation de I'insuline tels que IRS (insulin receptor substrate), AKT, GSK-3B et FoxO1 (Yang
et al.,, 2008; Perez-Cervera et al., 2013). Cette O-GIcNAcylation conduit a I'atténuation de la
transduction du signal et a la mise en place du phénomene de résistance a l'insuline (Yang et al., 2008;
Whelan et al., 2010) (Fig. 21A). Magré cela, il a été montré que la stimulation des cellules cancéreuses
mammaires MCF7 par le sérum augmente les niveaux d’OGT et I'activation de la voie PI3K/AKT (Olivier-
Van Stichelen et al., 2012). Le KD de I’'OGT ou son inhibition par I’ Acs-55-GIcNAc bloque I'expression
de la cycline D1, diminue I'activation de la voie PI3K/AKT et réduit la prolifération des cellules MCF7
(Olivier-Van Stichelen et al., 2012). L'ensemble de ces observations indique que I'OGT jouerait un
double réle dans le contrdle de la voie PI3K/AKT en I'activant dans un premier temps en ciblant
plusieurs de ses composants puis, dans un second temps, en I'inactivant par blocage de certains sites

de phosphorylation activateurs.

Une autre voie de signalisation régulée par O-GlcNAcylation est la voie RAS/MAPK impliquée dans la
prolifération, la survie, la différenciation et la migration cellulaire, ainsi que I'angiogenése. Son
activation est opérée par une cascade de phosphorylations ou la protéine RAS associée a la membrane
active la protéine RAF-1 responsable de I'activation, par phosphorylation, de MAPK-kinase ou MEK. A
son tour, MEK active ERK, ce qui entraine sa translocation nucléaire et I’activation de ses génes cibles
(Lievre and Laurent-Puig, 2010) (Fig. 21B). Il a été montré que la délétion de 'OGT réduit la

phosphorylation de ERK1/2, alors que I"Taugmentation des niveaux de O-GlcNAcylation promeut leur
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phosphorylation et activation (Jiang et al., 2016). De plus et comme décrit précédemment, Goldberg
et collaborateurs ont montré dans un modele d’hyperglycémie que la O-GlcNAcylation favorise
I'activation de p38MAPK, en réduisant I'action inhibitrice de AKT, ce qui augmente son activité

(Goldberg et al., 2011) (Fig. 21B).

Il a été montré que le facteur de transcription STAT5 impliqué dans la voie de transduction du signal
JAK-STAT est O-GIcNAcylé sur la Thr92, prérequis a son interaction avec le coactivateur transcriptionnel

CBP et a I'activation de la transcription (Gewinner et al., 2004).

Enfin, le facteur de transcription NF-kB est impliqué dans la réponse immunitaire, I'inflammation, la
prolifération cellulaire et I'apoptose. Dans le cytoplasme, le dimére NF-kB, formé des deux sous-unités
p50 et p65, est maintenu sous sa forme inactive par son interaction avec l'inhibiteur IkBa (inhibitory
kB a). En réponse a la stimulation par des cytokines pro-inflammatoires, des LPS et des agents
génotoxiques, le complexe IKK (inhibitory kappa B kinase), constitué des kinases IkKa et IkKf,
phosphoryle IkBa sur les résidus Ser32 et Ser36 ce qui I'adresse au protéasome, libére NF-kB qui migre
au noyau ou il active ses génes cibles (Hayden and Ghosh, 2004). Il a été montré que la O-GIcNAcylation
de la sous-unité p65 active la voie de signalisation NF-kB en réduisant sa liaison avec IkBa et en
favorisant la phosphorylation et la dégradation de ce dernier (Golks et al., 2007). En revanche, la
fixation de NF-kB sur le récepteur des glucocorticoides active le recrutement de I'OGT et I'inactivation

de la voie NF-kB (M.-D. Li et al., 2012) (Fig. 21C).
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Figure 21 : Régulation de la signalisation cellulaire par O-GIcNAcylation. Apres fixation sur son récepteur,
I'insuline active une cascade de phosphorylations qui active la synthése de glycogéne et inhibe la
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néoglucogenese. La synthése de PIP3 en réponse a l'insuline permet de retransloquer I'OGT a la membrane
plasmique, ayant pour effet de O-GIcNAcyler et d’inhiber des composants de la voie de signalisation et serait, de
fait, responsable en partie du phénomeéne de résistance a I'insuline. La O-GlcNAcylation de ERK1/2 favorise leur
phosphorylation activatrice. La O-GlcNAcylation active également p38MAPK en restreignant I'action inhibitrice
d’AKT sur cette kinase. Il a aussi été montré que la O-GlcNAcylation du facteur de transcription STATS induit sa
translocation nucléaire et sa liaison avec le coactivateur transcriptionnel CBP. Enfin, la O-GlcNAcylation de NF-kB
empéche son inhibition par IkBa augmentant son activité.

6.5. Développement embryonnaire

Il a initialement été montré que le KO du géne de I’OGT est Iétal pour les cellules embryonnaires avant
méme leur implantation dans I'utérus (Shafi et al., 2000). L’hyperglycémie perturbe la formation du
blastocyte chez la souris alors que l'inhibition de I'OGT prévient les complications engendrées
(Pantaleon et al., 2010). En outre, le KO du géne de 'OGA induit la mort périnatale des souris (Yang et
al., 2012a). La perturbation de la dynamique de la O-GIcNAcylation au cours du développement du
poisson-zébre réduit considérablement la taille de I'animal et entraine une désorganisation de
I’ectoderme, du mésoderme et de 'endoderme (Webster et al., 2009). A cela, nous pouvons ajouter
gue des niveaux élevés de O-GIcNAc, d’UDP-GIcNAc et d’OGT ont été observés dans les ovocytes de
xénope lors des premiers stades de I'ovogenése (Dehennaut et al., 2009). Dans la méme étude, les
auteurs ont retrouvé le méme phénomeéne au cours de la segmentation embryonnaire (Dehennaut et
al., 2009). Enfin et de maniére intéressante, I'OGT placentaire a été identifiée comme biomarqueur du
stress maternel et de la reprogrammation des genes du systeme nerveux central en cours de
développement (Howerton et al., 2013). Dans une autre étude, il a été montré qu’une réduction
partielle de I'OGT placentaire réduit la prise de poids et I'intolérance a I'insuline chez la descendance
en comparaison des souris contréles (Moore et al., 2021). (Fig. 22). Ces résultats renforcent le réle de

I’'homéostasie de la O-GIcNAcylation pendant le développement embryonnaire.
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Figure 22 : Régulation du développement par O-GlcNAcylation. La O-GIcNAcylation est importante pour le
développement embryonnaire. Le KO du géne la codant est Iétal pour les cellules embryonnaires avant leur
implantation dans I'utérus. Elle joue un role dans pratiquement toutes les étapes du développement. L'OGT
placentaire est un biomarqueur de stress maternel et joue un role dans le contréle du métabolisme, notamment
via la signalisation de l'insuline.
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6.6. Neuroprotection

A I'exception des cellules endocrines pancréatiques, les niveaux de O-GlcNAcylation, d’OGT et d’OGA
sont plus élevés dans le cerveau. Les fonctions de la O-GlcNAcylation dans le systéeme nerveux
comprennent la modulation du cycle circadien (Kim et al., 2012; Li et al., 2013; Liu et al., 2021), les
fonctions synaptiques et la maturation neuronale (Lagerlof et al., 2017), le développement neuronal
(Liu et al., 2012), la neuroprotection (S. Liu et al., 2016), I'apprentissage et la mémoire (Tallent et al.,
2009), I'apoptose neuronale (Shi et al., 2015) et la régulation de I'appétit (Lagerlof et al., 2016). Une
étude sur les neurones primaires de poulet a montré que la O-GlcNAcylation joue un role dans la
ramification des axones (Francisco et al., 2009). Des niveaux élevés de O-GIcNAcylation inhibent la
ramification axonale stimulée par I’AMPc, tandis que la surexpression de 'OGA augmente le nombre
de neurones présentant une ramification axonale (Francisco et al., 2009). La O-GIcNAcylation joue
également des fonctions importantes dans la plasticité synaptique. Dans le synaptosome, de
nombreuses protéines sont modifiées par O-GlcNAcylation, telles que Bassoon et Piccolo,
principalement impliquées dans la transmission synaptique (Vosseller et al., 2006). L’élévation des
niveaux de O-GlcNAcylation par inhibition de I'OGA se traduit par la phosphorylation et I'activation de
Erk1/2 et de CamKiIl, kinases impliquées dans la potentialisation a long terme, et 'augmentation de la
plasticité synaptique de I’hippocampe en corrélation avec I'apprentissage et la mémoire (Tallent et al.,
2009). Des niveaux élevés de O-GlcNAcylation augmentent la phosphorylation de la synapsine I/Il sur
la Ser9 (activation de PKA), les Ser62/67 (activation de la voie Erk1/2) et sur la Ser603 (activation de
CaMKiIl), favorisant la formation de la vésicule synaptique au cours de la transmission synaptique
(Tallent et al., 2009). Nous pouvons en conclure que I'OGT joue un réle important dans les fonctions

du systéme nerveux.

7. O-GlcNAcylation et pathologies

La dérégulation de la dynamique de la O-GlcNAcylation est impliquée dans une large variété de
maladies telles que le diabéte et ses complications, le cancer, les maladies neurodégénératives et
cardiovasculaires pour lesquelles cette MPT interféere avec plusieurs mécanismes tels que le

métabolisme, la prolifération cellulaire, I'angiogenése et les métastases (Fig. 23).
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Figure 23 : La O-GIlcNAcylation régule le phénotype cancéreux. L'OGT via la O-GlcNAcylation régule, directement
ou indirectement, de nombreuses protéines dont la perte de contréle mene au cancer.

7.1. Le diabete

Cliniqguement, le diabéte peut étre classé en deux types : DT1 (diabéte de type 1) et DT2 (diabéte de
type 2). DT1, également connu sous le nom de diabéte insulino-dépendant se caractérise par une
diminution ou une perte globale de la production d’insuline et affecte environ 5 a 10 % des patients
diabétiques (Chetan et al., 2019). Quant au DT2, présent chez plus de 90 % des patients diabétiques, il
est une cause majeure de mortalité dans le monde et son incidence ne fait qu’augmenter dans les pays
industrialisés et en voie de développement. Une des caractéristiques majeures du DT2 est la résistance
a l'insuline qui se définit comme l'incapacité de I’hormone a induire ses effets métaboliques dont le
captage de glucose (Carpenter et al., 2019). La surexpression de 'OGT dans les tissus musculaires et
adipeux entraine le phénotype de DT2, suggérant que la O-GIcNAcylation joue un réle prépondérant
dans la résistance a l'insuline (McClain et al., 2002). En outre, I'élévation de la O-GlcNAcylation par le
PUGNACc ou la glucosamine augmente la résistance a I'insuline dans les adipocytes 3T3-L1 (Vosseller et
al., 2002). Ceci se manifeste par I'inhibition d’effecteurs importants de la signalisation de I'insuline tels

que AKT, GK, IRS1 et B-caténine (Vosseller et al., 2002). L'implication d’"HBP dans le développement de
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la résistance a l'insuline a été renforcée dans une autre étude menée sur des adipocytes primaires (Teo

et al,, 2010).

L'activité du gene de I'insuline dans les cellules B-pancréatiques est régulée par I'action synergique de
deux facteurs de transcription : PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) et NeuroD1 (Peterson
and Hart, 2016). Il a été montré dans les cellules B-pancréatiques Min6 (mouse-insulinoma-6) que des
niveaux élevés de O-GlcNAcylation augmentent I'expression de linsuline intracellulaire tout en

empéchant sa sécrétion en réponse au glucose (Durning et al., 2016).

La localisation de NeuroD1 est régulée par O-GIcNAcylation : dans des conditions faibles en glucose,
NeuroD1 est principalement dans le cytosol alors qu’un traitement avec un inhibiteur d’OGA induit sa
O-GlcNAcylation et sa translocation dans le noyau, permettant I'expression de I'insuline (Andrali et al.,
2007). Par ailleurs, deux sites de O-GlcNAcylation de PDX1 ont été identifiés dans les cellules B-
pancréatiques Min6. L’élévation des concentrations en glucose augmente la O-GlcNAcylation de PDX1
améliorant son activité de liaison a I’ADN et I'expression de I'insuline (Gao, J. Miyazaki, et al., 2003).
En revanche, plusieurs protéines clés de la voie de I'insuline sont inhibées par O-GlcNAcylation. C'est
le cas des protéines IRS1 et IRS2, PDK1, PI3K et AKT (Teo et al., 2010). Il a été montré que |'élévation
de la O-GlcNAcylation dans les cellules adipocytaires 3T3-L1 inhibe la phosphorylation de IRS1 sur
Tyr608, ce qui réduit I'activation de la voie PI3K/AKT et par conséquent contribue au phénomeéne de
résistance a l'insuline (Whelan et al., 2010). Comme décrit précédemment, en réponse a l'insuline,
I’OGT est recrutée du noyau vers la membrane plasmique entrainant I'inhibition, par O-GlcNAcylation,
de PDK1 et AKT et par voie de conséquence une atténuation de la voie de signalisation de I'insuline
(Yang et al., 2008). L’inhibition d’AKT empéche la phosphorylation d’une de ses protéines cibles GSK3
sur la Ser9 (Vosseller et al., 2002). De méme, la répression d’AKT induit une diminution d’absorption
de glucose en raison d’un défaut de translocation membranaire de GLUT4 par le biais d’AS160 (AKT
substrate of 160 kDa) (Teo et al., 2010). De méme, I'hyperglycémie active la O-GIcNAcylation des
facteurs de transcription FoxO1 (Housley et al., 2008), Sp1 (Jackson and Tjian, 1988), et CRTC2 (Dentin
et al., 2008) régulant a la hausse I'expression des genes impliqués dans la néoglucogenése et
conduisant a la glucotoxicité . Une autre étude a montré qu’un niveau élevé en glucose ou un
traitement avec le PUGNAc augmente la O-GIlcNAcylation de SP1 et induit I'expression de PAI-1
(plasminogen activator inhibitor-1), contribuant aux complications diabétiques notamment la
néphropathie et I'athérosclérose (Goldberg et al., 2000; Du et al., 2000). A cela s’ajoute que I’élévation
prolongée de O-GlcNAcylation contribue a la mort par apoptose des cellules B-pancréatiques (Liu et

al., 2000) (Fig. 24).
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Enfin et pour rappel, les polymorphismes nucléotidiques du géne de I'OGA sont associés au DT2 chez
les Mexicains (Lehman et al., 2005). De maniere intéressante, puisque les niveaux de O-GlcNAcylation
sont sensibles au glucose, des auteurs ont proposé que la O-GIcNAcylation des protéines
érythrocytaires humaines servent de biomarqueur du stade prédiabéte. La O-GlcNAcylation de
certaines protéines érythrocytaires notamment la catalase, augmente significativement chez les
patients prédiabétiques avant méme I’élévation de leur taux de HbAlc (hémoglobine glyquée Alc),
reflétant I'état glycémique de 'individu. En revanche, cette étude nécessite d’étre validée sur un essai
clinique plus large pour que la O-GIcNAcylation des protéines érythrocytaires puisse étre utilisée
comme outil de diagnostic dans la détection précoce du diabéte (Wang et al., 2009; K. Park et al.,

2010).

\ Cellule B-pancréatique

Glucose

Glucose Q

Milieu extracellulaire

UDP-GIcN b
Vésicule
Intra-cellulaire J_
GLUT4 ‘ l ‘
‘ GIcNAc [Glycogénogenése] [ Gluconéogenéese ]
@ Phosphate ‘l' Néphropathie diabétique

Toxicité Athérosclérose liée au diabéte

Figure 24 : Implication de la O-GIcNAcylation dans le diabéete de Type 2. En réponse au glucose, la O-
GlcNAcylation de NeuroD1 et PDX1 promeut la sécrétion d’insuline. Une fois lié a l'insuline, son récepteur
s’autophosphoryle et catalyse la phosphorylation, sur des résidus de tyrosine, de la protéine IRS, qui active PI3K.
A son tour, PI3K produit le PIP3 qui recrute PDK1 et AKT a la membrane plasmique ol AKT est activée par PDK1.
Une fois activée, AKT phosphoryle plusieurs substrats qui interviennent dans la signalisation de l'insuline
notamment la synthése du glycogene, I'absorption du glucose ou I'inhibition de la gluconéogenése. En réponse
a lI'insuline, I'OGT est retransloquée a la membrane plasmique, interagit avec le PIP3 et atténue la signalisation
de I'insuline.

7.2. Les maladies neurodégénératives
Les maladies neurodégénératives sont parmi les troubles les plus courants qui surviennent avec le
vieillissement. Elles sont caractérisées par la perte progressive de la structure et la fonction des
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neurones. Il a été montré qu’environ 40% des protéines neuronales et 19% des protéines du
synaptosome sont O-GlcNAcylées (Wani, Chatham, et al., 2017), suggérant I'implication de la O-
GlcNAcylation dans la neurodégénérescence. Cette idée est renforcée par le fait que les génes codant
I’OGT et I'OGA sont localisés sur des locus associés aux maladies de Parkinson (Graeber et al., 1992) et
d’Alzheimer (Bertram et al., 2000), respectivement. Par ailleurs, le cerveau est gluco-dépendant et

présente des niveaux élevés de ces enzymes (Gao et al., 2001).

La maladie d’Alzheimer se caractérise par des dépots extracellulaires de plaques AB (amyloides B) et
d’enchevétrements neurofibrillaires NFTs (neurofibrillary tangles) intracellulaires formés d’agrégats de
protéines Tau hyper-phosphorylées. Les plaques AB sont formées de fragments protéolytiques issus
du clivage de la protéine précurseur amyloide APP (amyloid precursor protein) par les B- et v-
sécrétases. En revanche, son clivage par |'a-sécrétase n’est pas amyloidogene. En ce sens, il a été
rapporté que la O-GIcNAcylation active I'a-sécrétase et inhibe la voie amyloidogene, conduisant a une
accumulation accrue du fragment soluble de la protéine APP (sAPP a) et empéchant la formation des
plagues AB (Kim et al., 2013; Tan and Gleeson, 2019) (Fig. 25A). Au cours de la maladie, la protéine Tau
qui, normalement s’associe aux microtubules et les protége, est hyper-phosphorylée perd son affinité
pour les microtubules, et forme des agrégats NFTs, facteur clé dans le développement de la maladie
d’Alzheimer. Il a été initialement montré que I'induction d’hyperphosphorylation protéique par 'OA
(okadaic acid), inhibiteur de phosphatase, dans les cellules neuronales induit une diminution des
niveaux de O-GlcNAcylation (Lefebvre et al., 1999). De méme, il a été montré que la surexpression de
I’OGT dans les neurones augmente la O-GlcNAcylation de la protéine Tau avec une diminution
concomitante de sa phosphorylation (Liu et al., 2004) (Fig. 25A). La délétion de I'OGT, par la stratégie
Cre-Lox, dans le cerveau induit une hyper-phosphorylation de la protéine Tau préliminaire a la mort
neuronale (O’Donnell et al., 2004). Ces résultats mettent en évidence l'importance de la O-
GlcNAcylation dans la prévention de la maladie d’Alzheimer. Une corrélation existe entre DT2, le
métabolisme du glucose et la maladie d’Alzheimer. Une autopsie pratiquée sur des cerveaux de
patients Alzheimer a montré une diminution de la O-GIcNAcylation (Liu et al., 2004). Pour note, les
personnes atteintes d’Alzheimer présentent un métabolisme du glucose plus faible au niveau cérébral
(Alexander et al., 2002) et les diabétiques ont plus de risque de développer cette neuropathie (Gudala

et al., 2013).

La maladie de Parkinson se caractérise par la mort des cellules neuronales dopaminergiques et par la
présence d’agrégats de la protéine a-synucléine dans les corps de Lewy (Lin et al., 2019). Comme pour
la protéine Tau, la O-GlcNAcylation réduit la phosphorylation de I'a-synucléine, son agrégation et par
conséquent son effet toxique sur les neurones (Marotta et al., 2015) (Fig. 25B). Cependant, le réle de

la O-GlcNAcylation dans la maladie de Parkinson est beaucoup plus compliqué. En effet, des niveaux
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plus élevés de O-GIcNAcylation ont été décrits dans des lysats de cortex temporal post-mortem de
patients atteints de maladie de Parkinson par rapport aux sujets sains du méme age. De plus, le
traitement de neurones corticaux primaires de rat avec un inhibiteur d’OGA, augmente la O-
GlcNAcylation des protéines, I'activité de la voie mTOR, I'accumulation d’a-synucléine accompagnée
d’une diminution du flux autophagique. En revanche, I'inhibition de mTOR par la rapamycine réverse
|’effet de inhibiteur sur 'OGA (Wani, Ouyang, et al., 2017). Ces auteurs supposent qu’a des niveaux
modérés, la O-GIcNAcylation est bénéfique en empéchant la formation d’agrégats d’a-synucléine. Au
contraire, des niveaux élevés de O-GIcNAcylation pourraient étre délétéres (Wani, Ouyang, et al., 2017)
(Fig. 25B). Une étude ultérieure a montré que I'augmentation de la O-GIcNAcylation avec le Thiamet-
G améliore la survie et les fonctions des neurones dopaminergiques et protege les souris de la maladie

de Parkinson (B.E. Lee et al., 2020).
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Figure 25 : Implication de la O-GIcNAcylation dans les maladies d’Alzheimer et de Parkinson. (A) la protéine
précurseur amyloide (APP) peut étre clivée par I'a-sécrétase ou les B- et v- sécrétases. La voie a-sécrétase n’est
pas amyloidogéne et clive APP en fragments solubles. En revanche, le clivage d’APP par B- et v- sécrétases génere
des plagues amyloides AB qui s’accumulent dans I'espace extracellulaire et interferent avec les fonctions
neuronales conduisant a la mort neuronale. L'augmentation de la O-GlcNAcylation améliore la voie non
amyloidogene et réduit la voie amyloidogene, offrant une certaine neuroprotection. Cette neuroprotection est
assurée grace a la O-GlcNAcylation de la protéine Tau, qui forme des agrégats NFT intracellulaires sous sa forme
hyper-phosphorylée. (B) La O-GlcNAcylation de I'a-synucléine diminue son agrégation, protégeant ainsi les
neurones dopaminergiques de la maladie de Parkinson.
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7.3. Les maladies cardiovasculaires

Le systeme cardiovasculaire est particulierement sensible aux changements métaboliques. Une
pression artérielle, une glycémie et un taux de lipides élevés ainsi que I'obésité et le diabete sont les
principaux facteurs de risque des maladies cardiovasculaires. Des études ont montré que la O-
GlcNAcylation participe a la physiopathologie des maladies cardiovasculaires. Il a initialement été
montré que la glucosamine protége les myocytes ventriculaires de rats néonataux (NRVMs) contre les
lésions d’I/R (ischémie/reperfusion) aiglie (Champattanachai et al., 2007). Le traitement par 'alloxane
ou I'azasérine, réduit significativement le niveau de O-GIcNAcylation et bloque I'effet protecteur de la
glycosylation (Champattanachai et al., 2007). L'élévation de la O-GIcNAcylation par le PUGNAc
augmente la viabilité cellulaire, et réduit I'apoptose et le stress oxydatif en réponse a I'l/R (Fig. 26A)
(Ngoh et al., 2009). En plus des expériences in vitro, il a été rapporté que lorsque des coeurs de souris
étaient soumis a des conditions ischémiques, I'augmentation de la O-GlcNAcylation était suffisante
pour réduire la taille de I'infarctus du myocarde et améliorer la survie des myocytes cardiaques (Jones
et al., 2008). L'ouverture des mPTP (mitochondrial permeability transition pore) est essentielle a la
survie lors de la reperfusion. Il a été montré que les VDAC (canaux anioniques voltage-dépendants),
I’élément clé des mPTP, sont O-GIcNAcylés ce qui pourrait affecter leur ouverture et protéger les
cardiomyocytes (Mailleux et al., 2016). La O-GlcNAcylation de la protéine mitochondriale anti-
apoptotique Bcl-2 dans des myocytes ventriculaires néonataux de rat est corrélée a une diminution
des lésions cellulaires post-I/R et une meilleure survie avec, en prime, un blocage de I'apoptose
(Champattanachai et al., 2008). En revanche, une étude plus récente a montré que I'hyper O-
GlcNAcylation induite par I'obésité contribue a I'atténuation de la cardioprotection contre les Iésions

I/R (Fig. 26A) (Jin et al., 2021).

D’autres études ont montré toute I'importance de la O-GlcNAcylation dans le cadre d’une hémorragie
traumatique (S. Yang et al., 2006; Zou et al., 2007). Tout d’abord, dans un modeéle de rat, le traitement
par la glucosamine ou le PUGNAc améliore la récupération de la perfusion et de la fonction des
organes, et réduit les niveaux d’IL6 (interleukine 6) circulante et de TNF-a (tumor necrosis factor alpha)
apres une hémorragie traumatique (S. Yang et al., 2006; Zou et al., 2007). Ultérieurement, il a été
montré que le processus inflammatoire survenant lors d’'une hémorragie traumatique est associé a
I"augmentation de I'activité de liaison a I’ADN de NF-KB dans le coeur (Zou et al., 2009). Ces auteurs
ont montré que le traitement a la glucosamine améliore la fonction cardiaque aprés une hémorragie
traumatique, et ce par I'augmentation des protéines O-GIcNAcylées et I'atténuation de la voie de
signalisation NF-KB (Fig. 26B) (Zou et al., 2009). En revanche, I'augmentation chronique de la O-
GlcNAcylation dans le coeur d’animaux diabétiques est impliquée dans la toxicité du glucose et est

associée aux dysfonctions cardiaques diabétiques (Marsh et al., 2014). En effet, dans des conditions
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diabétiques, il a été montré que la O-GlcNAcylation de PLB (phospholamban), inhibiteur de SERCA2a
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*ATPase) impliqué dans la contraction du muscle cardiaque,
inhibe sa phosphorylation et augmente son association avec SERCA2a, entrainant une détérioration
de la fonction cardiaque (Fig. 26C) (Mailleux et al., 2016). Enfin, il a été montré une délocalisation de
I’OGT et de I'OGA des bandes-Z des fibres cardiaques de rats diabétiques, ayant pour conséquence de
modifier la O-GIcNAcylation des myofilaments et d’altérer I'utilisation du calcium et les fonctions

cardiaques (Ramirez-Correa et al., 2015).

Nous pouvons conclure qu’en fonction des conditions physiologiques, la O-GIcNAcylation peut avoir
un effet protecteur ou offensif vis-a-vis des fonctions cardiovasculaires. A court terme, la O-
GlcNAcylation protége des lésions liées a I'l/R et au choc hémorragique traumatique, et semble plutét
potentialiser I'effet délétere sur les fonctions cardiaques dans des contextes d’obésité et de

cardiomyopathie diabétique.
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Figure 26 : Implication de la O-GIcNAcylation dans les maladies cardiovasculaires. (A) La O-GIcNAcylation offre
une cardioprotection suite a I'l/R. L’élévation de la O-GlcNAcylation aprés ischémie limite le stress oxydatif grace
a la modification de VDAC-1 mitochondrial qui, une fois O-GIcNAcylé, augmente son interaction avec les pores
de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) et limite la libération des radicaux libres. Lorsque VDAC-1
n’est pas O-GIcNAcylé, mPTP peut s’ouvrir et libérer les espéces radicalaires nocives. Lors de la reperfusion
cardiaque, la protéine pro-autophagique Beclin-1 se dissocie de son inhibiteur Bcl-2 et stimule constitutivement
I'autophagie. De plus, la phosphorylation de Bcl-2 bloque son interaction avec BAX (protéine X associée a Bcl-2)
dans la membrane mitochondriale, provoquant I'apoptose. La O-GlcNAcylation de Bcl-2 pendant la reperfusion
favorise son interaction avec Beclin-1 et BAX inhibant I'apoptose et favorisant la survie des cardiomyocytes.
L’augmentation de O-GlcNAcylation limite également I'infarctus de myocarde. En revanche, I'élévation de la O-
GlcNAcylation dans des conditions de diabéte inhibe son effet protecteur lors de I'l/R. (B) La O-GIcNAcylation
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inhibe I'inflammation au cours de 'hémorragie traumatique. La diminution de la O-GIcNAcylation favorise la
phosphorylation de la sous-unité p65 de NFkB et sa translocation au noyau ou elle stimule I'activation des genes
inflammatoires et la sécrétion d’IL6. En revanche, la O-GIcNAcylation favorise I'inhibition de NFkB contrélée par
IkBa, empéchant ainsi l'activation du processus inflammatoire. (C) La O-GlcNAcylation stimule la
cardiomyopathie diabétique : I’élévation de la O-GIcNAcylation dans le cceur diabétique contrarie la contraction
musculaire cardiaque normale, et ce par O-GlcNAcylation PLB et en favorisant son effet inhibiteur sur la pompe
SERCA2a ce qui induit la diminution de la charge calcique dans le RE.

7.4. Le cancer
6.4.1. Reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses

Le cancer est 'une des principales causes de mortalité mondiale (Bray et al.,, 2018). Les cellules
cancéreuses modifient leur métabolisme et leur signalisation pour favoriser la croissance, la survie et
la prolifération cellulaire. Les cellules cancéreuses se caractérisent par une haute capacité a se diviser
et, pour répondre rapidement a leur besoin, augmentent I'absorption de glucose. De fait, elles
produisent de I'énergie par voie glycolytique plutdét que par phosphorylation oxydative méme en
présence d’oxygene (Fig. 27). Ce phénoméne métabolique, découvert par Otto Warburg (Warburg,
1956), est maintenant largement observé dans divers cancers (Liberti and Locasale, 2016) (Fig. 27).
Néanmoins, il a été montré que la diminution de la production d’ATP glycolytique en inhibant la PK
(pyruvate kinase) n’empéche pas la tumorigenése (Israelsen et al., 2013). De plus, malgré leur flux
glycolytique élevé, une partie de I’ATP des cellules cancéreuses est générée par voie mitochondriale,
a I’exception des tumeurs portant des mutations au niveau des enzymes impliquées dans la respiration
mitochondriale, telles que SDH (succinate déshydrogénase) et FH (fumarate hydratase) (Zu and Guppy,

2004).

En plus du pyruvate dérivé de la glycolyse, les acides aminés et les acides gras peuvent soutenir la
production mitochondriale d’ATP. En effet, la dégradation des acides gras par la B-oxydation, génere
I"acétyl-CoA et les équivalents réducteurs NADH,H* et FADH,; réoxydés par la chaine de transport des
électrons (ETC, electron transport chain) de la membrane mitochondriale interne pour produire de
I’ATP. Par ailleurs, les cellules cancéreuses élévent I'absorption de la glutamine qui au cours de la
glutaminolyse génére I'a-cétoglutarate qui alimente le CK (cycle de Krebs), également appelé TCA
(cycle des acides tricarboxyliques ou cycle du citrate) (Hensley et al., 2013) (Fig. 27). De plus, les BCAA
(branched-chain amino acid) isoleucine, leucine et valine, élevés dans le plasma des patients atteints
de cancer du pancréas, peuvent étre oxydés et convertis en acétyl-CoA ou autres molécules organiques

pour rejoindre le TCA (Mayers et al., 2014).

Pour assurer leurs fonctions particulieéres et adapter leur métabolisme a leurs besoins, les cellules
cancéreuses se caractérisent par une dérégulation des voies de signalisation. Les facteurs de croissance
activent la voie PI3K/AKT/mTOR controélant la glycolyse et la synthése d’acides gras par I’activation de

HIF-1a et de SREBP respectivement (Dibble and Manning, 2013) (Fig. 27). Les cellules cancéreuses
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présentent fréquemment des mutations agissant sur la suractivation de la voie PI3K/AKT/mTOR avec
une dépendance minimale aux facteurs de croissance (Yuan and Cantley, 2008). Autre acteur
couramment dérégulé dans le cancer est le proto-oncogene c-Myc, par gain de fonction, par
translocation chromosomique, amplification génique ou polymorphisme nucléotidique. C-Myc régule
I’expression de nombreux genes impliqués dans la glycolyse, la lipogenese, la glutaminolyse, le
métabolisme de la sérine et le métabolisme mitochondrial, concourant a la croissance et a la
prolifération cellulaire. A cela, nous pouvons ajouter que I'oncogéne K-Ras, fréquemment muté dans
le cancer du poumon, du colon et du pancréas, stimule la voie PI3K et c-Myc aggravant la tumorigenése
(Stine et al., 2015) (Fig. 27). Outre les oncogenes, les suppresseurs de tumeurs tels que le facteur de
transcription p53 participe a la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses (Kruiswijk et
al.,, 2015). En effet, le géne TP53 (tumor protein 53) est muté ou dérégulé dans 50% des cancers
humains. Les fonctions suppressives de tumeurs de p53 comprennent la réparation de I’ADN, I'arrét
du cycle cellulaire, la senescence et I'apoptose (T. Li et al., 2012). Cependant, des études récentes
indiquent que p53 est impliqué dans la régulation du métabolisme et du stress oxydatif. Il a été montré
gue la perte de p53 augmente le flux glycolytique pour favoriser I'anabolisme et I'équilibre redox, deux

processus clés de la tumorigénése (Kruiswijk et al., 2015) (Fig. 27).

Autre caractéristique des cellules cancéreuses est leur résidence dans un environnement appauvri en
oxygene (hypoxie), de 0 a 2% d’0, seulement. L’adaptation métabolique a I’hypoxie est assurée par
HIF-1a, qui induit I'expression des génes métaboliques impliqués dans le flux glycolytique (Semenza,
2012). ll est a noter que certaines tumeurs présentent une activité constitutive de HIF-1a méme dans
des conditions normoxiques, et ce par le biais de divers mécanismes, notamment : (i) hyperactivation
de mTORC1, (ii) accumulation des ROS, et (iii) accumulation des métabolites du TCA du fait de

mutations spécifiques des génes codant SDH ou FH (Kaelin and Ratcliffe, 2008).
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Figure 27 : Dérégulation métabolique des cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses ont une activation
aberrante de la voie PI3K/AKT/mTOR qui induit I'activation des voies anaboliques des protéines et lipides. La
perte du suppresseur de tumeur p53 et I'activation de I'oncogene c-Myc favorisent la glycolyse. Les cellules
cancéreuses augmentent la consommation de glucose et produisent I’ATP via la glycolyse et la respiration
mitochondriale. Environ 2 a 3% du glucose est utilisé par HBP pour la synthése d’UDP-GIcNAc indispensable a la
O-GlcNAcylation. Le métabolisme contréle également la signalisation en régulant les ROS, la méthylation et
I'acétylation. Les cellules cancéreuses élevent aussi la consommation de la glutamine qui, aprés la glutaminolyse
rejoint le TCA. Les autres AA (acides aminés) peuvent également favoriser la production mitochondriale d’ATP
(voir le texte).

7.4.2.  Fonctions de la O-GIcNAcylation dans le cancer
7.4.2.1. Régulation du métabolisme

Il a été montré qu’au travers de I'augmentation du flux de la voie des hexosamines, les cellules
cancéreuses élévent leurs niveaux de O-GlcNAcylation. Cette augmentation corrélée a la surexpression
de I'OGT est observée dans de nombreux types de cancers (Bond and Hanover, 2015). Il a été rapporté
dans plusieurs études protéomiques qu’un grand nombre d’enzymes métaboliques sont O-
GIcNAcylées, suggérant le role critique de la O-GIcNAcylation dans le métabolisme cellulaire. Il a
initialement été montré que PFK1 (phosphofructokinase-1), enzyme glycolytique clé catalysant la
conversion du Fru-6-P (fructose-6 phosphate) en Fru-1,6-bisP, est O-GIcNAcylée sur la Ser529 ce qui
inhibe son activité et redirige le flux glycolytique vers la voie des pentoses phosphate, favorisant ainsi
la survie et la prolifération des cellules cancéreuses (Yi et al., 2012).La Glc-6-PD (glucose-6-phosphate
déshydrogénase), 'enzyme limitante de la voie des pentoses phosphate, est O-GIcNAcylée sur la Ser84,

augmentant son activité et le flux de glucose au travers de cette voie, conduisant a la synthése de
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précurseurs nucléotidiques et lipidiques (Rao et al.,, 2015). La O-GlcNAcylation de PGK1
(phosphoglycérate kinase-1) régule la glycolyse et soutient la croissance tumorale (Nie et al., 2020). La
O-GlcNAcylation de la derniére enzyme de la glycolyse, PKM2, déstabilise sa structure tétramérique
active et conduit a sa translocation nucléaire, entrainant une augmentation de la consommation du
glucose et la production du lactate, ainsi qu’une augmentation du niveau de synthese lipidique et
d’ADN des cellules cancéreuses (Wang et al., 2017). Il est a noter que la O-GlcNAcylation régule
également la glycolyse des cellules cancéreuses via la régulation de HIF-la et de sa cible
transcriptionnelle GLUT1 (Fig. 28). Les cellules de cancer du sein présentant des niveaux élevés de HIF-
la expriment également des quantités importantes d’'OGT et des niveaux faibles d’OGA, ceci en

corrélation avec un mauvais pronostic (Ferrer et al., 2014).

La protéine kinase AMPK est un autre régulateur du métabolisme et de I’'homéostasie énergétique ;
elle est activée en réponse au stress énergétique et nutritionnel (Shackelford and Shaw, 2009). La O-
GlcNAcylation d’AMPK inhibe son activité et par conséquent bloque I'autophagie dans des cellules

cancéreuses de la vessie (Jin et al., 2020) (Fig. 28).

Ensemble, ces résultats montrent que la O-GlcNAcylation joue un réle de premier ordre dans la

reprogrammation métabolique et favorise la croissance tumorale.

7.4.2.2. Régulation de la croissance et de la survie

La O-GlcNAcylation participe également a la tumorigenése par son impact dérégulateur de la
signalisation, de sorte a ce que la cellule cancéreuse échappe aux stress du reticulum, oxydatif et
nutritif, ainsi qu’a I’'hypoxie. Le flux HBP et la O-GIcNAcylation maintiennent la phosphorylation induite
par I'insuline de PI3K et de fait la croissance des cellules cancéreuses en réponse a une déprivation en
glucose (Jones et al., 2014). Dans des conditions hyperglycémiques, la O-GlcNAcylation de la Thr352
de la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-KB augmente son activité transcriptionnelle (cf 6.4
page 80) nécessaire au mécanisme de survie dans le cancer (Golks et al., 2007). Une autre étude
confirme que I'élévation de la O-GIcNAcylation contribue a I'activation oncogénique de NF-KB et inhibe
I'apoptose dans le cancer du pancréas (Ma et al.,, 2013). Récemment, il a été rapporté que I'OGT
favorise le cancer du foie, associé a la stéatose hépatique, en régulant le métabolisme de I'acide
palmitique et en induisant le stress du RE via I'activation de la voie NF-KB (W. Xu et al., 2017). Par
ailleurs, il a été rapporté que la O-GIcNAcylation de I'oncogene c-Myc sur le résidu Thr58 accélere la
croissance des cellules cancéreuses pancréatiques (Itkonen et al., 2013). Une boucle de rétrocontréle
positif existe puisque la voie PI3K/AKT/mTOR/c-Myc est nécessaire pour I'élévation d’OGT et de O-
GlcNAcylation dans des cellules cancéreuses mammaires humaines par un mécanisme de stabilisation

de I'OGT par la chaperonne Hsp90A (Sodi et al., 2015). La méme équipe a montré que la diminution de
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O-GlcNAcylation de cellules cancéreuses mammaires induit le stress du RE et I'apoptose (Ferrer et al.,
2014). En revanche, la O-GlcNAcylation de p53 sur la Ser149 diminue la phosphorylation inhibitrice sur
Thrl55 par le signalosome COP9 ayant pour conséquence de stabiliser p53 et de renforcer I'activité
suppressive de tumeur, I'apoptose des cellules cancéreuses pulmonaires H1299 se trouvant

augmentée (W.H. Yang et al., 2006) (Fig. 28).

7.4.2.3. Régulation de I'invasion, métastase et angiogenese

L'invasion et la métastase des cellules cancéreuses sont le fruit de processus en plusieurs étapes
incluant I'EMT (epithelial-mesenchymal transition), résultat d’une signalisation B-caténine/Snaill/E-

cadhérine aberrante au niveau de la matrice extracellulaire (Thiery and Sleeman, 2006).

La B-caténine est un coactivateur transcriptionnel de la voie de signalisation Wnt et joue un réle dans
I’adhésion intercellulaire. Son accumulation nucléaire en réponse aux mutations géniques est
directement liée a I'émergence de divers cancers au travers desquels elle régule la prolifération
cellulaire (Cui et al., 2018). Il a été montré que la B-caténine est O-GIcNAcylée sur la Ser23, ce qui
inhibe sa translocation nucléaire et diminue son activité transcriptionnelle, entrainant une diminution
significative de la prolifération des cellules du cancer de la prostate et de I'ostéosarcome (Ha et al.,
2014). En revanche, il a été montré par mon équipe que la O-GlcNAcylation de la B-caténine sur la
Thr41 la protége de la dégradation protéasomale, augmentant son activité dans des cellules de cancer
du célon (Olivier-Van Stichelen et al., 2014). Une autre étude sur les fibroblastes murins NIH-3T3 a
montré que la O-GlcNAcylation augmente I'expression de la B-caténine et favorise son activité
transcriptionnelle, améliorant ainsi la migration et le développement tumoral (Harosh-Davidovich and
Khalaila, 2018). Il a également été montré que la O-GIcNAcylation induit la diminution de la E-cadhérine
en surface cellulaire, par modification directe de la B-caténine, contribuant ainsi a la métastase dans
un modele murin de cancer du sein (Gu et al., 2010). Par ailleurs, Parc et collaborateurs ont montré
gue la O-GlcNAcylation du répresseur transcriptionnel Snaill, sur la Ser112, le stabilise et accroit son
activité, participant ainsi a la diminution de I'expression de la E-cadhérine et a 'amélioration de EMT
dans des cellules du cancer du sein (S.Y. Park et al., 2010). La O-GlcNAcylation sur la Ser108 de la
cofiline, un régulateur de la polymérisation de I’actine, est nécessaire pour sa localisation correcte dans
les invadopodes dans le processus d’invasion de cellules cancéreuses du sein (Huang et al., 2013). Au
contraire, la perte de O-GlcNAcylation de la cofiline conduit a la déstabilisation des invadopodes et
altére l'invasion cellulaire (Huang et al., 2013). |l a aussi été montré que I'élévation de la O-
GlcNAcylation était suffisante pour la transformation maligne des cellules prostatiques non
tumorigénes en favorisant la formation du complexe E-cadhérine/caténine/cytosquelette (Gu et al.,
2014). Enfin, la réduction des niveaux de O-GlcNAcylation dans les cellules du cancer de la prostate

induit une diminution de I'expression des métalloprotéinases matricielles, MMP-2, MMP-9 et VEGF et
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inhibe I'invasion et I'angiogeneése via la dégradation du facteur de transcription FoxM1 (Lynch et al.,

2012) (Fig. 28).
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Figure 28 : La O-GIlcNAcylation régule le phénotype cancéreux. L'OGT via la O-GlcNAcylation régule, directement
ou indirectement, de nombreuses protéines jouant un réle déterminant dans le processus cancéreux.

7.4.3.  La O-GlcNAcylation comme outil de diagnostic

La thérapie anticancéreuse nécessite des biomarqueurs fiables pour le diagnostic précoce, le pronostic
et la détection des récidives. Dans cette optique, les niveaux de O-GlcNAcylation et I'expression des
enzymes la régulant, I'OGT, 'OGA et la GFAT, peuvent servir de biomarqueurs pour la détection
précoce et le pronostic du cancer. Des niveaux élevés de O-GIcNAcylation sont associés a une mauvaise
survie chez les patients atteints du cancer de la prostate (Kamigaito et al., 2014). Rozanski et
collaborateurs ont détecté les ARNm codant I'OGT dans les urines de patients atteints du cancer de la
vessie, alors qu’ils sont indétectables dans les urines de patients sains. En outre, ces auteurs ont trouvé
qgue I'OGT est augmentée dans les tumeurs de haut grade par rapport aux tumeurs de bas grade. Bien
que les niveaux d’ARNm de I'OGA soient retrouvés a des taux comparables dans les urines de patients
sains ou atteints du cancer de la vessie, ils sont inversement corrélés avec le stade des tumeurs

(Rozanski et al., 2012). De plus, de faibles niveaux d’OGA corrélent avec la récidive tumorale chez les
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patients atteints de carcinome hépatocellulaire ayant subi une greffe du foie (Zhu et al., 2012). Dans
une autre étude, il a été montré que les niveaux de O-GIcNAcylation dans le sang et la rate corrélent
positivement avec la leucémie lymphoide chronique aprés traitement au resvératrol dans un modeéle
murin d’érythroleucémie (Tomic et al., 2013). Ainsi, la teneur en OGT et en O-GIcNAc dans 'urine ou
le sang pourrait étre un marqueur de diagnostic ou de réponse thérapeutique dans certains cancers.
Enfin, I'expression élevée de la GFAT2 est en corrélation avec un mauvais pronostic chez les patients

atteints du cancer du sein (Oikari et al., 2018).

7.4.4. La O-GIcNAcylation comme cible thérapeutique

Plusieurs études ont rapporté qu’une potentielle fenétre thérapeutique existerait en ciblant la O-
GlcNAcylation des cellules cancéreuses. La réduction génétique des niveaux de O-GlcNAcylation en
focalisant I'OGT diminue les caractéristiques liées au cancer du sein et de la prostate, y compris la
prolifération cellulaire, I'invasion et I'augmentation du stress métabolique et de I'apoptose, tout en
s’opposant a I'expression d’oncogénes puissants tels que FOXM1 (Caldwell et al., 2010), c-Myc (Itkonen
et al., 2013) et HIF-1 (Ferrer et al., 2014). Des miRNA et des petites molécules inhibitrices ciblant 'OGT
ont été identifiés comme présentant un potentiel thérapeutique anticancéreux. C'est le cas des
miRNA-24, miRNA-101 et miRNA-483 qui, en diminuant la transcription de I'OGT, bloquent la capacité
invasive du cancer du sein (Y. Liu, Huang, et al., 2017), du CCR (Jiang et al., 2019) et du cancer gastrique
(Yu et al., 2018) respectivement. De méme, ST045849 est capable d’interférer avec la prolifération
cellulaire du CHC (carcinome hépatocellulaire) (W. Xu et al., 2017). Il a été montré que ce méme
inhibiteur induit la mort des cellules du cancer de la prostate lorsqu’il est combiné avec la cyclosérine,
inhibiteur d’ALAT (alanine aminotransférase), connue pour son effet antibiotique contre
Mycobacterium tuberculosis (I1tkonen et al., 2016). De maniéere intéressante, cet effet combinatoire n’a
pas été observé dans une lignée cellulaire dérivée d’épithélium normal de la prostate (ltkonen et al.,
2016). De plus, le KO de I'OGT combiné avec l'inhibiteur de PI3K, GDC-0941, sensibilise les cellules
cancéreuses de 'ovaire et induit I'apoptose in vitro (Kwei et al., 2012). Par ailleurs, il a été montré que
la diminution de la O-GIcNAcylation dans des cellules cancéreuses du sein positives au récepteur aux
cestrogenes, potentialise les effets du tamoxifene sur la mort cellulaire (Kanwal et al., 2013). Ainsi,
I'inhibition de la O-GIcNAcylation serait un moyen efficace pour sensibiliser les cellules aux thérapies
existantes dans le traitement du cancer. OSMI-1, un autre inhibiteur d’OGT (Ortiz-Meoz et al., 2015),
diminue le volume tumoral (Sharma et al., 2019). OSMI-2 diminue la O-GIcNAcylation globale de la
chromatine et réduit la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate (Itkonen et al., 2019). Cet
effet a également été observé dans des organoides de patients atteints d’'un cancer de la prostate
métastatique lorsque OSMI-2 est associé a un inhibiteur de CDK9 (cyclin-dependent kinase)-9 (Itkonen

et al., 2020). Vocadlo et ses collegues ont caractérisé un autre inhibiteur d’OGT, I’Acs-55-GlcNAc qui,
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une fois dans la cellule, produit 'UDP-55-GIcNAc, un analogue de I'UDP-GIcNAc, qui inhibe I'activité de
I’OGT et diminue la O-GIcNAcylation (Gloster et al., 2011). Il a été montré que I’Acs-55-GIcNAc inhibe
la prolifération des cellules cancéreuses du pancréas (Gloster et al., 2011) et du sein (Sodi et al., 2015).
En effet, le traitement des cellules par I’Acs-5S-GIcNAc bloque la synthése de cycline D1, induite en
réponse au sérum, au cours de la transition GO/G1 ce qui bloque le cycle cellulaire et par conséquent
la prolifération cellulaire (Olivier-Van Stichelen et al., 2012). D’autres nouvelles petites molécules ont
été identifiées comme inhibiteurs de I'OGT, c’est le cas de BZX2, OSMI-3, OSMI-4, LO1, et ES1, mais
leur impact biologique n’a pas encore été suffisamment exploré (Y. Liu, Ren, et al., 2017; Martin et al.,

2018; Worth et al., 2019) (tableau 1).

Un autre point, discuté précédemment, indique que la diminution de la O-GIcNAcylation est corrélée
au phénotype de la maladie d’Alzheimer. Il a été montré que I'élévation de la O-GIcNAcylation par le
Thiamet-G, réduit significativement I'agrégation de la protéine Tau et protege les souris de cette
neuropathie. Ainsi, la O-GlcNAcylation pourrait étre une cible thérapeutique dans la maladie

d’Alzheimer (Hastings et al., 2017).

A ce stade, nous pouvons conclure que l'utilisation d’inhibiteurs d’OGT seuls ou en association avec
d’autres médicaments pourrait potentialiser la thérapie anti-cancéreuse et d’autres pathologies. En
revanche, compte tenu des roOles clés de la O-GlcNAcylation dans les processus cellulaires
physiologiques (cf 6 page 73), inhiber 'OGT pourrait affecter les fonctions physiologiques de milliers
de protéines. A cet égard, il serait intéressant de cibler spécifiquement I'interaction de 'OGT avec
certains de ses substrats. Des études ciblant la correction de O-GIcNAcylation aberrante a des niveaux
considérés comme normaux ou physiologiques, seront nécessaires pour prévenir ou atténuer ces

effets indésirables.

6.4.5. Le carcinome hépatocellulaire (CHC)
6.4.5.1. Epidémiologie et facteurs de risque

Le CHC est I'un des cancers les plus fréquents avec un taux de mortalité élevé. Des données
épidémiologiques récentes (Globocan 2020) du centre international de recherche sur le cancer-
organisation mondiale de la santé ont montré que le cancer du foie est le sixieme cancer par sa
fréquence et la troisieme cause de déces par cancer dans le monde (Sung et al., 2021) (Fig. 29A). Le
CHC est le principal cancer primitif du foie qui se développe a partir des cellules majoritaires de cet
organe, les hépatocytes, et représente 90% des tumeurs primaires du foie. C'est un cancer de mauvais
pronostic en raison d’un diagnostic souvent tardif et de I'inefficacité des traitements pour les stades

avancés de la maladie (Sukowati, 2019).
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La distribution mondiale de CHC est associée a la prévalence de ses facteurs de risque. En effet,
I'infection par le virus de I’hépatite B HBV (hepatitis B virus) est la principale cause de CHC en Asie
orientale et en Afrique subsaharienne avec un taux de prévalence d’environ 70%. En Europe et en
Amérique du Nord, I'infection par le virus de I’"hépatite C HCV (hepatitis C virus) est responsable de 50
a 70 % des cancers du foie, tandis qu’'une consommation excessive d’alcool entraine une stéatose
hépatique alcoolique ASH (alcoholic steatohepatitis) responsable elle d’ environ 20 % des cas (El-Serag,
2011). Des études cas-témoins de différents pays ont rapporté que la consommation chronique
d’alcool est associée a 'augmentation d’un facteur 2 du CHC (Ramadori et al., 2017). Outre I'infection
par les virus hépatotropes et la consommation d’alcool, I'obésité et le diabéte, couramment associés
a la stéatose hépatique non alcoolique NASH (non-alcoholic steatohepatitis), augmentent également
le risque de CHC (Estes et al., 2018). Ainsi, I'infection par les virus de I'hépatite et les maladies

métaboliques du foie contribuent auc CHC.

L'exposition a certains agents chimiques et toxines telle que I'aflatoxine B participe également a la
progression du CHC. L’aflatoxine B est une myotoxine produite par le champignon Aspergillus et est
plus courante en Asie et dans les régions tropicales d’Afrique que dans le reste du Monde. Elle est
souvent ingérée avec des grains céréaliers contaminés. Une fois métabolisée par le cytochrome
hépatique p450, elle agit comme un mutagene de I’ADN en induisant une transversion G-T du codon
249 du géne TP53. Il a été montré que lorsque I'exposition a I'aflatoxine se conjugue a l'infection
chronique par le HBV, le risque du cancer du foie est 30 fois plus élevé qu’en cas d’exposition a

|’aflatoxine seule (Bressac et al., 1991).

Enfin, il a été montré que le tabagisme contribue a l'initiation du CHC en accélérant la fibrose
hépatique, la consommation a long terme de tabac étant étroitement associée au CHC (Zein et al.,
2011; Gallaway et al.,, 2018). En effet, le tabac introduit des hépatocarcinogénes tels que
I"acétylaminofluoréne et le 4-aminobiophényle dans I'organisme, ce qui augmente la production de
cytokines pro-inflammatoires et induit le stress oxydatif, déclenchant la peroxydation lipidique.
Lorsque ces molécules sont associées avec d’autres facteurs de risque tels que HBV, HCV,
consommation chronique d’alcool et obésité, les conséquences a long terme du tabagisme peuvent

étre trés néfastes (Bataller, 2006; Petrick et al., 2018) (Fig. 29B).
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Figure 29 : Incidence, mortalité et facteurs de risque du carcinome hépatocellulaire (CHC). (A) Le CHC est classé
6 en termes d’incidence et 3®™ en termes de mortalité selon (Sung et al., 2021). (B) Facteurs de risque du
CHC.

6.4.5.2. Altérations génétiques, survenue et classification du CHC

L’hépatocarcinogenese est un processus multi-étape ou I'exposition répétée a plusieurs facteurs de
risque peut induire des états pathologiques dont I’hépatite chronique et la cirrhose susceptibles
d’induire des anomalies moléculaires. Ces Iésions déclenchent un mécanisme inflammatoire chronique
associé a une régénération hépatocytaire excessive et a un stress oxydatif, évenements qui favorisent
I"accumulation d’altérations génétiques et la sénescence réplicative des hépatocytes (Thorgeirsson
and Grisham, 2002) (Fig. 30). La réactivation des télomérases permet aux cellules cancéreuses de
contourner les voies de signalisation des points de contrdle activées lors du raccourcissement des
télomeres, et de surmonter la sénescence replicative (Bell et al., 2016). Il a été montré que la mutation
activatrice du promoteur de la télomérase TERT est absente dans des foies cirrhotiques (Nault et al.,
2014). A cela s’ajoute gu’elle est reconnue comme I'altération la plus fréquente (43 a 64 %) et la plus

précoce dans le CHC (Nault et al., 2013) (Fig. 30).

D’autres genes sont également mutés dans le CHC. C’est le cas de ceux impliqués dans la voie de
signalisation Wnt/B-caténine. Il a été rapporté que 15 a 33 % des patients atteints du CHC portent des
mutations activatrices de CTNNB1, géne codant la B-caténine (de La Coste et al., 1998), et 17 % portent

des mutations inactivatrices dans AXIN1 (11 a 15 %) ou APC (adenomatous polyposis coli) (1 a 2 %)
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(Laurent-Puig et al., 2001; Schulze et al., 2015). Ces mutations s’opposent a la dégradation de la B-
caténine conduisant a une activation aberrante de la signalisation Wnt. Par ailleurs, des mutations
inactivant le suppresseur de tumeur TP53 (12 a 48 %) sont retrouvées dans le CHC lié a I'aflatoxine B1
et a I'infection par HBV. Ces mutations sont associées a une instabilité chromosomique élevée et se

retrouvent rarement associées aux mutations de CTNNB1 (Guichard et al., 2012).

En se basant sur ces mutations, le CHC peut étre classé en deux sous-types moléculaires (Zucman-
Rossi et al., 2015). La classe proliférative, plus fréquemment observée chez les patients infectés par
HBV est caractérisée par des marques moléculaires et histologiques entrainant un comportement
clinique agressif, notamment des taux sériques élevés d’AFP (alpha-feeto-protéine), une mauvaise
différenciation cellulaire, une instabilité chromosomique, des mutations de TP53 et une activation des
voies oncogéniques telles que les voie Ras/MAPK, PI3K/AKT/mTOR et MET (le récepteur des facteurs
de croissance des hépatocytes, HGF pour hepatocyte growth factor). Il a été montré que la plupart des
mauvais résultats cliniques sont associés a cette classe avec une diminution de la survie des patients
(Villanueva et al., 2011). Quant aux tumeurs de la classe non proliférative, elles présentent plus
particulierement des mutations du géne de la B-caténine et sont souvent plus grosses mais moins
agressives, moins susceptibles d’envahir le systéme vasculaire et contiennent des cellules plus
fortement différenciées (Fig. 30). Elles sont également plus fréquemment observées dans les stades
précoces du CHC (I et Il). Contrairement aux tumeurs mutées TP53, les tumeurs mutées sur le gene
codant la B-caténine présentent un faible taux sérique d’AFP. Enfin, les patients de plus de 60 ans et/ou
consommateurs chroniques d’alcool et de sexe masculin sont plus susceptibles de présenter une
mutation du géne de la B-caténine (Khalaf et al., 2018). Il a été montré que les mutations de la -
caténine sont corrélées a un pronostic favorable chez les patients atteints du CHC au stade précoce, et
ne sont pas associées au pronostic (pas de données significatives) dans le stade avancé du CHC (Lu et

al., 2014; Wang et al., 2015).

100



TERT 43-64 %
CTNNB1 15-33 %
APC 1-2%

AXINB1 11-15 %
TP53 12-48 %
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ch&onlque
T Classe Classe non
7 proliférative proliférative
Foie sain 7 AFP
\ Différenciation VAFP
Ras/MAPK 7 Différenciation
AKT/mTOR Liée a I'age >60 ans
MET Bon pronostic
Facteurs Liée & HBV
de risque Mauvais pronostic

Figure 30 : Mise en place du carcinome hépatocellulaire. L’exposition du foie sain a plusieurs facteurs de risque
induit des pathologies dont la stéatose hépatique responsable d’une inflammation chronique favorisant
I"'accumulation d’altérations génétiques. La mutation du géne de la télomérase TERT est la plus fréquente du
CHC. La mutation du gene du suppresseur de tumeur TP53 est une caractéristique de la classe proliférative. En
revanche, la classe non proliférative est caractérisée par la mutation du géne de la B-caténine, CTNNBI.

Concernant les différents stades du CHC, le systeme le plus fréquemment employé est la classification
BCLC (Barcelona clinic liver cancer). Cette classification prend en considération certains critéres tels
que le score selon la classification de Chil-Pugh (mesurant la gravité des dommages au foie causés par
la formation de tissus cirrhotiques), les caractéristiques de la tumeur (dont le nombre, la taille et les
symptomes ou le cancer s’est propagé), et I'indice fonctionnel, qui évalue la capacité a exercer les
activités quotidiennes et déterminé a I'aide du score de ECOG (Eastern cooperative oncology group).
Il existe 5 stades : stade 0 ou stade | suivi des stades A, B, C et D appelés aussi stades II, lll, IV et V
respectivement (European Association for the Study of the Liver, 2018) dont les caractéristiques sont

résumées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 4 : Les différentes classes du CHC

Stade Score Child- Caractéristiques
Pugh

A 0 1 tumeur £2 cm, aucun symptéme, pas d’envahissement des gros

vaisseaux sanguins du foie

Aou ll A/B 0 Jusqu’a 3 tumeurs <3 cm, aucun symptdme, pas d’envahissement des

. gros vaisseaux sanguins du foie
Précoce

B ou Il A/B 0 Plus de 3 tumeurs dans le foie ou 1 a 3 tumeurs dont au moins une >3 cm,

aucun symptdme, pas d’envahissement des gros vaisseaux sanguins du

Intermédiaire :
foie
Cou lV A/B 1/2 Plusieurs tumeurs, avec des symptdmes, envahissement des gros
) vaisseaux sanguins du foie, métastase
Avance
Dou V C 3/4 Plusieurs tumeurs, avec des symptomes, envahissement des gros

vaisseaux sanguins du foie, métastase

Terminal

Comme beaucoup de cancers, le CHC peut récidiver a la suite du traitement : il peut y avoir récidive
locale, régionale ou distale. Il a été montré que les principales métastases du foie sont localisées aux

poumons (55%), ganglions lymphatiques abdominaux (41%) et os (28%) (Katyal et al., 2000).

6.4.5.3. Diagnostic, pronostic et prise en charge des patients

L'AFP est le biomarqueur de stade V le plus largement utilisé pour la surveillance et le diagnostic du
CHC, il est utilisé en association avec I'échographie, la tomodensitométrie multiphasique et I'IRM
(imagerie par résonnance magnétique). Cependant, I’évaluation de I’AFP montre une faible sensibilité
(47 a 64 %) et est inefficace pour détecter le CHC précoce (Sherman, 2014). Pour cela, GALAD, un score
algorithmique qui nécessite encore une validation, améliore le diagnostic du CHC au stade précoce et
d’obtenir un bon pronostic, tout en combinant certains parametres tels que le sexe, I’AFP, I'AFP-L3 et
les DCP (des-y-carboxyprothrombin) du sang périphérique. En effet, dans une étude ayant porté sur
trois cohortes indépendantes (Allemagne, Japon et Hong Kong), GALAD a démontré une meilleure
sensibilité dans le diagnostic du CHC en comparaison a I'AFP, AFP-L3 ou DCP seuls. GALAD est

actuellement en essais cliniques en tant que nouvel outil de diagnostic du CHC (Berhane et al., 2016).

D’autres potentiels biomarqueurs du CHC précoce comprennent la protéine de choc thermique Hsp70,
CAP2 (adenylyl catalase-associated protein 2), GPC3 (glypican-3), GS (glutamine synthase) et GP73
(protéine golgienne de 73 kDa) mais aucune de ces molécules n’a été approuvée cliniquement

(Marrero et al., 2005; Sakamoto, 2009; Di Tommaso et al., 2009).

La biopsie liquide permet la collecte d’échantillons tels que CTCs (cellules tumorales circulantes),

ctDNA (circulating tumor DNA), micro ARNs et ARNs extracellulaires. Des études ont rapporté que la
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présence des CTCs chez les patients atteints du CHC est associée a la croissance tumorale, au caractere
invasif, a la récidive et aux métastases. En revanche, la plupart de ces études étaient basées sur une
population restreinte et manquaient de données prospectives a long terme (Sun et al., 2013; Schulze
et al., 2013). Il a également été rapporté dans une autre étude que les ctDNA, libérés par les cellules
tumorales apoptotiques et nécrotiques, présentaient des méthylations spécifiques a la tumeur
permettant de surpasser I’AFP en termes de sensibilité et de spécificité en tant que marqueur de

diagnostic et de pronostic (R.-H. Xu et al., 2017).

Donc, en raison d’un diagnostic souvent tardif, le CHC est de mauvais pronostic (Fig. 31). En effet, les
patients présentant un CHC détecté aprés I'apparition des symptomes, de stade avancé, ont un
mauvais pronostic avec une survie globale a 5 ans inférieure a 10 % (Forner et al., 2018). Les
symptomes associés au CHC peuvent inclure des douleurs abdominales, une anorexie, une satiété
précoce, une perte de poids, un ictére obstructif, une fievre, une diarrhée aqueuse et douloureuse, et
des douleurs osseuses provenant des métastases. En revanche, un CHC détecté a un stade tres précoce

peut étre guéri avec un excellent pronostic a long terme (El-Serag, 2011).

La résection chirurgicale, la greffe de foie, I'ETA (embolisation transartérielle), I'ablation par
radiothérapie et le traitement systémique peuvent prolonger I'espérance de vie des patients (Buendia

and Neuveut, 2015) (Fig. 31).

Pour les patients atteints d’'un CHC a un stade précoce sans antécédents de cirrhose ou d’hypertension,
la résection est recommandée. Cependant, elle est associée a un taux de récidive d’environ 60 a 70 %
a 5 ans ce qui entraine une résection répétée (Tabrizian et al., 2015). Les patients atteints d’'un CHC a
un stade précoce présentant un dysfonctionnement hépatique peuvent bénéficier d’une greffe de foie
avec un taux de survie a 4 ans supérieur a 80 % selon les critéres de Milan : une seule tumeur de 5 cm
ou trois tumeurs £3 cm au moment de la transplantation (Sapisochin and Bruix, 2017). Cependant, le
CHC est cliniguement asymptomatique et les petits nodules <2 cm sont difficilement caractérisés ce

qui augmente le taux de mortalité (Sapisochin and Bruix, 2017) .

Les patients présentant un CHC non résécable a un stade intermédiaire et avec une fonction hépatique
intacte sont éligibles a 'ETA ou a la radiothérapie (Oliveri et al., 2011; Abdel-Rahman and Elsayed,
2017). Cependant, la question de savoir si 'un ou l'autre traitement peut prolonger la survie en
I'absence de chimiothérapie systémique reste controversée et nécessite une validation plus

approfondie.

Le traitement des patients atteints d’'un CHC a un stade avancé se limite a la chimiothérapie systémique
(Le Grazie et al., 2017). Malheureusement, depuis prés d’une décennie le sorafénib est la seule

molécule chimiothérapeutique utilisée pour le CHC avancé. |l permet de prolonger la survie de 3 mois
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(Forner et al., 2018). Entre 2017 et 2019, de nouvelles thérapies systémiques ont vu le jour. Elles ciblent
les récepteurs a activité tyrosine kinase : il s’agit du régorafénib (Bruix et al., 2017), lenvatinib (Kudo

et al., 2018), cabozantinib (Abou-Alfa et al., 2018), et ramucirumab (A.X. Zhu et al., 2015) (Fig. 31).

Enfin, 'immunothérapie est le dernier développement dans le traitement du CHC. En effet, la majorité
des CHC résultent d’une maladie hépatique chronique pour laquelle les cellules T sont constamment
exposées a des antigénes et a des signaux inflammatoires ce qui provoque leur épuisement et perte
de fonction et produit une surexpression des protéines inhibitrices telles que PD-1 (programmed cell
death 1), CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) et TIM-3 (T-cell immunoglobulin and
mucin domain-3). Cela suggére que les patients atteints de CHC pourraient bénéficier de
I'immunothérapie en ciblant les cellules T (Zheng et al.,, 2017; Chew et al.,, 2017). En effet, les
inhibiteurs de points de contréle immunitaires et la thérapie cellulaire CAR T (chimeric antigen
receptor T) cell adoptive sont les deux piliers de I'immunothérapie. La premiére permet d’améliorer la
réponse antitumorale des cellules T en bloquant les voies inhibitrices. Quant a la deuxiéme, elle
consiste en |'utilisation thérapeutique de cellules T de patients pour cibler spécifiquement les cellules
cancéreuses. En 2017, le nivolumab, inhibiteur de PD-1, a été approuvé comme traitement de
deuxieme intention dans le traitement du CHC avancé (El-Khoueiry et al.,, 2017). En 2020, la
combinaison nivolumab-ipilimumab, anticorps monoclonal anti-CTLA4, a été approuvée pour le
traitement des patients atteints de CHC avancé et intolérants au sorafénib (Saung et al., 2021) Il a été
rapporté que les patients atteints de CHC non résécable traités avec I'association atezolizumab,
inhibiteur de PD-L1 (programmed death-ligand 1), et bivacizumab, anticorps monoclonal anti-VEGF,
ont montré une meilleure survie globale (67,2 % a 12 mois contre 54,6 %) en comparaison a ceux traités
par le sorafénib seul (Finn et al., 2020). Enfin, les antigénes tumoraux du CHC sont souvent
intracellulaires ou sécrétés, ce qui rend difficile I'utilisation de la thérapie a I'aide de cellules CAR T qui
nécessite la présence de TAAs (tumor-associated antigens). De ce fait, il n’existe actuellement aucune
thérapie par cellules CAR T disponible pour les patients atteints de CHC. En revanche, des résultats
d’une étude préclinique semblent encourageants. En effet, il a été montré que le transfert adoptif de
cellules CAR T ciblant I’AFP (H. Liu et al., 2017) et le GPC3 (Dargel et al., 2015) réduisait la charge

tumorale dans un modele murin de CHC.
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Figure 31 : Pronostic et traitements du CHC. Le CHC est généralement de mauvais pronostic en raison d’une
détection a un stade avancé. Pour les traitements du CHC, voir les détails dans le texte.

6.4.5.4. Augmentation de la lipogenéese dans le CHC

Comme discuté dans la premiére partie, la dérégulation de la lipogenése dans le cancer est nécessaire
pour fournir les précurseurs lipidiques impliqués dans la production des membranes cellulaires, la
modification des protéines, la transduction du signal et, in fine, la prolifération cellulaire. Les études
qui s’intéressent a la contribution de la lipogenése dans le développement du CHC sont relativement
récentes. Tout d’abord, la surexpression de ’ARNm des principales enzymes lipogéniques, dont ACLY,
ACC, FAS et SCD1 a été décrite dans le CHC par rapport au foie non néoplasique (Yahagi et al., 2005).
Des résultats similaires ont été obtenus sur des collections de CHC humaines plus larges, avec une
augmentation concomitante des enzymes de biosynthese du cholestérol (Calvisi et al., 2011). Une
étude in vitro a montré que l'inhibition de la FAS affecte de maniére significative la croissance des
cellules de CHC humaines de maniere dépendante de p38MAPK (Gao et al., 2006). En outre, SREBP, un
inducteur majeur de la lipogenése (c¢f 2.3.1.1 page 34), a été identifié comme un mauvais marqueur
pronostic dans le cancer du foie (Yamashita et al.,, 2009). Hao et collaborateurs ont montré que
I'inactivation génétique de la FAS supprime I'invasion et la migration des cellules du CHC, indiquant

son potentiel role dans les métastases tumorales du CHC (Hao et al., 2014).

6.4.54.5. La O-GlcNAcylation dans le CHC

Tres peu d’études existent sur le réle de la O-GIcNAcylation dans le CHC. Il a initialement été montré
par Zhu et collaborateurs que les patients récidivant apres une greffe de foie, présentaient des niveaux
élevés de O-GlcNAcylation par rapport aux patients qui n’ont pas rechuté. Dans la méme étude, les

auteurs ont montré que de faibles niveaux d’OGA sont en corrélation avec la récidive chez ces patients
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ce qui suggere que I'OGA serait de bon pronostic dans le CHC (Zhu et al., 2012). De plus et comme
décrit précédemment, il a été rapporté que I'OGT favorise le CHC en régulant le métabolisme de I'acide
palmitique et que son inhibition induit 'arrét de la prolifération des cellules de carcinome
hépatocellulaire (W. Xu et al., 2017). Par ailleurs, il a été montré que la O-GIcNAcylation de HDAC1
joue un role important dans la pathogenése de CHC en favorisant sa phosphorylation et son activité
(Zhu et al., 2016). Une étude tres récente a montré que I'OGT favorise la migration et I'invasion des

cellules de CHC via la cavéoline-1 qui inhibe miR24, microARN ciblant 'OGT (Wang et al., 2021).

Partie 3 : La voie de signalisation mTOR

1. Caractéristiques générales

mTOR (mammalian/mechanistic target of rapamycin) est une sérine/thréonine kinase appartenant a
la famille des kinases PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase) liées a PI3K. Chez les
mammiféres, mTOR constitue la sous-unité catalytique de deux complexes distincts appelés mTORC1
(mTOR complex 1) et mMTORC2 (mTOR complex 2) qui se distinguent par les protéines qui les
composent, leurs substrats et fonctions, ainsi que par leur sensibilité différentielle a la rapamycine, un
macrolide bactérien, antifongique, anticancéreux et immunosuppresseur. Elle est extraite d’une algue

récoltée sur I'lle de Paques (appelée aussi Rapa-Nul) (Yang et al., 2013).

MTORC1 est constitué de trois composants principaux : la sous-unité catalytique mTOR, la protéine
mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8) (également connue sous le nom GBL (G protein B
subunit-like)) et RAPTOR (regulatory-associated protein of mTOR). Alors que des données structurelles
suggérent que mLST8 stabilise le domaine kinase de mTOR (Yang et al., 2013), la délétion de cette
protéine n’affecte pas la phosphorylation des substrats de mTORC1 (Guertin et al., 2006). Quant a
RAPTOR, il est connu pour étre essentiel a la bonne localisation de mTORC1 et peut également recruter
ses substrats en liant les motifs TOR (target of rapamycin) présents sur plusieurs substrats de mTOR
(Nojima et al., 2003). RAPTOR forme un complexe avec PRAS40 (proline-rich AKT substrate 40 KDa) qui
agit comme un inhibiteur endogene de I'activité de mTORC1 (Sancak et al., 2007). D’autres études
structurelles ont montré que I'activation du domaine kinase de mTOR se fait via la petite protéine G
GTPase Rheb (Ras homolog enriched in brain) au niveau du lysosome (H. Yang et al.,, 2017). Des
approches de co-cristallisation ont montré que I'inhibition de mTORC1 par le complexe rapamycine-
FKBP12 se fait grace au domaine de liaison FRB (FKBP12-rapamycin binding domain) de mTOR en
bloquant partiellement I’entrée du substrat dans le site actif de la kinase (Yang et al., 2013; H. Yang et

al., 2017).
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Contrairement a mTORC1, mTORC2 conserve la capacité de phosphoryler ses substrats lors d’'un
traitement a la rapamycine. Comme pour mTORC1, le noyau de mTORC2 est formé de mTOR et mLST8.
mLST8 est nécessaire pour la stabilité et le fonctionnement de mTORC2 (Guertin et al., 2006; Hwang
et al., 2019). Au lieu de RAPTOR, mTORC2 se caractérise par la protéine RICTOR (RPTOR independent
companion of mTOR complex 2 ou rapamycin-insensitive companion of rapamycin) qui, contrairement
a RAPTOR, ne dirige pas les substrats de mTORC2 (Sarbassov et al., 2004), mais se lie a la protéine
mSIN1 (mitogen-activated MAPKAP1 protein kinase-associated protein 1) interagissant avec MAPK (Q.
Yang et al., 2006), DEPTOR (DEP (dishevelled, Egl-10 and pleckstrin domain) domain containing mTOR
interacting protein) (comme pour mTORC1) (Peterson et al., 2009) et a la protéine associée a RICTOR
(PROTOR 1/2) pour former le complexe mTORC2 (Pearce et al., 2007). Il est a noter que la protéine
mSIN1 posséde un domaine homologue a la pleckstrine qui se lie aux phospholipides ce qui pourrait
aider 'association de mTORC2 a la membrane plasmique (Yuan and Guan, 2015). Enfin, des études
structurelles ont montré que RICTOR bloque le site de liaison au complexe rapamycine-FKBP12 de
mTOR, rendant ainsi mTORC2 insensible a l'inhibition aiglie par la rapamycine. Néanmoins, un
traitement prolongé a la rapamycine induit tout de méme l'inhibition de la signalisation mTORC2

(Sarbassov et al., 2006).

mTORC1 régule la croissance cellulaire grace a la coordination de I’'anabolisme des protéines, la
biosynthese des nucléotides, la lipogenese, la glycolyse et I'autophagie dont les mécanismes seront
détaillés un peu plus loin. En revanche, mTORC2 est impliqué dans la régulation du cytosquelette
(Sarbassov et al., 2004), I'apoptose et le métabolisme du glucose par phosphorylation du résidu Ser473
d’AKT (Sarbassov et al., 2005). D’ailleurs, en activant AKT, mTORC2 est également impliqué dans la
régulation de mTORC1 puisqu’AKT cible mTORC1 en inactivant par phosphorylation son inhibiteur
TSC1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2) (Inoki et al.,, 2002), et mTORC2 en phosphorylant
mSIN1 (Humphrey et al., 2013).

Au cours de ma thése, je me suis plus particulierement intéressée a mTORC1. De ce fait, pour la suite

de mon mémoire, je parlerai de mTOR pour faire référence a mTORC1.
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Figure 32 : Structures de mTORC1 et mTORC2. (A) Représentations schématiques des différents composants de
mMTORC1 et mTORC2. Pour les détails, voir texte. (B) Figure tirée de (Liu and Sabatini, 2020) reconstitution de
mMTORC1 (sans PRAS40 et DEPTOR) complexé avec FKBP12-rapamycine et de mTORC2 (sans PROTOR).

2. Fonctions régulées par mTOR

Comme discuté ci-dessus, mTOR joue un réle primordial dans la prolifération cellulaire en régulant le

métabolisme et I'autophagie.

2.1. Synthese protéique

La synthése protéique est régulée par mTOR qui, en réponse a la stimulation par les facteurs mitogenes
et les acides aminés, phosphoryle et inhibe 4E-BP1, le répresseur du facteur d’initiation de la
traduction eucaryote elF4E (eukaryotic initiation factor 4E) (Fig. 33). elF4E est ainsi libéré et la
traduction des ARNm a motif 5’TOP (5’terminal oligopyrimidine tract) initiée (Hara et al., 1997). Les
ARNm 5'TOP codent principalement des protéines ribosomales et des composants de la machinerie
traductionnelle (Hannan et al., 2003). mTOR assure également la traduction en activant la protéine
p70S6K, par phosphorylation du résidu Thr389, qui a son tour phosphoryle et active la protéine
ribosomale S6 de la sous-unité 40S (Hannan et al., 2003) (Fig. 33). Il a été rapporté que la rapamycine
inhibe la traduction des ARNm 5’TOP en bloquant les sites de phosphorylation de p70S6K (Jefferies et
al., 1997). Il a également été montré que I'inhibition de mTOR a la fois par la rapamycine et la privation

en nutriments induit I'arrét du cycle cellulaire en phase G1. Des résultats similaires ont été obtenus
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lors de la surexpression de 4E-BP1. En revanche, la surexpression de p70S6K et elF4E permet la

progression en phase G1 du cycle cellulaire (Fingar et al., 2004).

2.2. Synthése lipidique

Pour croitre, les cellules doivent synthétiser des lipides afin de soutenir la biogenése de nouvelles
membranes. mTOR favorise la lipogenéese en régulant le facteur de transcription SREBP et PPAR-y
(peroxisome proliferator-activated receptor-y). En effet, mTOR favorise I'activité transcriptionnelle de
SREBP en phosphorylant son inhibiteur lipine-1 ce qui I’exclut du noyau (Peterson et al., 2011) (Fig.
33). De plus, mais sans connaitre le mécanisme exact, mMTOR promeut la translocation nucléaire et la
maturation de SREBP (Porstmann et al., 2008). Par ailleurs, mTOR induit I'expression de la FAS en
phosphorylant STATS qui, en retour, interagit avec et promeut I'activation de SREBP dans un modele
murin de CHC (Li et al., 2019). En outre, mTOR régule I'expression de la FAS en induisant le facteur de
transcription SREBP, ce qui favorise la prolifération des cellules cancéreuses mammaires dans des
conditions d’hypoxie (Furuta et al., 2008). Enfin, il a été montré que l'inhibition de mTOR perturbe

I’expression des génes de I’lhoméostasie lipidique controlés par PPAR-y (Kim and Chen, 2004) (Fig. 33).

2.3. Synthese nucléotidique et homéostasie énergétique

Pour maintenir la réplication de I’ADN et la synthése des ARNr dans les cellules en prolifération, mTOR
régule la biosynthese des nucléotides. Il a été rapporté que mTOR contréle la synthése de novo des
purines en activant le facteur de transcription ATF4 (activating transcription factor 4) et sa cible
MTHFD2 (methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2) (Ben-Sahra et al.,, 2016) (Fig. 33). mTOR
controle également la phosphorylation et I'activation de CAD (carbamoyl-phosphate synthetase 2,
aspartate transcarbamoylase, dihydro-orotase), enzyme limitante de la biosynthése des pyrimidines
(Ben-Sahra et al., 2013). Enfin, mTOR régule la voie des pentoses phosphate qui génére le NADPH,H*
et le ribose impliqués dans la lipogeneése et la synthése des acides nucléiques respectivement (Divel

et al., 2010) (Fig. 33).

Outre ses effets directs sur les enzymes biosynthétiques, mTOR potentialise également la croissance
cellulaire en générant de I'énergie. Ceci, se fait via I'induction du facteur hypoxique HIFla qui
augmente I'expression des enzymes glycolytiques et favorise la glycolyse aérobie (He et al., 2018) (Fig.

33).

2.4, Inhibition de I'autophagie

Afin d’éviter la dégradation prématurée des composants cellulaires nouvellement synthétisés, mTOR
blogue I'autophagie en inhibant, par phosphorylation, ULK1 et ATG13 (autophagy-related protein 13),

les deux facteurs clés d’induction de I'autophagie. ULK1 et ATG13, en se complexant a d’autres
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protéines, forment I'autophagosome. Leur phosphorylation par mTOR bloque ce processus
permettant ainsi I'accumulation des protéines et des organites au lieu d’étres dégradés et recyclés
(Hosokawa et al., 2009; Ganley et al., 2009) (Fig. 33). De maniere intéressante, I'inhibition de mTOR
par privation en nutriments ou traitement a la rapamycine, induit I’activation des autophagosomes et
des genes impliqués dans la biogenése des lysosomes qui, une fois formés, permettent la dégradation
des protéines et la libération des acides aminés dans le cytoplasme, réactivant ainsi la voie mTOR en

réponse a une privation nutritionnelle prolongée (Yu et al., 2010; Settembre et al., 2012).
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Figure 33 : Les fonctions de mTOR. mTOR favorise la prolifération cellulaire via plusieurs mécanismes. Pour les

détails, voir texte.

3. Régulation de 'activité de mTOR

En réponse aux facteurs de croissance ou autres facteurs mitogénes, une cascade de phosphorylations
se met en place, permettant |'activation de la kinase AKT qui en retour active tout un ensemble de
processus (cf 6.4 page 79). Ainsi, la phosphorylation inhibitrice de de TSC1/2 par AKT active mTOR
(Inoki et al., 2002). En revanche, lors de I’élévation du ratio AMP/ATP, ’AMPK phosphoryle et active
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TSC1/2 conduisant a l'inhibition de mTOR (Dibble and Manning, 2013). Une étude in vitro a rapporté
gu’en présence d’insuline, AKT active mTOR en phosphorylant et inhibant PRAS40, |'inhibiteur
endogene de mTOR qui s’associe a RAPTOR et supprime I'activation de mTOR induite par Rheb (Vander
Haar et al., 2007). En réponse a la stimulation par les acides aminés, mTOR est recrutée a la surface
lysosomale ou elle est activée par Rheb (H. Yang et al., 2017). De maniere surprenante, la privation en
glucose favorise |'activation de la voie mTOR et la synthése protéique dans des cellules musculaires

squelettiques de rat (Miniaci et al., 2015).

Plusieurs études ont montré une régulation réciproque entre la voie PI3K/AKT/mTOR et la O-
GlcNAcylation. Comme décrit plus haut, en réponse a I'insuline I’OGT est transloquée du noyau vers la
membrane plasmique ou elle interagit avec les PIP3 via son domaine PPO (Yang et al.,, 2008).
L'activation du facteur de transcription c-Myc par la voie mTOR stabilise I'OGT via la chaperonne
Hsp90A (Sodi et al., 2015). En retour, I'OGT O-GIcNAcyle plusieurs acteurs de la voie mTOR, tels que
IRS-1, PI3K, PDK1, AKT, AMPK, 4E-BP1 et p70S6K. En revanche, I'impact de cette O-GlcNAcylation sur
la signalisation mTOR n’est pas totalement décrit. Par exemple, la O-GlcNAcylation d’IRS-1 et AKT (Park
et al., 2005) inhibe leur activité soit en perturbant leur interaction avec PI3K et PDK1 respectivement
(études menées dans les adipocytes 3T3-L1 et les cellules du cancer du sein MCF-7), soit par un
mécanisme de compétition Yin-Yang avec la phosphorylation (Park et al., 2005). La O-GlcNAcylation
améliore également la stabilité de 4E-BP1 in vitro et in vivo dans la rétine de rat en empéchant sa
dégradation dépendante du systeme phosphorylation-ubiquitinylation (Miller et al., 2016). Enfin, il a
été montré par mon équipe que l'inhibition de la O-GlcNAcylation affecte I’activation de la voie mTOR
dans des cellules cancéreuses coliques. La signalisation mTOR est a la fois dépendante du flux HBP et

des niveaux de O-GlcNAcylation (Very et al., 2018).

Enfin, il a été montré que l'inhibition pharmacologique de la FAS , dans des cellules cancéreuses
ovariennes, inhibe I'activation de la voie mTOR et ce a de multiples niveaux (Wagner et al., 2017). Dans
une autre étude, Bruning et collaborateurs ont rapporté que I'inhibition de la FAS induit I'accumulation
de son substrat, le malonyl-CoA, qui inhibe mTOR en la modifiant sur le résidu Lys1218, altérant ainsi

sa phosphorylation activatrice et par conséquent I'angiogenése (Bruning et al., 2018).
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Figure 34 : Activation de la voie mTOR. La voie mTOR est activée en réponse aux nutriments et aux facteurs
mitogenes. Pour les détails, voir texte.

4. mTOR dans le cancer

La voie mTOR est hyperactive dans 80 % des cancers ou elle joue un réle central dans le maintien de la

croissance et de la survie des cellules cancéreuses (Grabiner et al., 2014). Il a été montré que la

suractivation de la voie mTOR dans un modele murin de délétion de TSC1 était suffisante pour induire

le CHC (Menon et al., 2012). De plus, Zhou et collaborateurs ont rapporté que la voie mTOR était

associée au grade avancé et a un mauvais pronostic chez les patients atteints de CHC (Zhou et al
2010).

Bien qu’elle soit peu ou pas mutée elle-méme, mTOR est hautement régulée en amont par I'oncogéne

PIK3CA (sous-unité catalytique de PI3K) et le surpresseur de tumeur PTEN fréguemment mutés dans
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le cancer (Wong et al., 2010). Des lésions génétiques codant Ras, AKT, TSC2, Notch et les récepteurs
tyrosines kinase favorisent également I’activation de la voie mTOR (Shaw and Cantley, 2006). Par
conséquent, la suractivation de mTOR due a une ou plusieurs de ces mutations fait de cette kinase une

cible attractive dans le traitement du cancer.

L'utilisation clinique de la rapamycine (appelée sirolimus) est limitée par sa faible solubilité et stabilité
dans I’eau. Les rapalogues, analogues de la rapamycine, possédant des propriétés pharmacocinétiques
améliorées sont les inhibiteurs cliniques de premiere génération qui inhibent I'activité de mTOR dans
divers cancers (Meng and Zheng, 2015). Par exemple, I'évérolimus a été approuvé pour le traitement
des carcinomes rénaux avancés (Motzer et al., 2008; Buti et al., 2016). Il permet également de
prolonger la survie des patients atteints de tumeurs neuroendocrines pancréatiques avancées (Yao et
al., 2011). De plus, I'évérolimus est le premier médicament approuvé pour traiter les tumeurs
pulmonaires et gastro-intestinales progressives (Yao et al., 2016). Le temsirolimus est un autre
paralogue utilisé pour le traitement du carcinome rénal avancé (Hudes et al., 2007) qui améliore la
survie chez les patients atteints de lymphome (Hess et al., 2009). Enfin, le ridaforolimus est le plus
récent paralogue ; il a été utilisé dans le traitement des sarcomes. En revanche, un essai international
en phase lll a montré que le ridaforolimus ne retarde que faiblement la progression tumorale chez les

patients atteints de sarcome métastatique (Demetri et al., 2013).

Ces paralogues n’inhibent que partiellement mTOR et, dans divers cancers, il a été montré qu’ils
n’apportent pas d’avantages particuliers et n"améliorent pas la survie des patients (Zhu et al., 2014;
Ohtsu et al., 2013). Par ailleurs, leur utilisation en association avec les inhibiteurs des récepteurs
tyrosine kinase a montré une activité antitumorale chez les patientes atteintes du cancer du sein
résistantes au trastuzumab (Gandhi et al., 2014). En revanche, le probléme de cette combinaison se
manifeste par une toxicité élevée (Gandhi et al., 2014). Enfin, les inhibiteurs de mTOR de deuxieme
génération comprennent les molécules qui ciblent directement le site actif de la kinase. Les premiers
essais cliniques ont montré que ces inhibiteurs peuvent étre tolérés a des doses efficaces. Cependant,
un traitement prolongé pourrait induire une résistance et par conséquent la réactivation de la voie

mMTOR (Rodrik-Outmezguine et al., 2016; Fan et al., 2017).

Partie 4 : La prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire est une des activités biologiques fondamentales et indispensables au
développement, ’homéostasie et la régénération tissulaire. La séquence d’étapes se succédant au
cours de la prolifération cellulaire est appelée cycle cellulaire aboutissant a la division cellulaire. Ce
dernier se déroule suivant une chronologie bien définie et sa durée est variable selon le type cellulaire,

en moyenne 24 heures pour des cellules humaines en culture (Rieder, 2011). La division cellulaire est
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le processus fondamental par lequel une cellule-mere donne deux cellules-filles génétiquement et
morphologiquement identiques entre elles et a la cellule-meére. Chez les mammiféres, la division
cellulaire implique des événements moléculaires controlés et structurés en deux périodes distinctes :
I'interphase, la période la plus longue du cycle cellulaire durant laquelle les chromosomes sont
répliqués, et la mitose qui est la division proprement dite des cellules grace a laquelle la ségrégation
des chromosomes répliqués entre les deux cellules-filles est réalisée. La phase GO, quant a elle, est une
période au cours de laquelle les cellules ne se divisent pas, elles sont dites en quiescence. Sous I'effet

de signaux mitogenes, les cellules entament un cycle de division (Fig. 35)

1. Les phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est classiguement divisé en quatre phases, les trois premiéres constituant

I'interphase.

Concernant la premiere phase, la phase G1 (Gap 1 ; Gap signifie intervalle), les cellules passent par le
point de restriction R, sorte de point de non-retour a partir duquel le cycle est irréversiblement engagé
et 'entrée en division ne dépend plus de la présence de facteurs mitogénes. G1 est composée de deux
parties réparties de part et d’autre de R : la premiére partie est connue sous le nom de G1-pm pour
G1-post mitotique, dépendante des facteurs mitogenes, et la deuxieme partie connue sous le nom de
G1-ps pour G1-pré-S indépendante des facteurs mitogenes (Fig. 37) (Zetterberg et al., 1995). La phase
G1 prépare la cellule a la division : la taille de la cellule augmente pour induire la transcription des
geénes et la synthése des protéines nécessaires a la prochaine phase, la phase S (Schafer, 1998). C’'est
au cours de cette phase que I’ADN est répliqué, passant de 2n a 4n chromosomes, afin d’assurer le
transfert du matériel génétique a chacune des cellules-filles. Les cellules continuent a transcrire
activement les genes des protéines nécessaires a leur survie et au maintien des fonctions spécialisées
(Baserga, 1962). Une fois la phase de réplication terminée, la cellule entre en phase G2 (Gap 2), phase
de préparation et de croissance de la cellule avant d’entrer en phase M, ou mitose. Au cours de cette
derniere phase, les chromosomes dédoublés sont répartis dans les deux cellules-filles. Cette phase M
est découpée en cing périodes : la prophase, durant laquelle, les chromosomes se condensent, les
centrosomes préalablement dupliqués migrent vers les deux pdles opposés de la cellule, et se termine
par la rupture de I'’enveloppe nucléaire ou NEBD (nuclear envelope breackdown) et la formation du
fuseau mitotique durant la prométaphase. S’enchaine alors la métaphase qui correspond au
rassemblement des chromosomes condensés a 2 chromatides a I’équateur de la cellule pour former la
plague équatoriale, avant d’étre séparés pendant I'anaphase. Enfin, la télophase qui correspond a la
disparition du fuseau mitotique suivie d’'une décondensation des chromosomes. Une nouvelle

enveloppe nucléaire va se former autour des chromosomes et autres composants nucléaires ; se
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mettra alors en place la cytokinése ou division cytoplasmique, qui se traduit par la séparation physique
des cellules-filles nouvellement formées. Les cellules-filles peuvent alors entamer un autre cycle
cellulaire ou quitter le cycle et entrer en quiescence sous |'effet de signaux anti-mitogenes ou suite a

la disparition des agents mitogenes (Rieder, 2011).

2. Les points de contrdles du cycle cellulaire

Les quatre phases s’enchainent de facon coordonnée, une phase ne peut commencer que lorsque la
précédente s’est déroulée correctement. De nombreux mécanismes de contrlles « checkpoints »
assurent une sorte de controle de qualité a chaque étape et bloquent le déroulement du cycle
cellulaire lorsqu’une anomalie est détectée. A ce jour, il existe trois points de contréle : le point de
contréle G1/S, ou point R (discuté plus haut), le point de contréle G2/M ou point de contréle de la
réplication de I’ADN, et le point de contréle de métaphase/anaphase, également connu comme point
de contrdle de la broche. Le point R est principalement influencé par les facteurs de croissance, la taille
et le statut nutritionnel des cellules et les dommages a I’ADN. Quant au point de contrble de la
réplication de I’ADN, il est influencé par une mauvaise réplication et des dommages a I’ADN. Enfin, le
point de contrble métaphase/anaphase est influencé par I'attachement chromosomique au fuseau

mitotique (Fig. 35).

Le principal mécanisme d’action des points de contrdle du cycle cellulaire se fait par les variations
d’activités de protéines-kinases spécialisées. Celles-ci sont constituées de deux sous-unités : une sous-
unité catalytique appartenant a la famille des CDK et une sous-unité régulatrice, nécessaire a I’activité

appartenant a la famille des cyclines (Morgan, 1997).

3. Régulation du cycle cellulaire par les complexes cycline-CDK

La synthése et la destruction des cyclines se déroulent tout au long du cycle cellulaire, de ce fait, les
CDK ne sont activées qu’a certains moments du cycle cellulaire (Irniger, 2002). Une fois activées par
les cyclines, les CDK phosphorylent des substrats spécifiques qui déclenchent les événements du cycle
et de la division cellulaire. Les complexes cyclines-CDK sont régulés par les points de contrdle pendant
le cycle cellulaire. Ces points de controle, comme mentionné ci-dessus, sont chargés de s’assurer que
chaque processus antérieur a été correctement terminé avant que la cellule ne passe a la phase
suivante du cycle cellulaire et ce, en activant un complexe cycline-CDK. En revanche, I'activation d’un
point de controle, signifiant qu’une erreur a été détectée, induit I’arrét du cycle cellulaire dans sa phase
actuelle en bloquant I'activité cycline-CDK, ce qui empéche une reproduction cellulaire incorrecte

(WENZEL and SINGH, 2018).
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Chez I’'Homme, neuf membres de la famille des CDK ont été identifiées, et il existe autant de groupes
de cyclines, chacun comportant plusieurs variants. CDK4 et CDK6, associées a des cyclines de type D,
régulent le déroulement de la phase G1. Puis CDK2/cycline E prend le relais pour assurer la transition
G1/S, suivie par CDK2/cycline A qui assure le contrdle de la phase S. CDK1/cycline A intervient en G2

et CDK1/cycline B régule la transition G2/M et I'entrée en mitose (Fig. 35) (Pines, 1995).
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Figure 35 : Les différentes phases du cycle cellulaire ainsi que leur régulation. Le cycle cellulaire est divisé en
guatre phases qui se succedent : G1, S, G2 et M. Sous l'influence de facteurs mitogenes, les cellules en GO (dites
guiescentes) recoivent un signal de division et entrent en G1. Entre ces différentes étapes se situent des points
de contréle qui assurent le bon fonctionnement du cycle cellulaire. Ceci fait intervenir des complexes
Cyclines/CDK a chaque phase du cycle cellulaire.

3.1. La transition GO/G1

Les facteurs de croissance agissent principalement en phase GO et G1. Au début de G1 (G1-pm), la
suppression des facteurs de croissance entraine la restauration des cellules en GO. En revanche, en fin
G1 (G1-ps), lorsque les cellules ont dépassé le point R, les cellules continuent de progresser en phase
S malgré I’élimination des facteurs de croissance (Schafer, 1998). Les facteurs mitogénes dont les
facteurs de croissance agissent, en général, par 'intermédiaire de récepteurs transmembranaires de
type tyrosine kinase. Ceci, entraine |'activation des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT (Fig. 36).
Ces cascades conduisent a la stimulation de la transcription des genes essentiels pour I'entrée en
division, en particulier les cyclines D et CDKs (Jones and Kazlauskas, 2001). Ceci passe en partie par
I'activation de l'oncogéne Myc qui forme un hétérodimere avec la protéine Max et active la
transcription des genes des cyclines D et E, CDC25A (cell division cycle 25A ), CDK4 et E2F (Pajic et al.,
2000) (Fig. 36).
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Figure 36 : Activation de la phase G1 du cycle cellulaire. En réponse aux facteurs de croissance, il y a activation
des voies de signalisation Ras-MAPK et PI3K/AKT activant I'expression des génes impliqués dans I'entrée en G1.

3.2. La transition G1/S

Les cellules sont maintenues en G1 grace aux protéines de la famille du rétinoblastome, pRb (protéine
du rétinoblastome), p107 et p130, connues sous le nom de protéines de poche (pocket proteins) et
jouant le role de suppresseurs de tumeurs. A I'état hypophosphorylé, ces suppresseurs de tumeurs

bloquent le cycle cellulaire en s’associant et séquestrant le facteur de transcription E2F.

Au cours de G1, les CDK4-6, associées aux cyclines D, initient la phosphorylation de pRb, le complexe
pRb/E2F se dissocie et libére le facteur E2F, actif. Une phosphorylation supplémentaire de pRb par
CDK2/cycline E libére totalement E2F assurant une activité maximale d’activateur transcriptionnel de
génes impliqués dans la transition G1/S et de génes contrdlant la réplication tels que MCM
(minichromosome maintenance) et cdc6 nécessaires a la synthése d’ADN. En fin de phase G1, la
synthése de cycline A démarre pour former un complexe avec CDK2. Le complexe CDK2/cycline A

régule la progression de la cellule en phase S via la phosphorylation de pRb (Fig. 37). Les facteurs de
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transcription E2F se lient a I’ADN pour induire la transcription des genes nécessaires a la progression

en phase S (Xu et al., 1994).
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Figure 37 : Régulation de pRb et progression du cycle cellulaire en phase G1. PRb existe dans différents états de
phosphorylation : non phosphorylé, hypophosphorylé et hyperphosphorylé. L’état hypophosphorylé est produit
suite a la phosphorylation par les complexes cycline D/CDK4,6, pRb reste associé au facteur de transcription E2F
incapable d’activer la transcription. PRb est ensuite hyperphosphorylé aprés activation complexe cycline E/CDK2.
A ce stade, pRb se dissocie de E2F qui peut alors initier la transcription des genes nécessaires a la progression en
phase S. G1-pm, pour G1 post-mitotique, et G1-ps, pour G1 pré-S, constituent les deux parties de G1 de part et
d’autre du point R.

3.2.1. Inhibition de la transition G1/S

Si I’ADN est endommagé, la transition G1/S est bloquée par des mécanismes de surveillance de I’ADN,
c’est le point de controle de la réplication de I’ADN. Ces mécanismes aboutissent d’une part a la
dégradation de Cdc25A via sa phosphorylation par la kinase Chk1, ce qui induit I’arrét du cycle cellulaire
puisque les complexes Cycline D/CDK4 et Cyclines E, A/CDK2 ne peuvent plus étre activés par Cdc25A
(Fig. 38). Les CDK sont maintenues dans un état inactif par phosphorylation par des protéines kinases
de la famille de Weekl, Mikl ou Mytl. L’étape limitante pour leur activation se fait via leur

déphosphorylation par Cdc25A (Donzelli and Draetta, 2003).

L'autre mécanisme de surveillance passe par I'accumulation du suppresseur de tumeur p53. La
phosphorylation de p53 par les kinases effectrices Chk2 ou Chk1, empéche sa liaison a Mdm2 (murine
double minute-2), une ubiquitine ligase qui neutralise p53 en activant sa dégradation protéasomale.
P53 stable induit alors I'expression de p21, inhibiteur des complexes cyclines E, A/CDK2 bloquant la
transition G1/S (Fig. 38). P53 induit également la transcription des enzymes de réparation de I’ADN
(Wesierska-Gadek et al., 2005).
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Figure 38 : Surveillance de la transition G1/S. Si ’ADN est endommagé, I'activation de deux voies inhibitrices
des complexes Cyclines/CDK de la phase S permet d’arréter le déroulement de la phase S.

3.3. La transition G2/M

La phase G2 est souvent présentée comme une phase de préparation a la mitose. C’'est la phase durant
laquelle se fait la réplication des centrosomes mais la séparation des chromosomes-fréres n’est pas
encore réalisée. La transition G2/M est controlée par la kinase CDK1/cycline B. En revanche, des études
ont montré que la kinase CDK1/cycline A exprimée en G2 est le véritable facteur déclencheur de
I’entrée en mitose (Vigneron et al., 2018). En effet, le complexe CDK1/cycline A phosphoryle la protéine
kinase Bora, puis Aurora A, et favorise I'activation, par phosphorylation, de la kinase PIx1. Cette kinase
phosphoryle et active la phosphatase Cdc25C qui a son tour active CDK1/cycline B suivie de I'entrée
des cellules en mitose (Vigneron et al., 2018). Apres la mitose, les cellules filles peuvent soit quitter le
cycle cellulaire pour se développer, atteindre leur maturation et éventuellement mourir, soit passer

en phase de repos (G0) et revenir plus tard dans le cycle cellulaire en réponse a un stimulus externe.

Comme pour la phase S, G2 connait un point de controle de dommage a I’ADN. Ce point de controle
veille a ce que la mitose ne soit pas amorcée tant que la réplication n’est pas totalement achevée ou
des lésions détectées dans I’ADN répliqué pas réparées. Pour cela, deux mécanismes se mettent en
place pour bloquer le processus d’activation de CDK1. Tout d’abord, en réponse a divers types de
dommage a I’ADN, il y a activation de la protéine ATM (ataxia telangiectasia mutated) qui phosphoryle
la kinase Chkl. Une fois phosphorylée, Chk1l empéche les cellules endommagées d’entrer en mitose
en inactivant, par phosphorylation, la phosphatase Cdc25C. Chk2 est également activée par ATM en

réponse a des cassures d’ADN simple ou double brin et, par conséquent elle phosphoryle et active p53
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qui induit la transcription de p21, provoquant I'inhibition du complexe cycline B/CDK1 et I'arrét du

cycle cellulaire en phase G2/M (Fig. 39) (Prasad Tharanga Jayasooriya et al., 2018).
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Figure 39 : Surveillance de la réplication de 'ADN en phase G2. Dans une situation ou I’ADN est |ésé, ou la
réplication inachevée, des voies inhibitrices du complexe Cycline B/CDK1 sont activées, bloquant I'entrée en
mitose.

3.4. La transition métaphase/anaphase

En métaphase (apres la réplication), les chromatides restent associés grace a des complexes protéiques
connus sous le nom de cohésines. En début d’anaphase, la cohésine est détruite par une protéase, la
séparase, maintenue sous forme inactive par association avec une autre protéine, la sécurine. C’'est
I’APC/C (anaphase promoting complex/cyclosome) lié a la protéine cdc20 qui permet I'ubiquitination

de la sécurine et sa dégradation protéasomale conduisant a I'activation de la séparase.

Chaque kinétochore non correctement attaché au fuseau envoie un signal inhibiteur bloquant
I"activation d’APC-cdc20. Ce signal correspond a la protéine Mad2 : un seul kinétochore mal attaché
induit la liaison de Mad2 sur le complexe APC-cdc20, I'inhibant. Donc, Mad 2 maintient I'inhibition de

la sécurine sur la séparase ce qui bloque la transition vers I'anaphase (Orr et al., 2007).

4. Dérégulation du cycle cellulaire et cancer

Un cancer survient a partir d’'une cellule normale altérée par un certain nombre d’anomalies et de
mutations d’ADN qui ne sont pas réparées par les processus habituels cités ci-dessus. La cellule devient
anormale et, si elle n’est pas détruite, se multiplie pour former une tumeur. La mutation de génes
critiques, notamment les génes suppresseurs de tumeurs, des oncogenes et des genes impliqués dans

la réparation de I’ADN, conduit a une instabilité génétique et a une perte progressive de la
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différenciation. Les cellules transformées perdent leur capacité d’interaction et présentent une
croissance anarchique et incontrolée. L'évolution se fait d’abord localement, puis s’étend via le sang

et la lymphe ailleurs dans I'organisme ol se forment les métastases.

4.1. La dérégulation des acteurs du cycle cellulaire

Les oncogenes et les genes suppresseurs de tumeurs jouent un réle majeur dans la régulation du cycle

cellulaire, particulierement ceux des voies p53 et pRb impliqués dans les points de contréle.

4.1.1. p53et Mdm2

Comme décrit ci-dessus, le géne suppresseur de tumeur p53 répond aux dommages a I’ADN au cours
de la phase G1 et initie la transcription de p21, protéine qui inactive des CDKs nécessaires a la
phosphorylation de pRb, et donc empéche la progression vers la synthése d’ADN (Fig. 38) (Wesierska-
Gadek et al., 2005). P53 est également impliqué dans I'apoptose en cas de dommages non réparés
(Clarke et al., 1994). Les mutations de p53 sont extrémement courantes dans le cancer et entrainent
une diminution de transcription de p21. Ceci induit donc un dysfonctionnement dans l'arrét en G1
méme en présence de dommages a I’ADN. Par conséquent, les mutations ou les dommages deviennent
permanents dans le génome (Greenblatt et al., 1994). L’association de p53 avec I'oncogene Mdm2
induit la dérégulation du point de contrdle en bloquant p53. Mdm2 peut donc surmonter les propriétés

inhibitrices de croissance régulées par p53 (Finlay, 1993) (Fig. 40B).

4.1.2. pRbetpl6

La mutation de pRb, dont le mécanisme d’action et de régulation ont été décrits ci-dessus, dans les
cellules du cancer du col de I'utérus Hela, entraine sa dissociation du facteur de transcription E2F et
son activation, induisant alors la transcription non controlée de ses génes cibles et I'activation du cycle
cellulaire. Il a été montré que I'oncoprotéine virale E1A se lie a pRb et I'inactive ce qui active E2F et la

progression du cycle cellulaire (Arroyo and Raychaudhuri, 1992) (Fig. 40A).

Un autre mécanisme de régulation de pRb passe par les CKl (cyclin-dependent kinase). La protéine p16
est un inhibiteur de cycline D/CDK empéchant la phosphorylation de pRb ce qui induit I'arrét des
cellules en phase G1. La délétion de pl16 a été rapportée dans environ 50% des gliomes, 40-60% des
tumeurs nasopharyngées, 40% des tumeurs pancréatiques et 20 a 30% des leucémies

lymphoblastiques aigties (Hall and Peters, 1996) (Fig. 40A).

4.1.3. CDKs et leurs enzymes activatrices

L'activation des CDK est régulée par déphosphorylation par les phosphatases de la famille Cdc25. La
dérégulation ou la surexpression de ces phosphatases active de maniere non programmée des
complexes cyclines-CDKs avec formation possible de tumeurs. Cdc25B est surexprimée dans 32% des
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cancers du sein primitifs. La transcription des genes de Cdc25A et Cdc25B est activée par c-Myg,
oncogene muté dans plusieurs types de cancers humains (Galaktionov et al., 1996). L'altération des
CDKs est également impliquée dans le cancer mais avec une fréquence moindre. La surexpression de

CDK4 a été identifiée dans le mélanome humain (Wolfel et al., 1995) (Fig. 40C).

4.1.4. Cyclines

La cycline D agit comme un capteur de croissance et établit un lien entre les stimulus mitogenes et le
cycle cellulaire. L’amplification du gene de la cycline D1 a été identifiée dans le carcinome du sein, de
I’cesophage, de la vessie, et du poumon (Hall and Peters, 1996). Les cyclines A et E sont quant a elles
surexprimées dans le carcinome pulmonaire et la surexpression de la cycline A, mais pas de la cycline

E, corréle avec une survie plus courte (Dobashi et al., 1998) (Fig. 40C).
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Figure 40 : Dérégulation des acteurs du cycle cellulaire dans le cancer. (A) Dérégulation de la voie pRb et p16.
(B) Dérégulation de p53 et Mdmz2. (C) mutation de I'oncogene c-Myc et suractivation des phosphatases Cdc25,
activatrices des complexes cyclines-CDKs. Pour les détails, voir texte.

5. Cycle cellulaire et métabolisme

La relation entre le métabolisme et le cycle cellulaire est bidirectionnelle. En effet, la division cellulaire

est un processus métaboliquement exigeant. Elle nécessite la production de grandes quantités
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d’énergie et de biomasse. La décision d’une cellule d’initier la division est donc liée a son statut
métabolique et a la disponibilité en nutriments. A 'inverse, la machinerie du cycle cellulaire s’engage

a réguler les réseaux métaboliques afin de soutenir la survie et la prolifération cellulaire.

5.1. Implication du métabolisme dans le cycle cellulaire
5.1.1. Meétabolisme du glucose

Dés 1974, il a été montré que les cellules en absence du glucose s’arrétent au point de contrdle G1/S.
Cela démontre que ce nutriment est central sur le plan métabolique du cycle cellulaire (Pardee, 1974).
Ainsi, il a été montré que les cellules engagées dans la mitose, surexpriment transitoirement
I’activateur glycolytique PFKFB3 (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3) au niveau
du point de contrdle sensible aux nutriments, et que le blocage de la glycolyse ou la réduction de la
disponibilité du glucose altere le passage a travers ce point de restriction. La surexpression nucléaire
de PFKFB3 est accompagnée d’une augmentation de I'expression de la cycline D3, promotrice de la
phase G1. De plus, PFKFB3 stimule la prolifération en augmentant I'expression de la kinase et
phosphatase mitotiques CDK1 et Cdc25C respectivement, et en diminuant I'expression de p27¢F:,
inhibiteur de CDK1 (Yalcin et al., 2009). Comme pour PFKFB3, la PK, enzyme qui catalyse I'étape finale
limitante de la glycolyse et produit de I’ATP et le pyruvate, joue également un réle non métabolique
dans le controle de la progression du cycle cellulaire. En effet, en réponse a la stimulation par I'EGF
(epidermal growth factor), I'isoforme PKM2 (pyruvate kinase M2) se déplace vers le noyau ou elle
forme un complexe avec la B-caténine et se localise aux promoteurs du géne de la cycline D1 CCND1
et c-myc pour favoriser leur expression. Ainsi, en induisant I'expression de la cycline D1, PKM2 régule
la transition G1/S (W. Yang et al., 2017) (Fig. 41B). Jiang et collaborateurs ont montré que PKM2 joue
également un réle durant la progression en mitose en régulant la fixation des microtubules sur les

kinétochores et la ségrégation correcte des chromosomes (Jiang et al., 2014).

5.1.2. Meétabolisme des lipides

Comme expliqué précédemment, les lipides jouent un réle indispensable dans de nombreux processus
notamment la différenciation cellulaire ou la morphogenese des organes, et sont intimement associés
a la progression du cycle cellulaire. En plus d’étre des composants majeurs des membranes cellulaires,
les lipides sont également des médiateurs des voies de signalisation. En effet, il a été montré que la
synthése des phospholipides est augmentée durant la phase G1 et cesse en G2/M dans les
macrophages (Cornell et al., 1977). De plus, dans leur revue, Kaplon et collaborateurs reviennent sur
le fait que la biosynthése des lipides est accrue en phase G1 puis diminuée en phase S (Kaplon et al.,
2015). Linactivation des enzymes du métabolisme lipidique telles que SMPD4 (sphingomyéline

phosphodiestérase 4), GALC (galactosylcéramidase) et DGAT2 (diacylglycérol O-acyltransférase 2)
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entraine des défauts de division cellulaire et des changements cytosquelettiques dans les cellules en
interphase (Atilla-Gokcumen et al., 2014). Par ailleurs, I'inhibition de la biosynthése du cholestérol
induit I'arrét du cycle cellulaire en GO (Singh et al., 2013) (Fig. 41B). Enfin, les bicouches lipidiques de
I’enveloppe nucléaire et de la membrane plasmique présentent des propriétés différentes selon le
stade du cycle cellulaire, vraisemblablement pour s’adapter au stress mécanique lors de la division
cellulaire (Atilla-Gokcumen et al., 2014). Les mécanismes de régulation du cycle cellulaire par le
métabolisme lipidique ne sont pas bien clairement décrits. Un des objectifs de ma thése a été d’étudier

la régulation de la FAS, enzyme clé de lipogenése, au cours du cycle cellulaire.

5.1.3.  Acétyl-CoA

L'acétyl-CoA cytoplasmique et nucléaire n’est pas uniquement un intermédiaire important pour la
biosynthese de macromolécules, c’est aussi un précurseur de modification des protéines par
acétylation. L'acétylation des histones est un processus essentiel au relachement de la chromatine en
vue de sa réplication et donc de la progression du cycle cellulaire. Ainsi, en régulant I'acétylation des

histones, I"acétyl-CoA contréle le cycle cellulaire (Li et al., 2007).

5.1.4. O-GlcNAcylation

L'implication de la O-GIcNAcylation au cours du cycle cellulaire a été proposée trés tot. En effet, dans
les années 1990, Kearse et Hart ont observé que I'activation des lymphocytes T murins par des facteurs
mitogénes est accompagnée par une diminution de la O-GIcNAcylation des protéines cytoplasmiques
et une augmentation de celle des protéines nucléaires (Kearse and Hart, 1991b). Une autre étude a
rapporté que des cellules traitées avec le PUGNAc progressent plus lentement dans le cycle cellulaire
par rapport aux cellules non traitées (Slawson et al., 2005). Ces observations ont suggéré a cette

époque que la O-GIcNAcylation jouait un réle clé dans le cycle cellulaire.

Des études ultérieures ont montré que I'augmentation de I'OGT et de la O-GlcNAcylation lors de la
stimulation mitogéne était nécessaire pour la reprise du cycle cellulaire (transition GO/G1), et ce, en
régulant I'expression de la cycline D1 (Olivier-Van Stichelen et al., 2012) et en stimulant I'activation
des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT (Olivier-Van Stichelen et al., 2012; Perez-Cervera et al.,
2013) (Fig. 41A).

Al'inverse, les niveaux de O-GlcNAcylation au cours de la transition G1/S sont diminués, accompagnés
par I'augmentation de I'expression de 'OGA de maniére indépendante de son activité, de celle de
I’OGT en phase S (Drougat et al., 2012). En accord avec ces observations, I'inhibition d‘HBP accélére la
phase S (Slawson et al., 2005). Il a également été montré que pRb est hautement O-GIcNAcylé ce qui

empéche sa phosphorylation et bloque les cellules en phase G1 (Wells et al., 2011). En début de phase
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S, la O-GlcNAcylation des histones, telles que H1, H2A, H2B, H3 et H4 est diminuée par rapport aux
phases G1, fin de S et G2 ce qui pourrait favoriser la liaison du complexe pré-réplicatif avec la
chromatine, régulant ainsi la réplication de I’ADN (Zhang et al., 2011) (Fig. 41A). De plus, les protéines
MCM2-7 impliquées dans l'initiation de la réplication de 'ADN sont O-GlcNAcylées (Leturcq et al.,
2018). Une dérégulation de I'homéostasie de leur O-GlcNAcylation déstabilise leur liaison avec la

chromatine (Leturcq et al., 2018) (Fig. 41A).

Enfin, le role de la O-GIcNAcylation au cours de la transition G2/M a initialement été démontré en
utilisant comme modele les ovocytes de Xénope, bloqués physiologiquement en prophase de premiere
division méiotique. En réponse a la stimulation a la progestérone, I'ovocyte immature reprend la
méiose dans une phase de transition analogue a G2/M. Il a été montré que cette maturation est
corrélée avec une augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation (Lefebvre et al., 2004) (Fig. 41A) et
que l'inhibition de I'OGT interfére avec la transition G2/M (Lefebvre et al., 2004; Dehennaut et al.,
2008). L'OGT et la O-GlcNAcylation sont localisées au niveau du fuseau méiotique et des chromosomes
dans des ovocytes de Xénope en métaphase Il. La méme expression a été retrouvée en phase M du
cycle cellulaire des cellules MEF et HEK293 (Yang et al., 2012a). A cela, Slawson et collaborateurs ont
rapporté que I'OGT est essentielle a la bonne formation du fuseau mitotique et a la ségrégation des
chromosomes durant la mitose (Slawson et al., 2005) (Fig. 41A). La méme équipe a montré que 'OGT
et I'OGA sont des partenaires d’interaction de la kinase Aurora B et la phosphatase 1 pour réguler la
stabilité du Mid body et la phosphorylation et/ou la O-GlcNAcylation de la vimentine en phase M
(Slawson et al., 2008). En accord avec cette étude, il a été montré que la délétion de I'OGT ou de I'OGA
induit une diminution de I'expression de la cycline B1 et donc I'altération de la transition G2/M,
indiquant que l'expression et |'activité correctes des deux enzymes de la O-GlcNAcylation est

nécessaire a la progression du cycle cellulaire (Yang et al., 2012b).

La O-GlcNAcylation joue donc un réle fondamental dans la régulation du cycle cellulaire. Elle augmente
tout au long du cycle avec une tendance a la baisse en G1/S. Des études ultérieures seront nécessaires
pour comprendre les mécanismes moléculaires intimes de régulation des différentes phases du cycle

cellulaire par O-GlcNAcylation.

5.1.5. Leratio ATP/AMP

Le ratio ATP/AMP refléte le statut énergétique de la cellule. Comme mentionné plus haut, le complexe
protéique qui régule le statut énergétique cellulaire est la protéine kinase AMPK. En effet, dans des
conditions de stress énergétique telles que la privation en glucose et de faibles niveaux d’ATP, I’AMPK
est activée et régule négativement les processus métaboliques tels que la synthése des protéines et

des lipides, tout en favorisant la phosphorylation oxydative et I'oxydation des acides gras productrice
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d’énergie (Hardie et al., 2012). Récemment, il a été montré que ’AMPK contréle les niveaux d’énergie
en régulant directement la machinerie du cycle cellulaire. L’activation de I’AMPK par privation en
glucose induit I'arrét des cellules en phase G1. Cet arrét de la prolifération cellulaire est associé a la
phosphorylation de p53 sur la Ser115 et a la régulation positive de I’expression de CKI p21“*%, une cible
de p53 activé (Jones et al., 2005) (Fig. 41B). De plus, I'activation de ’AMPK par le bleu de méthylene
dans les cellules de glioblastome réduit I'expression des cyclines A2, B1 et D1, entrainant un arrét du
cycle cellulaire (Poteet et al., 2013). Ainsi, I’AMPK joue un réle de premier plan en tant que point de
contréle métabolique du cycle cellulaire, empéchant I'entrée du cycle cellulaire dans des conditions

de faible disponibilité en nutriments.
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5.2. Implication des acteurs du cycle cellulaire dans le métabolisme

Des études ont montré chez la levure, que les métabolites de synthese des nucléotides, des protéines
et des lipides fluctuent cycliqguement en fonction de la progression du cycle cellulaire. Ceci soutient
I'idée selon laquelle le métabolisme est directement régulé par des modulateurs du cycle cellulaire (Bp
et al., 2007). En ce sens, I'implication de la voie CDK/pRb/E2F et les cyclines dans la régulation du

métabolisme a été rapportée.

5.2.1. Les cyclines de type D

Le réle des cyclines D dans le métabolisme a été démontré pour la premiere fois chez des souris
déficientes en cycline D2 présentant un phénotype diabétique di a I'altération de la fonction des
cellules B-pancréatiques (Kushner et al., 2005). Ce phénotype est renforcé par la co-délétion de la
cycline D1 (Kushner et al., 2005). Des souris déficientes en cycline D3 présentent des adipocytes de
taille réduite et une sensibilité accrue a l'insuline ce qui induit I'inactivation du récepteur PPARYy,
régulateur clé de I'adipogenese (Sarruf et al., 2005) (Fig. 42). Enfin, la cycline D1 est plus fortement
exprimée dans les cellules cancéreuses du sein. Parmi ses fonctions, elle diminue I'activité de I'enzyme
glycolytique HK2 (hexokinase 2) (Sakamaki et al., 2006) et sa délétion dans des cellules mammaires
normales ou cancéreuses, entraine une augmentation de I'enzyme glycolytique PK ainsi que des
enzymes lipogéniques ACC et FAS (Sakamaki et al., 2006). Dans les hépatocytes, la cycline D1 bloque
I'induction des génes de la lipogeneése via la répression de ChREBP et HNF4a (facteur nucléaire 4 alpha
hépatocytaire) (Fig. 42), deux régulateurs importants dans la détection du glucose et le métabolisme
lipidique (Hanse et al., 2012). De plus, la cycline D1 régule négativement les fonctions mitochondriales
en inhibant NRF1 (nuclear respiratory factor 1) (Wang et al., 2006) (Fig. 42). Enfin, une analyse par
spectrométrie de masse a révélé une interaction entre la cycline D1 et de nombreuses protéines
métaboliques telles que les enzymes lipogéniques FAS et ACC, ainsi que COX (cytochrome c oxydase)
et I’ATP synthase, des composants de la chaine de transport d’électrons dans la membrane interne
mitochondriale (Bienvenu et al., 2010). Ensemble, ces observations démontrent que la cycline D1, en
réduisant la glycolyse, la lipogenése ainsi que I'activité mitochondriale, régule a la baisse I'activité

métabolique.

Comme décrit ci-dessus, I'activité de la cycline D1 s’accélere en phase G1 en réponse aux facteurs de
croissance, lorsque l'activité métabolique est importante (W. Yang et al., 2017). Si I'activité
métabolique augmente I'expression de la cycline D1 en phase G1 pour initier le cycle cellulaire, la
cycline D1, a son tour, applique une boucle de rétroaction négative puisqu’elle s’oppose au
métabolisme, empéchant ainsi la ré-entrée en G1 tant que la transition G1/S n’est pas terminée

(Buchakjian and Kornbluth, 2010) (Fig. 42).
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5.2.2. CDK/pRB/E2F

Les facteurs de transcription E2Fs fonctionnent comme activateurs ou répresseurs de la transcription :
ainsi les régulateurs du cycle cellulaire font-ils montre d’un double réle dans la modulation du

métabolisme.

Il a été montré que E2F et son activateur en amont, CDK4, régulent I'adipogenése en régulant
positivement PPARYy (Fajas, Landsberg, et al., 2002; Abella et al., 2005). En accord avec ces résultats, il
a été montré que pRb agit positivement sur la différentiation adipocytaire en stade terminal en se liant
directement sur le facteur de transcription CCAAT/protéine de liaison d’activateur (C/EBP) facilitant
ainsi sa transactivation (Chen et al., 1996). En revanche, pRb lié a I’histone désacétylase HDAC3 réprime
PPARYy, ce qui inhibe la différenciation des adipocytes durant les premiers stades (Fajas, Egler, et al.,

2002) (Fig. 42).

Outre I'adipogenése, la voie E2F/pRb est également impliquée dans le métabolisme du glucose des
cellules B pancréatiques. Des souris porteuses d’une délétion de E2F présentent un phénotype
diabétique résultant d’une intolérance au glucose et d’une sécrétion déficiente en insuline (Fajas et
al.,, 2004). Il a été montré que E2F stimule la glycolyse en régulant positivement I'expression de
I’enzyme PFK2 (phosphofructokinase-2) (Darville et al., 1995) (Fig. 42). De plus, la délétion de E2F1
augmente l'expression des régulateurs de la biogenese et de la fonction mitochondriales tel la
topoisomérase | (Goto et al., 2006). En accord avec ce résultat, E2F1 régule a la baisse la
phosphorylation oxydative et induit I'expression des génes glycolytiques (Blanchet et al., 2011). Ainsi,
la voie pRB-E2F1 favorise le passage du métabolisme oxydatif au métabolisme glycolytique, ce qui

favorise le phénotype métabolique typique des cellules en prolifération.

Nous constatons que le cycle cellulaire est intimement régulé par la disponibilité en nutriments ainsi
que par des évenements moléculaires dépendants des MPTs telles que la phosphorylation, la
méthylation, 'acétylation, I'ubiquitination et la glycosylation. L’objectif majeur de ma thése a été
d’étudier le role des dérégulations métaboliques dans I’émergence du cancer via la régulation de

I’enzyme lipogénique FAS par OGT et mTOR au cours de la prolifération cellulaire hépatique.
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Figure 42 : Role des acteurs du cycle cellulaire dans la régulation du métabolisme. L'activité métabolique
abondante et les facteurs mitogénes activent la cycline D1 qui autorise I'entrée en phase G1 du cycle cellulaire.
Pour empécher la ré-entrée en phase G1 tant que la transition G1/S n’est pas achevée, la cycline D1 applique un
rétrocontrdle négatif en bloquant la glycolyse, la lipogenése et la fonction mitochondriale. Ensemble, les cyclines
D1 et D2 sont impliquées dans le phénotype diabétique en altérant les cellules B-pancréatiques dans un modele
murin déficient en cyclines D1 et D2. Les souris déficientes en cycline D3 présentent des adipocytes de taille
réduite ce qui induit I'inhibition du régulateur de I'adipogenése, PPARy. L’adipogenese est également régulée

par pRb/E2F. E2F favorise aussi le métabolisme glycolytique.
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Projet de these

Objectifs des travaux de these

Une des caractéristiques des cellules cancéreuses est leur haute capacité a proliférer imposant une
accélération du rythme de synthese lipidique et un niveau d’expression élevé de la FAS, enzyme clé de
la lipogenése. Comme discuté dans lintroduction, la FAS contréle la synthése des composants
membranaires et la composition des lipides rafts nécessaires a la localisation et a l'activité des
récepteurs impliqués dans I'activation des voies mitogénes. La surexpression de la FAS constitue une
des altérations phénotypiques les plus fréquentes des cellules cancéreuses faisant de cette enzyme un
oncogene métabolique potentiel. L'expression de I'OGT est également élevée dans les cancers ; cette
glycosyltransférase modifie tout un ensemble de protéines de maniére nutrition dépendante dont la
la FAS (Baldini et al., 2016). Les travaux de mon équipe d’accueil ayant porté sur la lipogenése
hépatique ont montré que la FAS est O-GIcNAcylée de maniére nutrition dépendante (Baldini et al.,
2016). La O-GIcNAcylation de la FAS résulte en une réduction de sa dégradation protéasomale et par
conséquent en une augmentation de son expression et de son activité catalytique (Baldini et al., 2016).
Certains cancers dont le CHC sont intimement dépendants des conditions nutritionnelles, un
déséquilibre alimentaire ou une pathologie métabolique favorisant leur incidence. Selon Globocan
2020, le cancer hépatique représente le 6™ cancer par sa fréquence dans le Monde (905.677 nouveau
cas/an). L'augmentation constante des cancers du foie primitif s’explique par le nombre croissant des
cirrhoses liées a I'alcoolisme et aux hépatites B et C. L'obésité et le diabéte jouent également un réle
dans I'incidence du cancer hépatique. Chaque année il serait responsable de 830.180 décés, soit le 32

cancer en termes de mortalité dans le monde (Sung et al., 2021).

L'équipe a également montré une régulation réciproque entre la O-GlcNAcylation et la voie
PI3K/AKT/mTOR activée en réponse aux facteurs mitogénes et aux nutriments telle que décrit
précédemment (Very et al., 2018). Les activités de mTOR et de 'OGT étant directement liées aux
conditions nutritionnelles (Ben-Sahra and Manning, 2017), la synthése et la dégradation de la FAS
pourraient étre toutes deux liées a la disponibilité en nutriments par le biais de mTOR et de I'OGT.
Ainsi, I'objectif principal de ma these a été de mieux comprendre le lien entre la O-GIcNAcylation, la
voie mTOR et I'expression de la FAS au cours de la prolifération cellulaire, et d’essayer de relier ces
éléments a I'émergence du cancer hépatique. Nous proposons que la suractivation de I'axe
mTOR/OGT/FAS dans un contexte de dérégulation nutritionnelle soit un facteur lié a la cancérisation

(Fig. 43).
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Figure 43 : Régulation hypothétique de la FAS par O-GlcNAcylation et la voie mTOR au cours de la prolifération
cellulaire hépatique. L'expression de la FAS au cours de la lipogenéese hépatique dépend de sa O-GlcNAcylation
(gauche) (Baldini et al., 2016). Or la O-GIcNAcylation et la voie mTOR, toutes deux dépendantes des conditions
nutritionnelles, se régulent de maniére réciproque (Very et al., 2018). Pour se diviser, la cellule nécessite une
disponibilité nutritionnelle suffisante pour doubler les composants qui la constituent notamment les acides gras.
Ainsi I'expression de la FAS pourrait étre a la fois dépendante de I'OGT et de la voie mTOR (droite). Une perte de
contrdle des processus de O-GlcNAcylation et/ou de la voie mTOR sur I'expression et I'activité de la FAS
favoriserait I'’émergence tumorale.

Ce projet a été mené sur des cellules cancéreuses hépatiques HepG2 et Hep3B et la lignée hépatique
non cancéreuse IHH (immortalized human hepatocyte), des foies de souris obéses, un modéle murin
d’activation chronique de la voie mTOR (souris PTEN KO), et des tumeurs hépatiques humaines issues

de patients atteints de CHC et présentant ou non des pathologies hépatiques.

Grace a des approches alliant culture cellulaire, biochimie des protéines, microscopie par fluorescence,
PLA, et RT-gPCR, nous avons essayé de répondre au mieux a chacun des objectifs que nous nous étions

fixés, a savoir :

e Mesurer les niveaux d’expression de FAS et OGT ainsi que le niveau d’activation de la voie

mTOR dans les différents modeéles
e Controler la localisation subcellulaire respective de FAS et OGT
e Déterminer I'interaction FAS -OGT au cours du cycle cellulaire

o Déterminer I'impact de I'OGT sur I’expression de FAS dans des cellules synchronisées par

privation de sérum
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e Déterminer I'impact de la voie mTOR sur 'expression de la FAS au cours de la phase G1 du

cycle cellulaire

e Déterminer en retour I'effet de I'inhibition de la FAS sur I’expresssion de I’OGT et le niveau

d’activation de la voie mTOR

Travaux personnels :

Partie 1 : La double régulation de I’expression de I'acide gras synthase (FAS) par la O-
GIcNAc transférase (OGT) et la voie mTOR au cours de la prolifération cellulaire
hépatique

1. Contexte de I'étude

Comme décrit dans I'introduction, le réle de la O-GlcNAcylation dans la tumorigenése a largement été
étudié. En revanche, le réle de cette glycosylation dans la lipogenése liée a la tumorigenese est tres
peu investigué. Mon équipe a montré que la FAS , enzyme clé de la lipogenése, est O-GIcNAcylée de
maniére nutrition dépendante réduisant sa susceptibilité a la dégradation protéasomale et, par
conséquent, augmentant son expression et son activité catalytique. Ces travaux avaient été réalisés
dans un contexte de lipogeneése et de mise en réserve énergétique. Nous nous sommes intéressés a
I’étude du réle de la O-GlcNAcylation sur I'expression de la FAS dans un contexte de prolifération
cellulaire hépatique avec en point de mire le souhait de mieux connaitre et comprendre les processus
de carcinogeneése hépatique. Il existe un lien entre la voie mTOR (elle-méme dépendante de la nutrition
et hyperactivée dans le cancer) et la O-GIcNAcylation. Notre hypothése de travail a été qu’en ciblant
la O-GIcNAcylation et la voie mTOR, I'expression et I'activité de la FAS pouvaient étre impactées au
cours de la prolifération des cellules cancéreuses hépatiques. Nous proposons que la suractivation de
I'axe mTOR/OGT/FAS dans un contexte de dérégulation nutritionnelle soit un facteur lié¢ a la

cancérisation.
Ce travail a fait I'objet d’un article original publié dans le journal Cellular and Molecular Life Sciences

Sadia Raab, Alexis Gadault, Ninon Very, Amélie Decourcelle, Steffi Baldini, Céline Schulz, Marléne
Mortuaire, Quentin Lemaire, Stéphan Hardivillé, Vanessa Dehennaut, Ikram El Yazidi-Belkoura, Anne-
Sophie Vercoutter-Edouart, Ganna Panasyuk, and Tony Lefebvre (2021). Dual regulation of fatty acid
synthase (FAS) expression by O-GlcNAc transferase (OGT) and mTOR pathway in proliferating liver

cancer cells. Cellular and Molecular Life Science.

Les principaux résultats de cette étude sont décrits ci-dessous.
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2. Résultats
2.1.Lien moléculaire entre la FAS et OGT

Dans un premier temps, pour essayer de mieux comprendre la relation entre OGT et LA FAS, nous
avons cherché a préciser la localisation subcellulaire de chacune des enzymes dans nos modeles
cellulaires. Nous avons montré par immunofluorescence (Fig. 44A) et par fluorescence directe, en
utilisant les protéines de fusion OGT-GFP (OGT-green fluorescent protein), FAS -Cherry (Supp. Fig. 44A)
que la FAS et OGT co-localisent majoritairement dans le cytoplasme des cellules cancéreuses
hépatiques HepG2 (Fig. 44A) et Hep3B (Supp. Fig. 44B). Pour mieux définir la localisation subcellulaire
de ces deux enzymes, les cellules HepG2 synchronisées par privation-remise en sérum (localisées en
phases GO et G1 du cycle cellulaire) ont été fractionnées pour obtenir les fractions cytosolique,
membranaire et nucléaire (Supp. Fig. 44C). Cette expérience corrobore ce que nous avons observé par
microscopie, a savoir que la FAS et OGT co-localisent dans le cytoplasme, avec une fraction localisée
au niveau de la membrane plasmique. De maniére intéressante, le niveau de la FAS et d’OGT augmente
dans le cytoplasme des cellules stimulées par le sérum (comme I'atteste la présence de la kinase AKT
sous sa forme phosphorylée dans la fraction membranaire). Comme attendu, I'OGT a également été
retrouvée dans le noyau alors que nous n’avons pas détectée de la FAS dans la fraction nucléaire (Supp.
Fig. 44C) contrairement aux travaux de Madigan et collaborateurs (Madigan et al., 2014). Nous

sommes par conséquent en désaccord avec cette étude.

Au-dela de la co-localisation de la FAS et d’OGT au niveau subcellulaire, nous avons montré par co-
immunoprécipitation (Fig. 44B) et par PLA (proximity ligation assay) (Fig. 44C) que ces deux enzymes
sont des partenaires d’interaction dans les cellules HepG2. De plus, comme pour leur expression (Supp.
Fig. 44D), nous avons montré que l'interaction FAS-OGT (Supp. Fig. 44E) est dépendante des

concentrations en glucose.

Enfin, le traitement des cellules HepG2 asynchrones avec I’Acs-55-GIctNAc a montré une baisse
significative de I'expression de la FAS. De maniére intéressante et en accord avec les travaux de mon
équipe sur les cellules cancéreuses coliques, nous avons montré une diminution de I’activité de la voie
mTOR dans les cellules HepG2 traitées a I’Acs-55-GIcNAc par rapport aux cellules non traitées (Fig.

44D).

Ensemble, ces expériences montrent que FAS et OGT partagent, en partie, les mémes compartiments
subcellulaires, sont des partenaires d’interaction, et que leur expression et interaction dépendent
des concentrations en glucose. De plus, I'expression de la FAS et 'activité de la voie mTOR sont

dépendantes de I'activité catalytique de I’OGT dans les cellules HepG2 asynchrones.

134



OGT g Neg. ctrl FASN-OGT Merge with DAPI
25 4
B : E 20 4
. ]
g
815 4
2
o
FASN-neg H
é 10 4
b
g e
£
D o = g s
] § FASN/GAPDH P-mTOR/mTOR
B 12 12 ok
1% 7 | o4 =
E FASN [ FASN-OGT FASN-neg
1] 1
c
| TR 0GT s [ _E
g 0,8 ﬁ 0,8
o o
o6 1 - Zo6 |
0-GlcNAC by [ o
2 > o
- b aged F 04 1 F 04 T
—— g g
0,2 0,2 -
70 P-mTOR

oL - ] . .
E mTOR Vehicle Ac5SGIcNAC 0 Vehicle Ac5SGIcNAC

Supp C
GFP-OGT Cherry-FASN
Cytosol Membranes Nucleus

o 3 o 3 o0 3 FCS (h)

FASN
170] T — (short exposure)

A FASN
170, T (long exposure)

110 —_——— -— —=oaT

170. JRp—
-; 0-GlcNAc

55 P-AKT
T |u2B
70-
55 =i cD147
s s FASN-OGT  Merge with DAPI FASN-OGT  Merge with DAPI 4 "
s E = 35 1
glucose N un g 3 [
\Z‘ FASN g H FAS-0GT
170- 3 2,5
110.E] 0GT @ H FAS-neg
S o s 21
- 3
— — 3 . 8 15 4
170 ; FASN-neg _ Merge with DAPI o FASN-neg  Merge with DAPI 5
— - -_— c
== °F |oGleNac E > § 17
n 2 €
~ £ 0,5 -
100 n
0 -
25mMGlc 5 mM Glc
70|

5[ = =] pubutn

Figure 44 : Lien moléculaire entre FAS et OGT. Voir texte pour les détails.
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2.2.Corrélation positive entre 'expression de la FAS et I'activation de la voie mTOR dans différents
modeles

Nous avons par la suite supposé qu’en plus d’étre régulée par O-GlcNAcylation, I'expression de la FAS
pouvait également dépendre de la voie mTOR. Pour tester cette hypothese, nous avons tout d’abord
exploité la base de données GEPIA (gene expression interactive analysis) et effectué des analyses de
corrélation entre les génes codant la FAS et certains composants de la voie mTOR. Ces données ont
montré une corrélation positive et significative entre les niveaux de transcrits dans le foie et le
colon/rectum et les tissus cancéreux correspondants (Supp. Fig. 45A). Nous avons ensuite analysé les
niveaux d’expression de la FAS et OGT, et I'activation de la voie mTOR dans quatre lignées cellulaires
asynchrones hépatiques et coliques. Nous avons montré par WB (Western blot) que I'expression de la
FAS est plus élevée dans les cellules cancéreuses du c6lon HT29 et HCT116 par rapport a la lignée
coligue non cancéreuse CCD841CoN. De plus, la FAS est plus fortement exprimée dans les cellules
d’hépatocarcinome HepG2 que dans les cellules cancéreuses coliques. De maniére intéressante,
I’expression de la FAS est positivement corrélée a la O-GlcNAcylation et I'activation de la voie mTOR

dans les quatre lignées cellulaires (Supp. Fig. 45B).

Pour mieux caractériser le lien entre FAS, O-GIcNAcylation et la voie mTOR, nous avons exploité deux
modeles murins pour lesquels la suractivation de la voie mTOR a été décrite. Le premier modéle in vivo
a consisté en des souris obéses ob/ob versus souris contréle C57Bl6. Nous avons montré par WB a
partir de lysats de foie une forte augmentation des niveaux d’expression de FAS chez les souris ob/ob
par rapport aux souris témoins, et ce de maniere concomitante a I’élévation des niveaux de O-GIcNAc
et d’activation de la voie mTOR (Fig. 45A, B). Les niveaux protéiques et d’ARNm de I'OGT sont
inchangés dans les deux groupes (Fig. 45C), suggérant que l'augmentation des niveaux de O-
GlcNAcylation observée dans les foies de souris obeses serait liée a un changement d’activité de I'OGT.
L’analyse des transcrits de FAS et ceux de son facteur de transcription SREBP par RT-gPCR (real-time
polymerase chain reaction) a montré une augmentation des niveaux d’ARNm dans les foies de souris
ob/ob (Fig. 45C), indiquant que FAS est régulée a la hausse au niveau transcriptionnel chez les souris
obeses. En revanche, I'augmentation des niveaux protéiques de FAS ne peut pas étre expliquée
uniquement par I'augmentation de ses transcrits (augmentation de 80 fois pour la protéine contre 2.5
fois pour ’ARNm) suggérant que la régulation transcriptionnelle de FAS n’est qu’en partie responsable
de sa surexpression et donc que FAS doit également étre régulée au niveau post-traductionnel dans le

foie de souris obéses.
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Figure 45 : Lien entre FAS, O-GlcNAcylation et mTOR chez les souris obéses ob/ob versus contréles

C57BI6. Voir texte pour les détails.
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Nous avons ensuite utilisé un modeéle murin d’activation chronique de la voie mTOR résultant de
I'inactivation de PTEN hépatique. En effet, les souris KO pour le géne codant PTEN développent une
hypertrophie hépatique sévere et une stéatose en raison d’'une augmentation de DNL (de novo
lipogenesis) dépendante de I'activité transcriptionnelle de PPARy. Ces souris développent également
des tumeurs hépatiques a partir du neuvieme mois. Aprés avoir vérifié |'efficacité du KO, nous avons
montré par WB (Fig. 46A, B) et IHC (immunohistochimie) (Fig. 46C, D) que les niveaux d’expression de
la FAS et I'activation de la voie mTOR sont plus fortement élevés dans les foies de souris PTEN KO par
rapport aux souris WT et corrélent positivement avec les niveaux de O-GlcNAcylation. En revanche et
de maniére surprenante, nous avons observé une diminution significative de I'expression de I'OGT chez
les souris PTEN KO par rapport aux souris WT (Fig. 46A, B). Il serait intéressant de mesurer les niveaux
d’expression de 'OGA ce qui permettrait d’expliquer, tout ou en partie, la [égére augmentation des
niveaux de O-GlcNAcylation. Enfin, nous n’avons observé aucune différence dans les niveaux

protéiques de SREBP entre les deux groupes de souris (Fig. 46A, B).

A ce stade, ces observations indiquent que la lipogenése de novo exercée par la FAS et la signalisation
mTOR corrélent positivement avec I'augmentation de O-GlcNAcylation dans deux modeéles murins

de désordre métabolique et de stéatose hépatique.
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Figure 46 : Lien entre FAS, O-GIcNAcylation et mTOR chez les souris PTEN KO versus souris WT. Voir
texte pour les détails.

2.3.L’expression de la FAS est dépendante de I'activité de I'OGT dans des cellules stimulées par le
sérum

Dans le but de déterminer le réle de la O-GlcNAcylation au cours de la prolifération cellulaire, nous
avons tout d’abord analysé le profil d’expression de la FAS au cours du cycle cellulaire. Pour cela, une
cinétique de privation et remise en sérum pendant 24 h a été réalisée sur les HepG2. En réponse au
sérum, nous observons une augmentation de I'expression de la FAS : son niveau calque en partie le
profil de la cycline D1 et d’activation de la voie mTOR. Son expression est ensuite diminuée pour étre
minimale 14 heures aprés remise en sérum des cellules, partie du cycle ou la cycline D1 est dégradée
et I'activation de mTOR, diminuée : il s’agit de la phase S du cycle cellulaire. L’expression de la FAS ré-

augmente plus tard lorsque la cycline B1 est exprimée au cours de la phase G2/M (Fig. 47A). Cette
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expérience nous a permis de mettre en évidence I'expression cyclique de la la FAS au cours du cycle
cellulaire ; elle augmente progressivement au cours de la phase G1, diminue en phase S puis ré-
augmente en phase G2. Des fluctuations similaires de I'’expression de la FAS ont été observées dans la
lignée IHH (Supp. Fig. 47A). Concernant I'OGT, son niveau d’expression augmente progressivement
tout au long du cycle cellulaire comme décrit au préalable par mon équipe (Fig. 47A). Nous montrons
également que les niveaux d’ARNm de I'OGT et de deux des facteurs de transcription contrélant
I’expression de la FAS, SREBP et ChREBP, augmentent I[égérement de maniére peu ou non significative
au cours de la méme cinétique de privation et remise en sérum. En revanche, les ARNm de la FAS
restent inchangés (Fig. 47B). Ainsi, les variations d’expression du niveau protéique de la FAS au cours
du cycle cellulaire résultent plutét de la protéostase et de MPTs que de processus transcriptionnels.
Nous nous sommes ensuite demandés si I'interaction la FAS -OGT change également au cours du cycle
cellulaire. Pour cela, I'interaction entre ces deux enzymes a été analysée par PLA dans les cellules
HepG2 synchronisées. Nous montrons que l'interaction entre FAS et OGT augmente aprés 8h de
stimulation par le sérum lorsque la plupart des cellules sont en phase G1, diminue en phase S (t=14 h)
et ré-augmente au temps 24 h qui correspond a G2/M (Fig. 47C). Nous constatons que l'interaction
FAS -OGT suit plus ou moins I'expression cyclique de la FAS au cours de la progression du cycle

cellulaire.

Enfin, nous avons montré que I'OGT est nécessaire pour I'induction correcte de I'expression de la la

FAS et 'activation de la voie mTOR au cours du cycle cellulaire (Fig. 47D, E).

Ensemble, ces expériences ont mis en évidence que la FAS interagit avec I'OGT et est exprimée de
maniére cyclique au cours du cycle cellulaire, et que son induction correcte est dépendante de

I'expression et de I’activité de I'OGT.
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Figure 47 : L’expression de la FAS est dépendante de I'activité catalytique de 'OGT dans les cellules
stimulées par le sérum. Voir texte pour les détails.

2.4. ’expression de la FAS est dépendante de I'activation de la voie mTOR au cours de la phase G1
du cycle cellulaire

Comme indiqué dans I'introduction, la voie mTOR a une forte activité pendant la phase G1 du cycle
cellulaire. Pour savoir si I'expression de FAS est dépendante de la voie mTOR, les cellules HepG2 ont
été privées de sérum pendant 48 h puis remises en sérum et traitées pendant 3h a la rapamycine,
inhibiteur de mTOR. Nous montrons par WB une baisse significative de I'expression de la FAS en
présence de la rapamycine par rapport aux cellules non traitées. En revanche dans notre modele, la
rapamycine n’affecte ni I'expression ni la maturation de SREBP (Fig. 48A). De plus, I'analyse des
transcrits par RT-qPCR montre que le blocage de mTOR n’affecte pas les niveaux d’ARNm de FAS et
des facteurs de transcription SREBP et ChREBP (Fig. 48B).

Nous avons ensuite traité des cellules IHH asynchrones avec I’Acs-55-GIcNAc et la rapamycine,
inhibiteurs d’OGT et de mTOR respectivement, et avons montré par WB que les deux inhibiteurs
induisent une diminution de I'expression de FAS. Cependant, I'action combinée de ces deux molécules

n’a entrainé qu’un effet synergique trés modéré (Supp. Fig. 48A).

Ces résultats montrent que l'induction de I'expression de FAS en début de cycle cellulaire est
dépendante de I'activité mTOR qui régule son niveau protéique mais pas son niveau

transcriptionnel.
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Figure 48 : L’expression de FAS est dépendante de I’activation de la voie mTOR au cours de la phase
G1 du cycle cellulaire. Voir texte pour les détails.
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2.5.Le blocage de I'activité FAS affecte I'expression de I'OGT et I'activation de la voie mTOR

Aprés avoir montré que I'expression de FAS est dépendante de I'activité de I'OGT et de la voie mTOR,
nous nous sommes demandés si FAS exercait un rétrocontréle sur les deux enzymes. Pour tenter d’y
répondre, des cellules HepG2 asynchrones ont été traitées pendant 72 h au C75, inhibiteur de FAS.
Apres vérification de I'efficacité de I'inhibiteur par le test MTS (Fig. 49A), nous montrons par WB une
baisse significative des niveaux d’expression d’OGT de maniére dose dépendante de C75 (60 a 100
KM). Quant aux niveaux de O-GIcNAc et d’activation de la voie mTOR, ils sont significativement réduits

3 100 uM de C75 (Fig. 49B, C).

L’inhibition de FAS affecte a la fois la O-GIcNAcylation et I'activation de la voie mTOR mettant en

évidence une régulation réciproque entre FAS, OGT et mTOR.
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Abstract

Fatty acid synthase (FASN) participates in many fundamental biological processes, including energy storage and signal
transduction, and is overexpressed in many cancer cells. We previously showed in a context of lipogenesis that FASN is pro-
tected from degradation by its interaction with O-GlcNAc transferase (OGT) in a nutrient-dependent manner. We and others
also reported that OGT and O-GlcNAcylation up-regulate the PI3K/AKT/mTOR pathway that senses mitogenic signals and
nutrient availability to drive cell cycle. Using biochemical and microscopy approaches, we show here that FASN co-localizes
with OGT in the cytoplasm and, to a lesser extent, in the membrane fraction. This interaction occurs in a cell cycle-dependent
manner, following the pattern of FASN expression. Moreover, we show that FASN expression depends on OGT upon serum
stimulation. The level of FASN also correlates with the activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway in hepatic cell lines,
and in livers of obese mice and in a chronically activated insulin and mTOR signaling mouse model (PTEN-null mice).
These results indicate that FASN is under a dual control of O-GlcNAcylation and mTOR pathways. In turn, blocking FASN
with the small-molecule inhibitor C75 reduces both OGT and O-GlcNAcylation levels, and mTOR activation, highlighting
a novel reciprocal regulation between these actors. In addition to the role of O-GlcNAcylation in tumorigenesis, our find-
ings shed new light on how aberrant activity of FASN and mTOR signaling may promote the emergence of hepatic tumors.
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p70S6K p70 Ribosomal protein S6 Kinase

PAF Paraformaldehyde

PBS Phosphate-Buffered Saline

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5—triphosphate
PLA Proximity ligation assay

PRAS40 Proline-rich AKT substrate of 40 kDa
PTEN Phosphatase and tensin homolog

PTM Post-translational modification

pS6 Ribosomal protein S6

RT Room temperature

RT-qPCR Reverse transcription-quantitative polymer-

ase chain reaction

SDS Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis

siRNA Small interfering RNA

SREBP Sterol Responsive Element Binding Protein
TBS Tris-buffered saline

VLDL Very low density lipoproteins

WB Western blot

Introduction

Fatty acid synthase (FASN) is the major enzyme respon-
sible for the synthesis of fatty acids. It is a very large pro-
tein comprising six different catalytic domains. The best
studied role played by FASN is energy storage via lipogen-
esis, a metabolic process in which de novo fatty acids are
synthesized from carbohydrates. Fatty acids can then be
condensed with glycerol to form triglycerides to be stored
into lipid droplets in adipocytes or secreted in the form of
VLDL (very low density lipoproteins) by the liver. But, the
activity of FASN is not confined solely to “fat accumula-
tion”. FASN also produces palmitoyl-CoA that serves to
covalently modify cell signaling proteins such as the small
G-protein N-Ras [1] and the secreted factor Wntl whose
S-palmitoylation reduces degradation of f-catenin in immor-
talized prostate cell lines [2]. In addition, with microsomal
elongases (Elovl, elongation of very long chain fatty acids
proteins), FASN takes part in the production of long-chain
saturated fatty acids which are crucial for the building of
lipid microdomains that ensure the correct localization and
activation of receptors, hence potentiating mitogenic sig-
nal transduction [3, 4]. Finally, FASN participates in the
production of secondary messengers like PIP3 (phosphati-
dylinositol-3,4,5—triphosphate) and LPA (lysophosphatidic
acid) that, respectively, activate the mitogenic PI3K/AKT
pathway [5] and GPCR (G protein coupled-receptors) [6].
Many of these functions are particularly valued by cancer
cells in which FASN activity is important for membrane
growth, sustaining the high proliferation rate of these cells
[7]. To enhance tumor cell division, FASN is upregulated
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in many cancers among which breast [8], colon [9], prostate
[10], stomach [11], esophageal [12], melanoma [13], lung
[14], pancreatic [15], and ovarian [16] cancers. Blocking
FASN activity with the small-molecule inhibitor C75 [17]
or more recently with G28UCM in two ovarian cell lines
[18] proved to have anticancer properties in vitro, making
this enzyme a promising target for cancer therapy. Recently,
FASN has been defined as a poor prognosis factor in acute
lymphoblastic leukemia (ALL) [19]. The authors proposed
that phytochemicals extracted from ginger may be used as
inhibitors of FASN to oppose resistance to glucocorticoids
in childhood ALL.

O-GlIcNAc transferase (OGT) that modifies a large sub-
set of cytoplasmic, nuclear and mitochondrial proteins by
O-GlcNAcylation is also more heavily expressed and active
in cancers [20]. Silencing or inhibiting OGT impairs breast
cancer cell growth and invasion [21]. O-GlcNAcase (OGA)
antagonizes the activity of OGT by removing the sugar moi-
ety from proteins, making O-GlcNAcylation a dynamic post-
translational modification (PTM) akin to phosphorylation
with which it can competes on the same or on neighboring
serine or threonine residues [22, 23]. O-GlcNAcylation reg-
ulates fundamental cellular functions among which signal-
ing, transcription, subcellular localization or protein fate [24,
25]. Concerning the latter role played by O-GlcNAcylation,
we previously reported that FASN was a substrate of OGT
and that its modification by O-GIcNAc moieties reduced its
proteasomal degradation in a context of lipogenesis [26].
Similarly, Hsieh and collaborators showed that the silencing
or inhibition of GFAT-1 (glutamine:fructose—6—phosphate
amidotransferase—1), the rate-limiting enzyme of HBP (hex-
osamine biosynthetic pathway) providing UDP-GIcNAc nec-
essary for OGT catalytic activity, reduced the expression of
FASN and other lipogenic actors and inhibited adipogenesis
[27]. Of crucial importance, increased activity of HBP is a
general hallmark of highly proliferating cancer cells [28].
Besides, inactivation of Emeg32—the glucosamine—6—phos-
phate acetyltransferase belonging to HBP—decreases MEF
(mouse embryonic fibroblast) proliferative rate, underlying
the pivotal function of UDP-GlcNAc in cell proliferation
[29].

Importantly, O-GlcNAcylation levels fluctuate all along
the cell cycle. In a general way, an increase in O-GlcNAcyla-
tion tends to activate cell cycle, as shown in pre-B cells
for which the treatment with the OGT inhibitor OSMI-1
leads to a cell cycle arrest [30]. On the other hand, block-
ing HBP flux with azaserine or DON treatment dramatically
reduces MCF7 cells proliferation while inhibition of OGA
by NButGT increases proliferation [31]. Interfering with the
expression of either OGT or OGA is also deleterious for cell
cycle progression as demonstrated especially in HeLa and
3T3-L1 cells [32]. Moreover, we reported that stimulation of
starved cells by growth factors [33] or insulin [34] elevates
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the expression of OGT and O-GIcNAc levels when cells
enter G1 phase. The O-GlcNAc content decreases in G1/S
transition [35], and then re-increases at the G2/M transition
[36, 37]. Thus, available literature suggests that FASN and
OGT are both critical for proliferation, but how FASN is
regulated by O-GlcNAcylation during this process has never
been explored.

The mTOR (mechanistic target of rapamycin) pathway
is another signaling pathway that senses nutrient availabil-
ity and growth factor or hormones to enable cell growth
[38]. O-GlcNAc cycling and mTOR pathway are closely
linked, a reciprocal control of each other being demon-
strated [39, 40]. In this study, we provided additional evi-
dence reinforcing previous findings that O-GlcNAcylation
takes part in the regulation of FASN expression and activa-
tion of mTOR pathway. This suggests that FASN, OGT and
mTOR pathway have a synergistic effect on cell cycle and
proliferation. Using several cellular and mouse models we
show a correlation between the steady-state level of FASN
and mTOR activation. Moreover, we provide the evidence
that FASN is cyclically expressed along the cell cycle and
its level is not only dependent upon O-GlcNAcylation but
also mTOR activation during G1 phase. In turn, blocking
FASN activity decreases OGT activity and reduces mTOR
signaling pathway, defining a novel feedback loop between
O-GlIcNAc cycling, the growth factors/nutrient-dependent
pathway and the lipogenic enzyme. Overall, these findings
provide evidence of a complex cross-regulation between
O-GlcNAcylation processes, FASN and mTOR pathway,
and that a deregulation in any of them could impact the two
others leading to loss of control of cell cycle and ultimately
to carcinogenesis.

Materials and methods
Reagents, siRNA and antibodies

Ac5SGIeNAc (kind gift from Pr. David Vocadlo’s labora-
tory), Rapamycin (Santa Cruz, sc-3504), and C75 (CliniS-
ciences, sc-1547-1) were dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) at a concentration of 50 mM, 1 mM, and 50 mM as
stock solutions, respectively. Control siRNA (siCtrl) (MIS-
SION siRNA universal negative control) and siRNA target-
ing human OGT (siOGT) were from Sigma-Aldrich. The
antibodies used are listed in Supp. table 1.

Cell culture

All cell lines were provided from the ATCC except the IHH
cells that is from the EGID (European Genomic Institute For
Diabetes) in Lille. The human hepatocarcinoma HepG2 and
the human colon carcinoma HCT116 cell lines were cultured

in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza)
supplemented with 25 mM glucose. The human hepatocar-
cinoma Hep3B cell line was cultured in Minimal Essential
Medium (MEM, Biowest) supplemented with 5 mM glu-
cose. The immortalized human hepatocyte IHH cell line
was cultured in William’s E Medium (Lonza) supplemented
with 10 mM glucose, and human fetal colon CCD841CoN
cells were cultured in Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM, Lonza) supplemented with 5 mM glucose. All
cells were maintained in medium supplemented with 10%
(v/v) fetal calf serum (FCS) (Dominique Dutscher) and
2 mM L-glutamine and incubated at 37 °C, in a 5% (v/v)
CO,-enriched, humidified atmosphere.

Cell cycle synchronization, cell treatment and cell
transfection

The cells were synchronized by preventing them from serum.
Twenty-four hours after seeding, cells were washed twice
with Phosphate-Buffered Saline (PBS) and kept in serum-
free medium for 24 h or 48 h (time 0 h). Then they were
stimulated with 10% (v/v) FCS for the indicated times. The
cell cycle progression was monitored by propidium iodide
(PI) staining and analysis by flow cytometry, as previously
described [41].

Serum-starved HepG2 cells were treated, respectively,
with the OGT inhibitor Ac5SGlcNAc (50 uM) or the mTOR
inhibitor rapamycin (50 nM) for the indicated time periods.
For time-course experiments, cells were pre-treated 1 h prior
stimulation with serum. Regarding the FASN inhibitor C75,
HepG2 cells were treated for 72 h at concentrations ranging
from 40 uM to 100 uM. For each inhibitor, DMSO was used
as negative control (vehicle).

HepG2 cells were cultured in DMEM-10% (v/v) FCS on
coverslips and when 70% of confluence was reached, cells
were transiently co-transfected for 24 h with GFP-OGT
and Cherry-FAS (1 ug/well in 6-wells plate) using Lipo-
fectamine 2000 according to the manufacturer’s instructions
(Invitrogen).

For small interfering RNA (siRNA) reverse transfec-
tion, siCtrl or siRNA targeting OGT (siOGT, 10 nM) were
administered to HepG2 cells (1 X 10° cells/100-mm dish)
with Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) as described
in [41]. Forty-eight hours later, cells were serum-starved
for 24 h and then stimulated with serum for the indicated
time periods.

Cell viability assay
HepG2 cells were seeded in 96-well plates treated with C75

at various concentrations (40-100 uM) for 72 h. Efficiency
of C75 was evaluated by measuring cell viability using the
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MTS reagent (Promega) according to the manufacturer’s
instructions.

Fluorescence microscopy and proximity ligation
assay (PLA)

For cells transfected with GFP-OGT and Cherry-FAS,
cells were washed three times in ice-cold PBS before fixa-
tion in 4% (w/v) paraformaldehyde (PAF) in PBS at room
temperature for 20 min. After three washes with PBS, the
nuclei were labeled with a DAPI solution at 50 pg/mL for
10 min. The coverslips were rinsed with ultrapure water
and mounted on slides using Mowiol medium (Calbio-
chem, Merck chemicals). The fluorescence was detected
on a Leica AF 6000LX microscope and the images were
analyzed with Fiji software (inter-Schindelin).

For indirect immunofluorescence and PLA, the fixa-
tion with PAF was followed by quenching with 100 mM
glycine (pH 7.4) in PBS for 20 min and three washes in
PBS (5 min per wash, at RT). Then cells were permea-
bilized with 0.5% (v/v) Triton X-100 in PBS for 20 min.
After three washes, coverslips were incubated with block-
ing buffer (2% (v/v) FCS, 2% (w/v) bovine serum albumin
and 0.2% (w/v) gelatin in PBS) for 1 h at RT and subse-
quently incubated with the primary antibodies (1:100 for
OGT (DM17) and 1:50 for FAS) (Supp. Table 1) diluted
in the blocking buffer, overnight at 4 °C. For immuno-
fluorescence, coverslips were washed tree times with PBS
and incubated with Alexa Fluor-conjugated secondary
antibodies (1:600 in blocking buffer) (Supp. Table 1) for
1 hin the dark, at RT (Alexa 488 (rabbit) and Alexa 568
(mouse). For PLA (Duolink in situ kit, Sigma-Aldrich),
after primary antibodies incubation and two washes in
PBS, the coverslips were incubated with PLA PLUS and
MINUS probes for mouse and rabbit, respectively, for
1 h, followed by 30 min incubation with the ligase (liga-
tion step), and followed by incubation with the polymer-
ase for 3 h (amplification step, Duolink in situ detec-
tion reagents Green, A, =495 nm and A, =527 nm) in
a humidifier chamber at 37 °C. Two washes with buffer
A (Tris—HCI, NaCl, Tween-20, pH 7.4) were performed
between each step as described in [41]. Finally, coverslips
were washed twice with buffer B (Tris—-HCl, NaCl, pH
7.5) for 10 min before mounting slides in mounting solu-
tion which also allows to stain the nucleus (ProLong Dia-
mond Antifade Mountant with DAPI, Molecular Probes).
Negative controls were done using only the secondary
antibodies for immunofluorescence and using only one
primary antibody for PLA. The fluorescence was detected
with an inverted Zeiss LSM700 confocal microscope
with a 40 X oil immersion lens at room temperature and
data were collected with the ZEN 2010 software (Zeiss,
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Oberkochen, Germany). The images were analyzed with
Imagel].

Cell fractionation

HepG2 cells were fractionated using a commercial kit (Sub-
cellular Proteome Extraction Kit, Calbiochem) according to
the manufacturer’s instructions.

Co-immunoprecipitation

Co-immunoprecipitation (Co-IP) experiments were con-
ducted as described in [42]. Briefly, cell lysis was performed
in a buffer containing 10 mM Tris—HCI, 150 mM NacCl,
1% (v/v) Triton-X100, 0.5% (m/v) sodium deoxycholate
(NaDOC), pH 7.5 (Co-IP buffer). The cell lysates were cen-
trifuged at 20,000%g for 15 min at 4 °C. Thirty ug of proteins
were set aside for control (input) and 1 mg was precleared
with a mix of protein A and protein G-coupled Sepharose
beads (50:50 ratio) (GE Healthcare) in Co-IP buffer for 1 h
at 4 °C (20 pL per mg of proteins). After centrifugation
at 1200xg for 5 min, the supernatant was incubated with
anti-OGT (Til4) antibodies overnight at 4 °C (5 pg antibod-
ies per mg of proteins). Then, protein A-coupled Sepharose
beads were added and incubated for 1 h (30 pL per mg of
proteins). After centrifugation at 200xg for 5 min, beads
were washed three times with Co-IP buffer (5 min), once in
high-salt containing Co-IP buffer (450 mM NaCl), and a last
one with Co-IP buffer, and finally boiled in Laemmli buffer
before resolution by SDS-PAGE and analysis by Western
blotting.

Western blotting

Cells were first washed twice with ice-cold PBS and then
incubated for 20 min with lysis buffer (10 mM Tris—HCl,
150 mM NaCl, 0.1% (m/v) sodium dodecyl sulfate (SDS),
1% (v/v) Triton-X100, 0.5% (m/v) sodium deoxycholate
(NaDOC), pH 7.5) containing protease inhibitors (protease
cocktail inhibitors, Sigma-Aldrich), 50 mM sodium fluo-
ride (NaF, Sigma-Aldrich) and 1 mM sodium orthovanadate
(Sigma-Aldrich). The cell lysates were then centrifuged at
20,000xg for 15 min at 4 °C. The supernatants were col-
lected and protein concentrations were measured using the
micro BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturer’s instructions. Proteins (20 pg
per lane) were resolved by 6 or 8% SDS-PAGE in electro-
phoresis buffer (25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, 0.1%
(m/v) SDS, pH 8.8) and transferred onto nitrocellulose mem-
branes (HybondTM-C EXTRA, GE Healthcare) in transfer
buffer (25 mM Tris—HCI, 192 mM glycine, 20% (v/v) metha-
nol, pH 8.8). Membranes were stained with Ponceau red
(5% (v/v) acetic acid and 0.1% (w/v) Ponceau red) to assess
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equal loading. Membranes were destained with TBS (Tris-
Buffered Saline)—Tween20 (20 mM Tris—HCI, 150 mM
NaCl, 0.05% (v/v) Tween20 (Sigma-Aldrich), pH 7.5)
(TBS-T), subsequently blocked in 5% (w/v) nonfat dry milk
or BSA in TBS-T, and probed overnight at 4 °C with pri-
mary antibodies (Supp. Table 1). After three TBS-T washes,
membranes were incubated with the appropriate horserad-
ish peroxidase-conjugated secondary antibody (anti-mouse
or anti-rabbit IgG-HRP linked, Supp. Table 1) for 1 h at
room temperature. After three TBS-T washes, blots were
developed using enhanced chemiluminescence (West Pico
Plus, ThermoScientific). The images were acquired using a
CCD camera (Fusion Solo, Vilbert Lourmat). For additional
probing, the membranes were stripped in the Antibody Strip-
ping Buffer (Gene Bio-Application L. T.D.) for 15 min at
RT, washed in TBS-T and re-probed with antibodies. Den-
sitometry analyses of Western blot images were done using
Image J software.

mRNA extraction and RT-qPCR analysis

Extraction of mRNA was performed using the Nucleospin
“DNA, RNA and protein purification” kit (Macherey-Nagel)
according to the manufacturer’s instructions. Assay of RNA
was carried out using a Nanodrop type system. Reverse tran-
scription was carried out on 1 ug of RNA with the Maxima
First Strand cDNA Synthesis kit for RT-qPCR (Thermo Sci-
entific) and the following incubation step: 10 min at 25 °C,
30 min at 50 °C and 5 min at 85 °C. The FASN, OGT,
SREBP, ChREBP and RPLPO transcripts were analyzed
by RT-qPCR using Mx4000 Multiplex Quantitative PCR
system (Stratagene). Each PCR reaction contains 12.5 pL
of SyberGreen, 300 nM of each primer (Supp. Table 2) and
2 uL of cDNA for a total volume of 25 pL.

In vivo experiments

All the procedures were carried out according to the French
guidelines for the care of experimental animals and the
experimental procedure was approved by the Animal Care
Committee of the French Research Ministry (Autor. APAFiS
#1879-2018121918307521 and A75-14-08). Eight-weeks-
old C57BL6 and ob/ob obese male mice were purchased
from Charles River Elevage (Saint-Germain sur I’Arbresle,
France) and adapted to the environment for 1 week prior to
experiments. The mice were maintained in a 12 h light/12 h
dark cycle with free access to water and food. The body
weight and blood glucose levels were determined. Before
being sacrificed, mice were fasted by preventing access to
food for 18 h. Livers were collected and lysed in 1 mL of
lysis buffer for proteins or 1 mL of RA1 buffer (contain-
ing chaotropic salt) for mRNA extraction. Gentle MACS

Dissociator (MACS Miltengi Biotec) and gentle MACS
M Tubes were used for tissue disruption. The soluble frac-
tions were obtained after centrifugation at 1000xg for 3 min
(mRNA) and 20,000xg for 15 min (proteins).

Hepatic mouse mutant of PTEN has been previously
described [43]. Pre-tumoral male mice between 5-6 months
of age were used in the experiments. Animals were main-
tained in grouped cages in a temperature-controlled patho-
gen-free facility on 12 h/12 h (8 am-8 pm) light/dark cycle
and had free access to water and standard chow (Teklad
global protein diet; 20% protein, 75% carbohydrate, 5% fat).
Animals were sacrificed in random fed state between 2 and
4 pm (ZT6-ZT8).

Histological and morphometric analyses

For immunohistochemical analysis, liver tissue was fixed
overnight in phosphate-buffered 10% (w/v) formalin and
embedded in paraffin. Four pm sections were cut and pro-
cessed for immunohistochemical analyses. Immunohisto-
chemistry of liver tissue sections was performed using anti-
phospho-rpS6, anti-FASN or anti-O-GlcNAc antibodies (see
Supp. Table 1 for references) following manufacturer guide-
lines and procedure described before [44]. The signal was
quantified using Fiji as previously detailed in [45]. Results
were expressed as optical densities (OD) calculated from
intensity values as follows: OD =log (max intensity/mean
intensity) in a total area of at least ten sequential fields of
33,500 pum? tissue analyzed.

Results
OGT and FASN functionally interact.

OGT is mainly expressed in the cytoplasm and the nucleus
[46], while the mOGT mitochondrial isoform of OGT
(mOGT) localizes to the mitochondria [47]. Cytoplasmic
localization of FASN has been extensively reported albeit
Madigan and collaborators have detected the enzyme in
the nucleus of prostate cancer cells and in prostate cancer
tissues of patients [48]. By immunofluorescence (Fig. 1A)
and using fusion proteins (Supp. Fig. 1A) we observed that
both OGT and FASN are distributed in the cytoplasm of the
hepatocellular carcinoma HepG?2 cell line. A similar obser-
vation was made in the hepatocellular carcinoma Hep3B cell
line (Supp. Fig. 1B). Subcellular fractionation of cell cycle
phase synchronized HepG2 cells depleted from serum (GO
phase) or serum-depleted and then stimulated with serum
to re-enter the G1 phase strengthened that OGT and FASN
co-localize in the cytoplasmic fraction (Supp. Fig. 1C).
OGT was also found in the nucleus, as expected, while we
did not detect FASN in the nuclear fraction. Both enzymes
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Fig. 1 OGT interacts with A
FASN and inhibition of its
catalytic activity reduces
FASN expression. a Confocal
microscopy analysis of HepG2
cells indicate that OGT and
FASN are mainly co-expressed
in the cytoplasm (bar size:

15 pum). b Co-IP and ¢ in situ
PLA approach (bar size: 15 um) B P c
reveal that OGT and FASN are
interacting partners (nega-

tive control was performed by
omitting one of the two primary
antibodies). Nuclei were coun-
terstained with DAPI. Quan-
tification of PLA is presented 1104
at the right. d Asynchronous
HepG2 cells were treated with
Ac5SGlcNAc, an inhibitor of
OGT, for 18 h or with vehicle
(DMSO). Efficiency of OGT
inhibition was checked by
staining proteins with an anti-
0-GlcNAc antibody, and mTOR
inactivation was evaluated

with an anti-phospho-mTOR D
(Ser2448) antibody. Analysis

of protein lysates by Western

blot shows that OGT inhibition

reduces FASN expression and El FASN
mTOR activation. Optical den- 170

sities corresponding to FASN, 0GT
phospho-mTOR and mTOR
were measured and accordingly

Vehicle
Ac5SGIcNAc

!

FASN/GAPDH (n=6) and e
phospho-mTOR/mTOR (n=3) 0-GleNAc
were calculated and reported. 130 —

100

For Western blots, molecular
mass markers are indicated on
the left (kDa). Bar size: 15 um.
#kP <0.01, **P<0.001

Lo | M- S—= mMTOR
7

7 - GAPDH
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are also detected in the membrane fraction, as previously
reported for the glycosyltransferase [34, 49]. Interestingly,
the cytoplasmic levels of FASN and OGT increase following
serum stimulation of starved cells (attested by the presence
of phosphorylated-AKT in the membrane fraction) (Supp.
Fig. 1C). Co-IP experiments (Fig. 1B) and in situ proximity
ligation assays (PLA) (Fig. 1C) corroborated the interaction
between FASN and OGT in HepG2 cells, as we previously
showed [26]. As shown by PLA, OGT and FASN are found
in close proximity mainly in the cytoplasm (Fig. 1C). Since
O-GlcNAcylation levels are dependent upon glucose con-
centration [50, 51], we evaluated the interaction between
FASN and OGT in a physiological concentration of glu-
cose (5 mM) versus in high glucose conditions (25 mM)
(Supp. Fig. 2A). Interestingly, this interaction seems to be
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dependent upon glucose concentration since a higher PLA
signal was observed in the high glucose condition compared
to the low glucose one. Western blot analysis showed that
FASN and O-GlcNAcylation levels are much more elevated
in high glucose concentration (Supp. Fig. 2B) indicating that
an increased interaction between the two enzymes would
result in a greater part from an increased expression of
FASN.

Owing to that (i) FASN expression is dependent on
O-GlcNAcylation in a context of lipogenesis [26], and (ii)
that activation of mTOR pathway is under the control of
O-GlcNAcylation status and reciprocally [40], we further
investigate whether both the level of FASN and activation of
mTOR are dependent on OGT activity. Treatment of HepG2
cells with Ac5SGIcNAc, a potent OGT’s inhibitor, for 24 h
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revealed that both the steady-state level of FASN and activa-
tion of mTOR, as evaluated by phosphorylation at Ser2448,
are significantly reduced when OGT is inhibited (Fig. 1D).

FASN protein expression positively correlates
with mTOR activation

We then hypothesized that, in addition to be regulated by
O-GlcNAcylation, FASN expression depends on mTOR
status. To test this hypothesis, we explored GEPIA (Gene
Expression Profiling Interactive Analysis) database and
performed correlation analyses to evaluate the pair-wise
co-expression of the gene encoding FASN versus a PI3K/
AKT/mTOR signaling signature (PI3KCA, AKT, MTOR,
RPTOR, RPS6KBI, EIF4E) (Supp. Fig. 3A). Data showed
a significant positive correlation between the levels of these
transcripts in healthy liver or colon/rectum and correspond-
ing cancer tissues, with a correlation coefficient values of
R=0.41 (n=50; p value, 0.0037) for healthy liver, R=0.29
(n=369; p value, 1.3e—8) for LIHC (liver hepatocarcinoma),
R=0.56 (n=51; p value, 3.1e—05) for healthy colon and
rectum, and R=0.48 (n=367, p value, 3.2e—22) for colorec-
tal cancer (COAD/READ). Next, we analyzed the expression
levels of FASN and OGT, and the activation status of mMTOR
in four different liver or colon asynchronous cell lines (Supp.
Fig. 3B). As shown by Western blot, expression of FASN is
higher in HT29 and HCT116 colon cancer cells compared
with the non-cancerous CCD841CoN colon cell line. Moreo-
ver, FASN protein is more strongly expressed in hepatocarci-
noma HepG?2 cells compared to colon cancer cells. Interest-
ingly, the expression of FASN positively correlated with the
0O-GlcNAcylation profile and the phosphorylation of mTOR
in the four cell lines (Supp. Fig. 3B).

Next we used two distinct mouse models in which upreg-
ulation of mTOR was described: the ob/ob (obese) mice [52]
and mice with liver-specific deletion of PTEN (phosphatase
and tensin homolog) [43]. To further characterize the rela-
tionship between FASN, O-GlcNAcylation and mTOR
activation, we first compared livers from C57B16 mice to
those from 0b/ob mice (Fig. 2). Prior animal sacrifice, mice
were starved for 18 h, and blood glucose levels and body
weights were measured (Supp. Fig. 4). While no significant
difference between the two groups was found for the blood
glucose concentrations, ob/ob mice had a double weight
compared to the control group as expected (Supp. Fig. 4).
As shown by Western blotting from liver lysates, a dra-
matic increase in the FASN expression level was observed
in ob/ob mice compared to control mice, concomitantly to
higher O-GlcNAc levels and mTOR activation which was
assessed by the phosphorylation of the downstream target
p70S6K (p70 Ribosomal protein S6 Kinase) at Thr389
(Fig. 2A, B). The protein and mRNA levels of OGT were
steady between the two groups suggesting that the increase

O-GlcNAcylation levels observed in livers of obese mice
may be due to changes in OGT activity (Fig. 2A, B). RT-
qPCR analysis showed an increase in mRNA expression of
FASN and SREBP (Sterol Responsive Element Binding Pro-
tein), a driver of FASN transcription (Fig. 2C), indicating
that FASN expression is upregulated at the transcriptional
level in obese mouse liver. However, the increase in FASN
protein levels (Fig. 2A, B) cannot be only explained by the
increase in FASN transcripts (80-fold increase for the pro-
tein versus 2.5-fold increase for mRNA), suggesting that
FASN protein expression is likely also upregulated in a post-
translational manner in 0b/ob mice. Overall, in obese mice,
increased FASN protein expression positively correlates
with mTOR activation and levels of O-GlcNAc.

Then, we used a mouse model of chronically activated
insulin and mTOR signaling due to hepatocyte specific inac-
tivation of lipid phosphatase PTEN (AlbCre™:PTEN"" versus
PTEN"" mice) [43]. The hepatic specific PTEN KO develop
severe liver hypertrophy and steatosis due to increased de
novo lipid synthesis dependent on transcriptional activity
of PPARYy [44, 53]. As PTEN-null mice develop hepatic
adenomas, followed by hepatocellular carcinoma and chol-
angiocellular carcinoma with 100% penetrance, they rep-
resent a pertinent liver cancer model recapitulating major
manifestations of human disease associated with fatty
liver [43]. Thus, we asked whether marked liver steatosis
in pre-tumoral PTEN mutants correlated with changes in
O-GlcNAc pathway. For this, livers from 5-6-months-old
pre-tumoral PTEN-null mice were analyzed by Western blot
(Fig. 3A, B) and THC (Fig. 3C, D). As expected, in line with
activated insulin signaling, Western blot analyses revealed
an activation of AKT as well as a significant increase in
phosphorylation of p70S6K (Fig. 3A, B). The activation of
mTOR was also evidenced by the phosphorylation of AKT
substrate PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kDa)
protein, an inhibitor of mTOR of which phosphorylation at
Thr246 relieves its repressive function on mTORC]1. Fur-
thermore, the immunohistological analyses demonstrated
increased phospho-rpS6 (ribosomal protein S6, effector
of p70S6K) levels in the liver tissue of PTEN mutants
compared to controls (Fig. 3C, D). Consistent with previ-
ous reports and in line with increased steatosis of PTEN
mutants, the expression of FASN protein was significantly
upregulated and most evidently observed in steatosis regions
of liver tissue (Fig. 3C, D). Notably, both increased FASN
and activated mTOR signaling were positively correlated
with increased O-GIcNAc levels (Fig. 3C, D). Surprisingly,
we found that OGT protein levels were decreased in liv-
ers of PTEN mutants compared to age-matched controls
(Fig. 3A, B). No difference in protein levels of unprocessed
and mature form of SREBP (nuclear form ~ 50 kDa) was
observed between the two groups of mice (Fig. 3A, B). Alto-
gether, the observations in these two distinct animal models
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Fig.2 Obese mice exhibit high A C57BI6 ob/ob
FASN and O-GlcNAcylation __
contents, and mTOR activa-
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of hepatic steatosis indicate that FASN-driven activated de
novo lipogenesis and mTOR signaling are positively cor-
related with increased O-GlcNAcylation.
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Expression of FASN depends on OGT activity
in serum stimulated-cells

FASN is not only necessary for energy storage, it is also
crucial for cell proliferation, a process in which the enzyme
plays diverse functions including the supply in fatty acids
that contribute to the building of membranes in dividing
cells. To analyze the expression profile of FASN along the
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Fig. 3 PTEN-null mice show
hepatic FASN and O-Glc-
NAcylation increase levels and
enhanced mTOR activation.

a Livers from hepatic PTEN
mutants versus wild type mice
were analyzed by Western

blot with indicated antibodies.
Molecular mass markers are
indicated on the left (kDa). b
Optical densities corresponding
to FASN, OGT, O-GlcNAcyla-
tion, SREBP (precursor and
nuclear form), P-p70S6K, and
p70S6K were measured and
accordingly FASN/actin, OGT/
actin, O-GlcNAc/actin, SREBP
(precursor or nuclear form)/
actin, and P-p70S6K/p70S6K
ratios were calculated and
reported. ¢ The same samples
were also analyzed by immuno-
histochemistry for expression
of FASN, activation of mTOR
pathway (phospho-rpS6) and
evaluation of O-GlcNAcylation
levels. d Quantification was
done with Fiji software and
values were accordingly
represented as histograms. NS
non-significant; *P <0.05;
*#*P<0.01; ###P<0.001 (n=5)
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Fig.4 FASN expression is induced by serum, and FASN and OGT
interact differentially along cell cycle progression. a HepG2 cells
were serum-starved for 24 h and then cell cycle was released by
addition of serum. Serum-induced cells were collected at the indi-
cated time periods after serum addition and analyzed by FACS: the
percentage of cells in GO/G1, S and G2/M phases are indicated. Cell
lysates were analyzed by Western blot according to their FASN, OGT
and O-GIcNAc contents. Phosphorylation of mTOR and p70S6K
attests of activation of the mTOR pathway. Progression of the cells
along cell cycle is visualized by expression of cyclins D1 and B1.
GAPDH serves as equal loading control. Molecular mass markers
are indicated on the left (kDa). Optical densities corresponding to

cell cycle, we synchronized HepG2 cells at GO/G1 using
the serum-starvation method followed by serum addition
[33]. Serum-induced cells were collected at the indicating
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FASN were measured (four independent experiments) and accord-
ingly FASN/GAPDH ratios were calculated and reported. b Levels of
mRNA encoding FASN, OGT, ChREBP and SREBP were measured
by RT-qPCR. Values were normalized to RPLPO. HepG2 cells were
serum-starved for 24 h and then cell cycle was released by addition of
serum. ¢ Cells were analyzed by in situ PLA to visualize the interac-
tion between the two partners at different time periods (bar: 15 um).
Negative controls were performed by omitting one of the two primary
antibodies. Nuclei were counterstained with DAPIL. Quantification
of PLA is presented at the right. Molecular mass markers are indi-
cated on the left (kDa). NS non-significant; *P <0.05; **P<0.01;
##%P <0.001 (n=4 for proteins, n=3 for mRNA)

times for expression analyses during cell cycle progression
(Fig. 4A). The efficiency of cell synchronization and cell
cycle progression was monitored by FACS analysis and
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Fig.5 Silencing OGT reduces FASN expression concomitantly to »
the inactivation of the mTOR pathway during cell cycle progression.
a HepG2 cells were transfected with siRNA targeting OGT mRNA
prior to serum starvation. Then cell cycle was released by addition
of serum and cells were collected at the indicated time periods after
serum addition and analyzed by FACS: the percentage of cells in GO/
G1, S and G2/M phases are indicated. Cell lysates were analyzed by
Western blot according to their FASN, OGT and O-GIcNAc contents.
Phosphorylation of AKT was evaluated, and activation of the mTOR
pathway attested by monitoring the phosphorylation of p70S6K.
Molecular mass markers are indicated on the left (kDa). b Optical
densities corresponding to FASN were measured and accordingly
FAS/GAPDH ratios were calculated and reported. NS non-significant;
*P<0.05; ##P<0.01; ***P <0.001 (n=4)

expression of cyclin D1 (G1 phase progression) and cyclin
B1 (G2/M transition) (Fig. 4A and Supp. Fig. 5). FASN
expression is rapidly induced upon serum stimulation and its
level follows cyclin D1 profile and activation of the mTOR
pathway as attested by phosphorylation of mTOR at Ser2448
and phosphorylation of its downstream target p70S6K at
Thr389 (Fig. 4A). Then, the enzyme content decreased to
be minimal fourteen hours after cell cycle release (cyc-
lin D1 is degraded, both phosphorylation of mTOR and
p70S6K decrease, and S phase is maximal) and slightly
re-increased later when cyclin B1 was expressed (Fig. 4A).
Similar fluctuation of FASN expression during cell cycle
was also observed in the immortalized human hepatocyte
cell line IHH (Supp. Fig. 6). As we previously reported [33],
upon mitogenic stimulation, the OGT level is increased in
a constant manner (Fig. 4A and Supp. Fig. 6). Notably,
the effect on FASN protein levels was post-transcriptional
since its transcript levels were unmodified throughout our
serum stimulation experiments (Fig. 4B). At the same
time, the transcripts of OGT, SREBP and ChREBP (Car-
bohydrate Responsive Element Binding Protein), another
transcriptional factor driving FASN mRNA transcription,
varied along cell cycle (Fig. 4B). Thus, the cell cycle phase
dependent fluctuation of FASN protein rather results from
proteostasis and PTMs than from transcriptional processes.
This experiment shows that the expression of FASN progres-
sively increases during G1 phase, decreases in S phase and
then re-augments in G2 phase. Moreover, OGT regularly
increased upon stimulation all along the cell cycle as previ-
ously observed for serum [33] or insulin [34] stimulation.
Next, we wondered whether the complex between OGT
and FASN changes along the cell cycle progression. For
this the synchronized HepG2 cells were analyzed using
PLA (Fig. 4C). The basal interaction between the partners
observed in starved cells (=0) increased after 8 h of serum
stimulation when cells were mostly in G1 phase. Then the
interaction decreased in S phase (#=14 h) and re-increased
24 h after stimulation, when the cell population was in
G2/M. The changes in the interaction between OGT and
FASN are likely to follow the cyclic expression of FASN
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during cell cycle progression. Finally, we performed the
same time-course experiment in HepG2 cells transfected
with siRNA targeting OGT (Fig. 5). As shown by Western
blot, the strong decrease in O-GlcNAcylation in siOGT cells
compared to siCtrl cells disturbed the serum-induced time-
course expression of FASN, reduced the phosphorylation of
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both AKT and p70S6K, and disturbed the distribution of the
cells in the cell cycle. OGT expression is thus fundamental
for the correct induction of FASN expression and activation
of mTOR pathway during cell cycle entry.

Expression of FASN during G1 phase is dependent
upon mTOR activation

We reported previously that expression of FASN was
dependent upon O-GlcNAcylation status during lipogenesis
[26] and that OGT and mTOR regulate each other in a recip-
rocal manner [40]. Here, we showed that induction of FASN
expression follows the serum-induced activation of mTOR
(Fig. 4), while inhibition or silencing OGT reduced FASN
expression and mTOR activation concomitantly (Figs. 1D,
5). Altogether, these observations suggested that synthesis
of FASN may also depend on mTOR pathway. We therefore
investigated the role of mTOR pathway on FASN expression
during G1 phase. Starved HepG2 cells were synchronized

Fig. 6 Inhibition of mTOR

drastically reduces FASN

expression. a Serum-starved A
HepG2 cells were released from

Vehicle
Rapamycin

by serum starvation for 48 h and then re-stimulated with
serum for 3 h, with or without the mTOR inhibitor rapamy-
cin (Fig. 6). As shown by Western blotting, FASN levels
significantly decreased upon mTOR inhibition which was
ascertained by the lack of phosphorylation of p70S6K. At
the same time mTOR inhibition by rapamycin did not affect
neither expression nor maturation of SREBP (Fig. 6A).
Moreover, qRT-PCR analysis revealed that blockade of
mTOR did not impact the mRNA levels of FASN, SREBP
or ChREBP (Fig. 6B).

Next, we tested the effect of Ac5SGIcNAc and rapamycin
on IHH cells for 24 or 48 h (Supp. Fig. 7). Both inhibitors
decreased the expression of FASN but the combined action
of these two molecules resulted in only a very moderate
synergistic effect. This indicates that FASN expression is
not only under the control of O-GlcNAcylation and mTOR
pathway in cancer-derived cells but also in immortalized
human hepatocytes.
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Blockade of FASN activity impacts OGT expression
and mTOR activation

Since we showed that FASN expression correlates with the
activity of both OGT and mTOR, we wondered whether
FASN could in turn control OGT, as well as activation of
the mTOR pathway. To answer this question, we treated
asynchronous HepG2 cells with increasing concentrations of
the small-molecule inhibitor C75, a synthetic analog of the
natural inhibitor of FASN cerulenin [54]. Efficiency of C75
was first evaluated by the MTS method [55]: we observed
a 50% decrease in cellular viability at 80 uM and 100 uM
of C75 (Fig. 7A). In treated cells, we observed a significant
decrease in OGT expression level in a dose-dependent man-
ner, from 60 to 100 uM C75; O-GlcNAcylation levels and
activation of mTOR pathway were significantly reduced at
100 uM C75 (Fig. 7B, C). These results show that FASN
inhibition affects both O-GlcNAc cycling and mTOR acti-
vation, highlighting a reciprocal regulation between FASN,
OGT and mTOR pathway.

Fig.7 Inhibition of FASN A

Discussion

FASN is a fundamental pillar of all living beings, its knock-
down preventing implantation of embryos [56]. Using
acetyl-CoA, malonyl-CoA and NADPH,H*, FASN builds
acyl-CoA which is widely used in cells, especially for sus-
taining membrane formation, this process being particularly
high in cancer cells. Here, we show that serum mitogenic
stimulation of starved cells induces FASN protein expres-
sion in an OGT- and PI3K/mTOR-dependent manner.
Induction of OGT expression is also dependent upon
mitogenic pathways [33, 34]; in turn OGT activity is neces-
sary for MAPK and PI3K pathways activation [34, 57-59].
Moreover, FASN expression is partly controlled by OGT as
we previously reported [26] and observed herein. Inhibition
of OGT impairs FASN expression in asynchronous cells,
but also reduces mTOR activation as already described in
colon cell lines [40]. Since the expression of both OGT and
FASN responds to serum stimulation and is closely related
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to mTOR pathway in HepG2 cells, we therefore, asked
whether OGT activity was a prerequisite for FASN expres-
sion upon GO/G1 stimulation. We show that silencing of
OGT delays the expression of FASN and decreases mTOR
activation in synchronized HepG2 cells. Moreover, inhibi-
tion of mMTORC1 by rapamycin prior to serum stimulation
also prevented the expression of FASN, as reported in hepa-
tocarcinoma mouse models [60]. Our findings are in accord-
ance with reported observations of mTOR acting upstream
of FASN expression at the protein level but not mRNA level
in breast cancer cells [61]. It was reported that the PI3K/
AKT/mTOR pathway regulates FASN by inducing the tran-
scription factor SREBP under hypoxia conditions in human
breast carcinoma cell lines [62]. But, in our hands, we did
not observe any difference in the expression of SREBP in
response to mTOR activation in HepG2 cells. To further
understand the cross-regulation of FASN and O-GlcNAcyla-
tion by the mTOR pathway in a more physiological context,
we moved on two mice models in which mTOR is aberrantly
activated, namely the (0b/ob) obese mice [52] and the liver-
specific PTEN mutant [43]. Our in vivo observations show
that mTOR activation positively correlates with FASN accu-
mulation and a slight increase in global O-GIcNAcylation
in liver of both animal models. However, upregulation of
O-GlcNAcylation was not related to an increase in OGT
protein levels, indicating that O-GlcNAcylation contents
depend also on the fine-control of the catalytic activity of
OGT and likely of the antagonist enzyme OGA. In addi-
tion, our results suggest a reciprocal regulation of mTOR
by FASN. Inhibition of the lipogenic enzyme with C75 led
to a decrease in phosphorylation of the mMTOR downstream
target, p70S6K in liver cancer cells. Interestingly, in ovarian
cancer cells, blockade of FASN interferes with mTORC1
activation at multiple levels [63]. In another work, Brun-
ing and co-workers demonstrated that downregulation of
endothelial FASN inhibits mTOR by accumulation of malo-
nyl-CoA, the main substrate of FASN [64]. Indeed malonyl-
CoA covalently links mTOR at Lys1218, hence impairing
the kinase activity and consequently angiogenesis.

This cross-regulation between OGT, FASN and mTOR is
of particular interest since each of these actors are dependent
on the nutritional status. The highly conserved kinase mTOR
is part of two complexes, namely mTORC1 and mTORC?2.
mTORCI, for which the bacterial macrolide rapamycin is
an inhibitor [65], is involved in many key cellular processes
that integrate various signals like growth factors, energy,
oxygen, and nutrients levels to activate protein, lipid and
nucleotide synthesis, glutamine metabolism and glycolysis
[38]. O-GlcNAc homeostasis is directly link to nutrients
availability through HBP that is highly dependent among
other on glutamine metabolism [51]. Therefore, our data
and others strongly suggest that activation of mMTORC1 and
OGT may converge towards the induction of FASN in a

@ Springer

growth factor- and nutrient-dependent manner to coordinate
cell cycle progression, especially G1 phase characterized
by a sustained protein synthesis, and cellular proliferation.
As suggested by our results, this may occur through direct
interaction of FASN with OGT on one hand, and, probably,
FASN and mTOR on the other hand. In addition, we show
in the present study that a small fraction of FASN and OGT
is localized at the plasma membrane, as reported in various
cell lines [34, 49, 66, 67]. Indeed, at the membrane level,
both FASN and OGT are more specifically found in lipid
rafts [34, 66] in which the former controls the production
of phospholipids [3]. Lipid rafts concentrate modulators
of signal transduction and trafficking, thus playing a fun-
damental role in cell adhesion, migration and proliferation
in physiological conditions and cancers [68]. Interestingly,
FASN and OGT have been shown to be phosphorylated by
tyrosine-kinase receptors [69, 70]. To further elucidate the
functional reciprocal regulation of OGT and FASN, it could
be interesting to determine whether their tyrosine-phospho-
rylation status may facilitate their recruitment to the plasma
membrane, increases their activity and potentiates the acti-
vation of signaling pathways to drive cell proliferation.

While it is well-known that OGT and FASN play both a
leading role in cell proliferation, our work sheds additional
light on the dual regulation and concerted action of these
two enzymes in cell cycle entry and progression in differ-
ent cell lines and mice models. In addition to this duo, we
bring new evidence supporting the crosstalk between FASN,
OGT and the nutrient-dependent mTOR pathway, and con-
sequently identifying a new enzymatic triad involved in cell
cycle progression.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00018-021-03857-z.
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4. Résultats supplémentaires (non publiés)
4.1. Palmitoylation de 'OGT

Aprés avoir montré que l'inhibition de la FAS affectait le niveau d’expression d’OGT, nous avons
cherché a savoir si 'OGT ne subissait pas une réaction de palmitoylation. La palmitoylation est une
MPT qui résulte de la formation d’une liaison thioester covalente entre un acide gras saturé a 16
atomes de carbone sous une forme activée, le palmitoyl-CoA, et le groupement thiol d’'une cystéine
des protéines cibles. La palmitoylation confére aux protéines modifiées tout un ensemble de

propriétés notamment celle d’interagir et de résider a la membrane plasmique.

Pour ce faire, des cellules HepG2 et IHH ont été sevrées (privées de sérum) pendant 24 h, puis
maintenues dans le milieu de sevrage (cellules en phase GO), ou stimulées pendant 3 h par 10% (v/v)
de SVF pour leur permettre d’entrer en phase G1 du cycle cellulaire. Des cellules HepG2 asynchrones
(AS) ont également été préparées pour cette étude. La recherche d’une potentielle palmitoylation de

I’OGT a été réalisée grace a un kit commercial (SiteCounter S-Palmitoylated Protein Mini Kit) (Fig. 50).

FASN FASN

OGT

— w——Fotillin-2 55- Flotillin-2

[l P ————— aEp GEP e oS

Figure 50 : Analyse de la palmitoylation potentielle de I'OGT. Des cellules HepG2 asynchrones et des cellules
HepG2 et IHH en phase GO et G1 du cycle cellulaire ont été utilisées pour mettre en évidence une hypothétique
palmitoylation de I'OGT. La flotilline-2, protéine palmitoylée, a servi de contréle positif.

Aprés une étape de blocage des groupements thiols libres et remplacement des groupements
thioesters (engagés dans la liaison) par un groupement PEG (polyéthylene glycol), nous n’observons

pas de palmitoylation ni de I'OGT, ni de la FAS par ailleurs.

4.2. Interaction FAS et mTOR

Aprés avoir montré un lien réciproque entre la FAS et la kinase mTOR, nous nous sommes demandés
si les deux protéines étaient des partenaires d’interaction. Nous avons montré par PLA que FAS
interagit avec mTOR et d’une maniere moins évidente avec sa forme phosphorylée dans les cellules

HepG2 asynchrones (Fig. 51).
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Figure 51 : Visualisation de l'interaction FAS-mTOR dans des cellules HepG2 asynchrones. Le controle négatif a
été réalisé en omettant I’Ac anti-mTOR (A) ou I’Ac anti-P-mTOR (B). Le DAPI colore en bleu le noyau des cellules.
Les anticorps secondaires dirigés contre la FAS, mTOR ou P-mTOR sont couplés a des oligonucléotides
complémentaires. L’'interaction de la FAS et de mTOR ou P-mTOR rapproche les oligonucléotides, permettant
leur hybridation. L’amplification par PCR donne un signal vert (Duolink In Situ Detection Reagents Green).
L’objectif 40X a été utilisé pour I'acquisition des images sur un microscope confocal. La quantification du signal
PLA est présentée en dessous de I'image correspondante.

Partie 2 : Etude de I'expression de la FAS et de I'OGT dans les tissus cancéreux
humains hépatiques

1. Contexte de I'étude

Le cancer est I'une des principales causes de mortalité dans le monde. Un lien étroit existe entre le
développement tumoral et la dérégulation du métabolisme cellulaire. Une de ces voies métaboliques
dérégulée au cours de la cancérogénése est la synthése de novo des acides gras dite lipogenése. La FAS
est I'enzyme clé de la lipogenese. Comme décrit dans l'introduction, la FAS est surexprimée dans de
nombreux types de cancers et est fortement corrélée au stade agressif du cancer et a un mauvais
pronostic. Cette augmentation de lipogenése confere aux cellules cancéreuses des avantages en
termes de prolifération, de métastase, de survie et de résistance a la chimiothérapie. Dans notre
premiere étude, nous avons montré que |'expression de la FAS dépend de I'activité catalytique de
I’OGT et de la voie mTOR au cours de la prolifération des cellules cancéreuses hépatiques HepG2, et

gu’a son tour, I'inhibition de la FAS réduit les niveaux d’OGT et d’activation de la voie mTOR. Dans
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cette étude, nous avons analysé I'expression de la FAS, d’OGT et des niveaux de O-GIcNAc, et
d’activation de la voie mTOR dans dix tissus humains de CHC ainsi que leurs tissus adjacents non

cancéreux.
Ce travail a fait I'objet d’un article original en révision dans le journal Oncology Letters

Sadia Raab, Ninon Very, lkram El Yazidi-Belkoura, and Tony Lefebvre (2021). Survey of the expression

of fatty acid synthase and O-GIcNAc transferase in liver cancer. Oncology letters. En révision
Les principaux résultats de cette étude sont décrits ci-dessous.

2. Résultats

Dans cette partie de mon projet, nous avons tout d’abord analysé le profil d’expression des genes
codant la FAS et OGT dans différents tissus sains provenant d’environ 1.000 personnes en utilisant
GTEXPORTAL. En accord avec les données de la littérature, nous constatons que la FAS est plus
fortement exprimée dans le tissu adipeux et les glandes mammaires (spécifiquement en période de
lactation). Quant a I'OGT, son expression est plus homogéne avec une surexpression dans le cerveau,
le poumon, la rate, la thyroide, le nerf tibial, le col de I'utérus, la trompe de Fallope, I'ovaire et le vagin
(Fig. 52A). Etant donné que ces deux enzymes sont fortement impliquées dans la cancérogénese, nous
avons exploité la base de données GEPIA pour analyser leurs niveaux d’ARNm en RSEM (RNA-Seq by
expression maximization) (log2) dans une grande variété de tumeurs par rapport aux tissus sains. Nous
avons observé une plus forte expression des ARNm de la FAS et OGT dans la majorité des cancers, y

compris le CHC (Fig. 52B).
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Figure 52 : Analyse de données transcriptomiques de la FAS et de I'OGT. Voir texte pour les détails.

LGG

ucs

++

GG

Nous avons ensuite analysé les niveaux d’expression de la FAS et OGT ainsi que I'activité de cette

derniere dans deux lignées cancéreuses hépatiques HepG2 et Hep3B versus la lignée hépatique non

cancéreuse IHH. Nous avons montré par WB que la FAS est plus fortement exprimée dans les cellules

cancéreuses hépatiques par rapport a la lignée non cancéreuse. En revanche et contrairement a ce que

nous avons observé dans les cellules coliques, I'expression d’OGT ne varie pas dans les cellules

hépatiques (Fig. 53).
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Figure 53 : Analyse de I'expression de la FAS et de ’OGT dans les lignées cancéreuses hépatiques. Voir texte
pour les détails.

Enfin, nous avons analysé les niveaux d’expression de la FAS, OGT et de O-GlcNAcylation ainsi que
I’activation de la voie mTOR dans des tissus hépatiques cancéreux versus tissus non cancéreux issus de
dix patients atteints d’'un CHC modéré ou bien différencié. Nous avons montré par WB a partir de lysats
de foie une augmentation des niveaux d’expression de la FAS dans 6 tissus tumoraux sur 10 par rapport
aux tissus adjacents non tumoraux (Fig. 54A). Malgré cette tendance a la hausse, il n'y a pas de
différence significative entre les tissus tumoraux et les tissus adjacents en raison de la grande
variabilité de I'expression de la FAS d’un patient a I'autre (Fig. 54B). Comme pour la FAS, en raison de
la grande variabilité inter-patient, nous observons une augmentation non significative de I'activation
de la voie mTOR dans les tumeurs hépatiques (Fig 54A, B). De maniére intéressante et en accord avec
nos résultats in vitro et in vivo, nous montrons une corrélation positive entre le niveau d’expression
protéique de la FAS et d’activation de mTOR dans les tissus hépatiques cancéreux et tissus adjacents
non cancéreux (Fig. 54C). De plus et de maniére intéressante, nous avons observé une forte
augmentation de I'expression de I'OGT et une augmentation légére mais significative des niveaux de
O-GIcNAc dans les tissus humains de CHC par rapport aux tissus non cancéreux (Fig. 54A, B). En
revanche et de maniére surprenante, I'analyse immunohistochimique ne montre pas de difference des
nivaux d’expression d’OGT et de O-GlcNAcylation dans les tissus tumoraux versus tissus adjacents sains
(Fig. 54D). Concernant la FAS, en accord avec les résultats obtenus par WB, on observe une

augmentation significative de son niveau d’expression dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus
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sains (Fig. 54D). Enfin, I'analyse des transcrits de la FAS et de SREBP a montré une légere augmentation

de leurs niveaux d’ARNm (Fig. 54E). Concernant I'OGT, nous constatons que son niveau d’ARNm a une

tendance a la baisse dans les tissus cancéreux par rapport aux tissus non cancéreux (Fig. 54E).

Ces différentes observations montrent que 'OGT et la O-GlcNAcylation sont plus élevées dans les

tissus cancéreux hépatiques humains par rapport aux tissus adjacents non cancéreux. Concernant

FAS et mTOR, malgré leur tendance a la hausse dans les tissus tumoraux, cette augmentation n’est

pas significative au vu de la grande variabilité de leur expression inter-patients. En revanche et de

maniére intéressante, nous retrouvons une corrélation positive entre la FAS et mTOR.
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Abstract. Tumor occurrence and development are closely
related to metabolism abnormalities. One of the metabolic
networks that is dysregulated during carcinogenesis is the
fatty acid synthesis pathway, which is mainly controlled by
fatty acid synthase (FASN). We previously demonstrated in
proliferating HepG2 liver cancer cells that FASN expression
depends on the catalytic activity of 0-GIcNAc transferase
(OGT) and the activation of the mechanistic/mammalian
target of rapamycin (mTOR) pathway. The aim of the present
study was to go further in these investigations by analyzing
datasets and tissues of patients with liver cancer. To that
purpose, transcriptome databases were explored, and reverse
transcription-quantitative PCR, western blotting and immu-
nohistochemistry were used. Database analyses revealed that
FASN and OGT gene expression was higher in certain cancer
tissues, including liver hepatocellular carcinoma, compared
with that in non-cancerous tissues. At the protein level, FASN
expression was higher in the liver cancer-derived cell lines
HepG2 and Hep3B compared with the immortalized human
hepatocytes IHH cell line. However, neither the expression of
OGT nor of its product 0-GIcNAcylation showed any signifi-
cantdifference among the three hepatic cell lines. Subsequently,
the expression of FASN and OGT at the protein and mRNA
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transferase; SREBP, sterol responsive element binding protein

Key words: fatty acid synthase, (-GIcNAc transferase,
0-GlcNAcylation, liver cancer, mTOR pathway

levels was evaluated in human liver cancer and non-tumoral
tissues from the same patients with different liver lesions.
The results from western blotting demonstrated a significant
increase in OGT ands 0-GlcNAcylation expression in liver
cancer tissues independently of the type of lesion character-
izing the non-tumoral counterpart. As previously reported for
HepG2 proliferating cells, the protein level of FASN was posi-
tively correlated with the activation of mTOR and, although
a rather upward trend, a high variability in its expression was
monitored between patients. However, the results from immu-
nohistochemistry showed no particular modification for OGT
and 0-GlcNAcylation expression and a significant increase
in FASN expression in cancer tissues compared with that in
adjacent non-tumoral tissues. Non-significant changes were
observed for FASN and OGT mRNA levels between tumoral
and non-tumoral samples, with a high variability between
patients. Taken together, these results demonstrated that FASN
expression was higher in hepatic cancer tissues in comparison
with non-tumoral tissues. Furthermore, OGT expression and
activity were shown to vary greatly between cell or cancer
type, making any generalization difficult.

Introduction

Fatty acid synthase (FASN) synthesizes fatty acids from
malonyl-CoA and acetyl-CoA substrates, using nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH,H*/NADP*) as a
cofactor, mainly leading to the synthesis of 16-carbon palmi-
tate (1). FASN is also involved in other functions such as
energy storage, protein adhesion to membrane, cell signaling,
intracellular trafficking, cell migration and cell prolifera-
tion (2). In non-cancerous human tissues or cells, 74 SN, which
is under the transcriptional control of sterol responsive element
binding protein (SREBP), is downregulated due to a sufficient
level of fatty acids in the diet. Accelerated fatty acid synthesis
due to increased FASN level has been observed in many types
of cancer, including breast, colon or prostate cancer, and is
positively correlated with a poor prognosis (3).
0-GlcNAcylation is a dynamic post-translational
modification consisting in the addition of a single
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N-acetylglucosamine (GlcNAc) monosaccharide to
serine/threonine residues of target proteins via O-GIlcNAc
transferase (OGT). Removal of the GlcNAc residue is cata-
lyzed by the O-GIcNAcase (OGA) (4). As a nutrient sensor,
O-GlcNAcylation can relay the effects of excessive nutritional
intake, which is an important risk factor of cancer. It has been
reported that O-GlcNAcylation and OGT levels are increased
in various types of cancers such as colon and breast cancer (5).
We previously demonstrated in two independent studies the
following: i) FASN is O-GlcNAcylated in a nutrition-dependent
manner (hepatic lipogenesis) and O-GlcNAcylation promotes
its activity by preventing its proteasomal degradation (6); and
ii) FASN expression is dependent of the catalytic activity of
OGT and activation of mTOR in proliferating liver cancer
cells (7).

mTOR pathway is another signaling pathway that senses
nutrient availability and growth factors or hormones to enable
cell growth (8). Our previous study and another study reported
that O-GlcNAcylation and mTOR pathway are closely linked
in breast and colon cancer cells, and a reciprocal control
between the two has been demonstrated (9,10). Furthermore,
it has been reported that the mTOR pathway is associated with
tumorigenesis (11,12). However, such investigation in human
liver tissues has not been performed.

In a previous study, we focused on the expression of FASN
in the HepG2 cell line (7); however, further investigation is
needed in patients with liver cancer. By combining the evalu-
ation of transcriptome databases and experimental approach
using western blotting, immunohistochemistry (IHC) and
reverse transcription quantitative (RT-q)PCR, the present
study investigated the expression of FASN and OGT and the
activation of mTOR in liver-derived cell lines and tissues
from patients with liver cancer. The objective of the present
study was to extend the research of our previous study on cell
lines (7) and to tentatively fill a gap in the literature concerning
the concomitant expression level of FASN and OGT, and
mTOR pathway activation, in hepatic cancer.

Materials and methods

Expression data retrieval and analysis. The OGT and FASN
gene expression in tissues was graphed independently of
sex and along a logarithmic y-axis [loglO(TPM+1)] using
Genotype-Tissue Expression (GTEx; https://gtexportal.
org/home/) database. The web server GEPIA 2 (cancer-pku.
cn; gepia2.cancer-pku.cn) was used to analyze the Cancer
Genome Atlas (TCGA) database. GTEx and TCGA together
allowed the examination of 60,498 genes and 198,619 isoforms
(dataset sources). Expression analyses generated by GEPIA2
were represented as box plots with a cutoff P-value of 0.01.
Log scale was chosen for data representation.

Human tumor tissues. A series of 10 liver tumor and
tumor-adjacent tissues from 6 men and 4 women were
obtained from the Tumor Bank of Lille-Regional Reference
Center in Cancer (Centre Hospitalier Régional Universitaire
de Lille, Lille, France; agreement no. #CSTMT276 obtained
on December 2, 2020). Samples were immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C. Patient data are presented
in Table I.

Tissue disruption. Liver tissues were lysed in 600 yul of lysis
buffer [10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0.1% (m/v) sodium
dodecyl sulfate (SDS), 1% (v/v) Triton-X100 and 0.5% (m/v)
sodium deoxycholate (NaDOC); pH 7.5] containing protease
inhibitors (protease cocktail inhibitors; Sigma-Aldrich;
Merck KGaA), 50 mM sodium fluoride (Sigma-Aldrich;
MerckKGaA)and 1 mM sodiumorthovanadate (Sigma-Aldrich;
Merck KGaA) at 4°C for protein extraction or 500 ul of RA1
buffer (Machery-Nagel GmbH) containing chaotropic salt
[30-60% (m/v) guanidinium thiocyanate] at room temperature
for mRNA extraction using a MP Biomedicals Instrument
FastPrep and Lysing Matrix tubes (MP Biomedicals). Three
cycles of 40 sec at 4 msec™”, 40 sec at 4 msec™ and 20 sec
at 4 msec” were needed. The soluble fractions were obtained
following two centrifugations at 13,000 x g for 10 min at 4°C
for proteins and at room temperature for mRNA.

Cell culture. All cell lines were obtained from the American
Type Culture Collection apart from the immortalized human
hepatocytes IHH cell line that was provided by the European
Genomic Institute for Diabetes (Lille). The human liver cancer
HepG2 cell line was cultured in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM; Lonza Group Ltd.) supplemented with
25 mM glucose. The human hepatocarcinoma Hep3B cell line
was cultured in Minimal Essential Medium (MEM; Biowest
SAS) supplemented with 5 mM glucose. The immortalized
human hepatocyte IHH cell line was cultured in William's
E Medium (Lonza Group Ltd.) supplemented with 10 mM
glucose. All cells were maintained in medium supplemented
with 10% (v/v) fetal calf serum (Dominique Dutscher SAS)
and 2 mM L-glutamine and incubated at 37°C in a 5% (v/v)
CO,-enriched humidified atmosphere. To maintain optimal
growth conditions, cells were divided before confluence was
reached and fresh medium was added. The day before cell were
used, the cells were divided to retain their ability to proliferate.

Western blotting. Cells were first washed twice with ice-cold
phosphate-buffered saline (Sigma-Aldrich; Merck KGaA)
and then incubated for 20 min with lysis buffer (composition
as aforementioned). The cell lysates were then centrifuged
at 20,000 x g for 15 min at 4°C. The supernatants were
collected and protein concentration from cultured cells and
human liver lysates was evaluated using the micro-BCA
assay kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.) according to the
manufacturer's instructions. Proteins (30 ug per lane) were
separated by 6 or 8% SDS-PAGE in electrophoresis buffer
[25 mM Tris-HCI, 192 mM glycine, 0.1% (m/v) SDS, pH 8.8]
and transferred onto nitrocellulose membranes (Hybond™-C
EXTRA; GE Healthcare) in transfer buffer [25 mM Tris-HCI,
192 mM glycine, 20% (v/v) methanol, pH 8,8]. Membranes
were stained with Ponceau red [5% (v/v) acetic acid and 0,1%
(w/v) Ponceau red] to confirm equal loading. Membranes
were destained with Tris-Buffered Saline (TBS) containing
Tween-20 [20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,05% (v/v)
Tween-20; Sigma-Aldrich; Merck KGaA; pH 7,5; TBS-T].
Membranes were subsequently blocked in 5% (w/v) nonfat
dry milk or 3% (w/v) bovine serum albumin (Sigma-Aldrich;
Merck KGaA) in TBS-T for 45 min and incubated overnight
at 4°C with primary antibodies against O-GlcNAc [mouse
monoclonal (RL2); cat. no. MA1-072; Thermo Fisher
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Table II. Sequences of the primers used for reverse transcription quantitative PCR.

Hybridization
Genes Forward sequence, 5'-3' Reverse sequence, 5'-3' temperature, “C
OGT TGGCTTCAGGAAGGCTATTG CAAGTCTTTTGGATGTTCATATGG 56
FASN TTCTTCGGAGTCCACCCCA TCCTCGGAGTGAATCTGGGT 60
SREBP GGAGCCATGGATTGCACTTT TCAAATAGGCCAGGGAAGTCA 56
RPLPO GATGACCAGCCCAAAGGAGA GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT 60

FASN, fatty acid synthase; OGT, O-GlcNAc transferase; SREBP, sterol responsive element binding protein; RLPO, ribosomal protein lateral

stalk subunit PO.

Scientific, Inc. 1:2,000], OGT [rabbit polyclonal (TI-14);
cat. no. 06014; Sigma-Aldrich; Merck KGaA; 1:2,000], FASN
(rabbit polyclonal; cat. no. ab99359, Abcam, 1:1,000), mTOR
[rabbit polyclonal (7C10); cat. no. #2983; Cell Signaling
Technology, Inc.; 1:1,000], phosphorylated (p)-mTOR
[rabbit polyclonal (D9C2); cat. no. #5536; Cell Signaling
Technology, Inc; 1:1,000] and GAPDH (mouse monoclonal;
cat. no. 71548; Covalab; 1:4,000). After three washes with
TBS-T, membranes were incubated with the appropriate horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibody (polyclonal
donkey anti-rabbit IgG/HRP conjugated and polyclonal sheep
anti-mouse I[gG/HRP conjugated; GE Healthcare; 1:10,000) for
1 h atroom temperature. After three washes with TBS-T, bands
were detected using enhanced chemiluminescence substrate
(West Pico Plus; Thermo Fisher Scientific, Inc.). The images
were acquired using a CCD camera (Fusion Solo; Vilbert
Lourmat). For additional probing, membranes were stripped
with the Antibody Stripping Buffer (Gene Bio-Application
L.T.D.) for 15 min at room temperature, washed in TBS-T
and re-probed with antibodies. Relative expression levels of
proteins were normalized to endogenous control GAPDH
using ImageJ software 1.52v (National Institutes of Health).

Immunohistochemistry (IHC). Tissue sections (5 ym) were
stained with hematoxylin and eosin. Automatic IHC was
performed with an automated immunostainer apparatus
(BenchMark GX; Roche Diagnostics) using iVIEW DAB
detection kit (Ventana) and primary antibodies specific for OGT
(Sigma-Aldrich; Merck KGaA; cat. no. DM17; rabbit; 1:200),
FASN (Abcam; cat. no. ab99359; rabbit; 1:100) and O-GIcNAc
(Novus Biologicals RL2; mouse; 1:200). Antigen retrieval was
performed using CC1 antigen retrieval buffer (Ventana Medical
Systems) for 30 min at 95°C. Specificity was checked by control
staining performed in the absence of primary antibody. Images
of whole tissue sections were obtained using an Axioscan Z1
microscope slide scanner (Zeiss AG). Immunostaining score
was established by the expert pathologist Dr Rybarczyk.
Staining intensity was analyzed using the percentages of stained
hepatocytes (tumoral or not) multiplied by the intensity score
as follows: O (no staining), 1+ (weak staining), 2+ (moderate
staining) and 3+ (strong staining). We obtained a final score for
each tissue ranging from O to 3.

mRNA extraction and RT-gPCR analysis. mRNA extraction
was performed using the Nucleospin ‘DNA, RNA and protein

purification’ kit (Macherey Nagel) according to the manufac-
turer's instructions. Quantification of RNA levels and reverse
transcription were performed as previously described (7).
The FASN, OGT and SREBP transcripts were analyzed
by RT-qPCR using Mx4000 Multiplex Quantitative PCR
system (Stratagene). Each PCR reaction contains 12.5 pl of
SyberGreen, 300 nM of each primer and 2 ul of cDNA for a
total volume of 25 ul. The following program was followed:
Segment 1 (1 cycle), 10 min at 95°C; segment 2 (40 cycles),
30 sec at 95°C, 30 sec at 56°C for OGT and SREBP, and
at 60°C for FASN, and 30 sec at 72°C; segment 3 (1 cycle),
1 min at 95°C, 30 sec at 56°C for OGT and SREBP, and at 60°C
for FASN, and 30 sec at 95°C. Data were normalized and
expressed using the 2"24°T method (13). The sequences of the
primers are presented in Table II.

Statistical analysis. Data were presented are the means + stan-
dard error of the man of at least three independent
experiments. Data were compared using one-way ANOVA and
Student's t-test. Correlation analysis was done using Pearson
correlation test (with the calculation of correlation coefficient r,
coefficient of determination R? and P-value). Statistical analyses
were performed using Excel 2019 (Microsoft Corporation) and
Graph-Pad Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc.) software.

Results

Exploration of transcriptome databases revealed that
FASN and OGT gene expression are higher in cancers,
including liver cancer. It is considered that FASN and OGT
are expressed in all human tissues but at various levels. To
highlight the importance of FASN and OGT in physiological
processes, we first checked gene expression levels of both
enzymes in 54 healthy tissues (from ~1,000 people) using
GTExPORTAL (Fig. 1A). FASN and OGT were widely
expressed over numerous tissues and organs. FASN content
was higher in adipose tissue (due to visceral fat accumula-
tion) and in mammary tissue, especially during lactation.
Regarding OGT, the expression levels were more homogenous
over tissues, although a stronger expression was observed in
cerebellum, lung, spleen, thyroid, tibial nerve and female
tissues and organs (cervix, fallopian tube, ovary, uterus and
vagina; Fig. 1A). Since both enzymes are thought to be drivers
of carcinogenesis, we next explored the GEPIA 2 web server
to analyze their mRNA levels expressed as RNA-Seq by
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Figure 1. Continued.

Expectation-Maximization (log2) in a wide variety of tumors
(TCGA normal) compared with healthy tissues (TCGA normal
and GTEx datasets; Fig. 1B). The results demonstrated that
mRNA encoding FASN was increased in the following tumor
tissues: BLCA, CESC, COAD, DLBC, LIHC, OV, PAAD,
PRAD, READ, TGCT, THYM, UCEC and UCS. Conversely,
it was significantly decreased in LAML and THCA (Fig. 1B).
Significant increase in OGT expression was observed in
CHOL, DLBC and LAML, and decrease in ACC, BRCA,
CESC, COAD, LUAD, LUSC, OV, PAAD, PRAD, READ,

SKCM, THCA, THYM, UCEC and UCS. A non-significant
decrease in OGT expression was also visible in LIHC, which
was consistent with a previous study (7). Taken together, these
findings demonstrated a significant decrease in OGT mRNA
level in tumor tissues while FASN mRNA content tended to
increase in tumor tissues.

FASN is highly expressed in cancer-derived cell lines
compared with non-cancerous cell lines. We analyzed the
expression of FASN and OGT in the three different cell lines
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Figure 1. Evaluation of FASN and OGT gene expressions in (A) normal and (B) cancer human tissues using GTEx Portal and GEPIA2 respectively. Sample
sizes (number of patients) were as follows in (A): AS, 663; AV, 541; AG, 258; AA, 432; AC, 240; AT, 663; B, 21; BA, 152; BACC, 176; BCBG, 246; BCH, 215;
BCe, 241; BCo, 255; BFC, 209; BHi, 197; BHy, 202; BNABG, 246; BTBG, 205; BSCC, 159; BSN, 139; BMT, 459; CCF, 504; CEBVTL, 174; CEc, 9; CEn, 10;
CS, 373; CT, 406; EGJ, 375; EMuc, 555; EMus, 515; FT,9; HAA, 429; HLV, 432; KC, 85; KM, 4, Li, 226; Lu, 578; MSG, 162; MS, 803; NT, 619; O, 180; Pa, 328;
Pi, 283; Pr, 245; SNSE, 604; SSE, 701; SITI, 187; Sp, 241; St, 359; Te, 361; Th, 653; U, 142; V, 156; WB, 755. ACC, adrenocortical carcinoma; BLCA, bladder
urothelial carcinoma; BRCA, breast invasive carcinoma; CESC, cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma; CHOL, cholangiocar-
cinoma; COAD, colon carcinoma; DLBC, lymphoid neoplasm diffuse large-B cell lymphoma; ESCA, esophageal carcinoma; GBM, glioblastoma multiforme;
HNSC, head and neck squamous cell carcinoma; KICH, kidney chromophobe; KIRC, kidney renal clear cell carcinoma; KIRP, kidney renal papillary cell
carcinoma; LAML, acute myeloid leukemia; LGG, brain lower grade glioma; LIHC, liver hepatocellular carcinoma; LUAD, lung adenocarcinoma; LUSC,
lung squamous cell carcinoma; OV, ovarian serous cystadenocarcinoma; PAAD, pancreatic adenocarcinoma; PCPG, pheochromocytoma and paraganglioma;
PRAD, prostate adenocarcinoma; READ, rectum adenocarcioma; SKCM, skin cutaneous melanoma; STAD, stomach adenocarcinoma; TGCT, testicular germ
cell tumors; THCA, thyroid carcinoma; THYM, thymoma; UCEC, uterine corpus endometrial carcinoma; UCS, uterine carcinosarcoma. ‘P<0.05.

derived from liver HepG2, Hep3B and IHH by western blot-  significant for the HepG2 cells, the P-value was equal to 0.06
ting (Fig. 2). The expression of FASN was more elevated in ~ when data were compared with the non-cancerous cell line.
liver cancer cells compared with ITHH hepatocytes. While not
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Figure 2. Analysis of FASN, OGT and O-GlcNAcylation contents in human hepatic cell lines. (A) Expression of FASN, OGT and O-GlcNAcylation was
evaluated by western blot in three different hepatic cell lines, the liver cancer-derived cell lines HepG2 and Hep3B and the immortalized human hepatocytes
IHH. (B) Quantification of three independent experiments from (A). ‘P<0.05. NS, non-significant; FASN, fatty acid synthase; OGT, O-GIcNAc transferase;

IHH, immortalized human hepatocyte.

No differences were found for O-GlcNAcylation and OGT
expression (Fig. 2).

FASN, OGT and O-GlcNAcylation expression is higher in
human liver cancer tissues and FASN expression is correlated
with activation of mTOR pathway. We analyzed the expression
of FASN, OGT and O-GlcNAcylation in liver cancerous and
non-cancerous tissues from 10 patients with moderately or well
differentiated hepatocellular carcinoma (6 men and 4 women;
Table I). We observed that FASN protein expression was more
highly expressed in 6/10 tumor tissues when compared with
non-tumor-adjacent tissues (Fig. 3A). Despite this increasing
trend, there was no significant difference between tumor
and non-tumoral tissues due to the high variability of FASN
expression between patients (Fig. 3A and B). We previously
reported that FASN expression is partly dependent upon the
activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway in hepatic cell
lines and in livers from two different mice models, obese mice
(ob/ob) and Phosphatase and tensin homolog-null mice (7).

Like for FASN expression, we observed a higher activation of
mTOR in liver tumors, although it was not significant due to
the great inter-patient variability (Fig. 3A and B). Furthermore,
FASN protein expression was positively correlated with
mTOR activation in non-tumoral samples and corresponding
cancer liver tissues as presented by the correlation analysis
(r=0.8387; R?>=0.7034; P-value=0.0024; Fig. 3C). However,
the diversity of non-cancerous tissues damaged by different
lesions (portal fibrosis, cirrhosis or normal phenotype) could
explain at least partly the great inter-patient variability observed
(Fig. 3A and B). An increase in OGT expression and a slight but
significant increase in the O-GIcNAc expression were observed
in human liver cancer tissues compared with non-cancerous
tissues (Fig. 3A and B). The results from RT-qPCR demonstrated
a slight increase in FASN and SREBP mRNA expression.
Similar to the results from our previous study (7), OGT mRNA
level tended to decrease in liver cancer tissues compared
with non-cancerous tissues (Fig. 3D). The level of transcripts

100
101
02
103
04
05
06
07
08
09
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

O e S S

175



(O N O R N

o

11
12
13

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

60

8 RAAB et al: FASN AND OGT LEVELS IN LIVER CANCER

A Patients 515 FASN/GAPDH
2
2
M #2  #3  #4 45 46 47 #8 #9  #10 g, it wit
T NT TNT TNT T NT T NT TNTT NTTNTT NTT £
205
170- s
T o
Pl nTor 12345678910
170- - Patients
mTOR P-mTOR/MTOR
170- 218 ANT uT
110~ !
HITREIIA T
100- g ol Mnh) [l
& 123456780910
O-GlcNAc Patients
g, OGICNAC/GAPDH
e " NT &T
< 4
- — ]}
22
5 |
@ o [T . LA
123456780910
Patients
B . 124 FASN/GAPDH 15 P-mTOR/MTOR
S c
2 14 2
o 54
S 08 NS £ 1
D © NS
2 06 ]
S 044 S 05
T 02 «
B 0
NT T NT 7
4 OGT/GAPDH 6 O-GICcNAC/GAPDH 4
s S5
B Hokok a
£s g4
o -8
8§ 2 33
2 22
B 1 k<]
& @
0 0
NT T NT T
11 @
% oNT ET -
5
E
€
o
FASN
D FASN/RPLPO SREBP/RPLPO OGT/RPLPO
35 0.06 02
- NS . -
o 3 o (<}
@ ‘3 0.05 NS 2
g s 8 8 015
g & g 004 g
5, ® NS
2 2 008 2 o1
E < 002 <
& F3 Z 005
€ o5 $I E 001 €
0 0 0
NT T NT T NT T

1
Figure 3. Analysis of FASN, OGT and O-GlcNAcylation expression and mTOR activation in human liver cancer tissues by western blot and RT-qPCR.

(A) Liver explants from 10 patients with hepatocellular carcinoma vs. non-tumoral adjacent tissues harboring various liver lesions were analyzed for FASN,
OGT, O-GlcNAc, p-mTOR and mTOR expression by western blotting (left panel). Quantification of three independent experiments from (A) left panel (right
panel). (B) Relative expression of FASN, OGT, O-GlcNAcylation and activation of mTOR pathway from 10 human liver tumor tissues and tumor-adjacent
normal tissues. (C) Pearson correlation analysis between FASN expression and mTOR activation. (D) mRNA expression of OGT, FASN and SREBP measured
by RT-gPCR. Values were normalized to RPLP0. "P<0.05 and ““P<0.001. NT, non-tumoral; T, tumoral; NS, non-significant; RT-qPCR, reverse transcrip-
tion quantitative PCR; FASN, fatty acid synthase; OGT, O-GlcNAc transferase; mTOR, mechanistic/mammalian target of rapamycin; p, phosphorylated;
SREBP, sterol responsive element binding protein; RLPO, ribosomal protein lateral stalk subunit PO.
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Figure 4. Analysis of FASN, OGT and O-GlcNAcylation expression in human liver cancer tissues by IHC. (A) Representative images of IHC staining in T and
adjacent NT tissues. (B) IHC staining score was measured for OGT and FASN. Scale bar, 100 ym. "P<0.05. IHC, immunohistochemistry; NT, non-tumoral;
T, tumoral; FASN, fatty acid synthase; OGT, O-GlcNAc transferase.

T

encoding FASN and OGT evolved in the same way as those
found following exploration of GEPIA2 (Fig. 1B).
Theexpression of OGT,FASN and level of O-GIcNAcylation
in human HCC tissues were evaluated using IHC. In the 10
patients with HCC, a strongest FASN staining was observed
in tumoral tissues compared with non-tumoral tissues
(2.2+0/21 in tumor tissues vs. 1.24+0.26 in normal tissues;

FASN
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0.0
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Staining intensity

LB

NT

P=0,02; Fig. 4). FASN staining was mainly localized in the
cytoplasm of tumoral cells with a little centrolobular incre-
ment of the intensity. No significative difference was observed
for OGT expression between tumoral and non-tumoral tissues
(2.06+0.27 in tumor tissues vs. 2.03+0.17 in normal tissues;
P=0,86). In both cases, the OGT strong staining was localized
both in the nucleus and cytoplasm of the hepatocytes and was
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homogenous. Anti-O-GlcNAc staining was mainly nuclear.
Similar strong intensity was observed in the tumor and normal
tissues of the 10 patients with HCC (Fig. 4).

Discussion

Cancer is one of the leading causes of morbidity and mortality
worldwide. A growing body of evidence suggests that
abnormalities in cell metabolism are closely related to the
emergence and development of tumors. One of the aberrant
metabolic pathways of tumor cells is the synthesis of fatty
acids. FASN is the key enzyme involved in this process that
provides energy for sustained proliferation of tumor cells (14).
Therefore, an increased level of FASN has been observed
in numerous cancers (3). FASN is also positively correlated
with the aggressive stage of cancer and the poor prognosis.
This increased lipogenesis provides cancer cells with some
advantages in terms of proliferation, metastasis, survival and
resistance to chemotherapy (15,16).

In a previous study from our laboratory on hepatic lipo-
genesis, we reported that FASN is O-GlcNAcylated in a
nutrition-dependent manner (6). The O-GlcNAcylation prevents
the proteasomal degradation of FASN and increases therefore its
expression and subsequent activity. In addition, we demonstrated
in two independent studies that FASN expression is dependent
on the catalytic activity of OGT and activation of mTOR in
proliferating liver cancer cells, which is believed to promote
hepatic carcinogenesis (7), and that mMTOR and O-GlcNAcylation
regulate each other (10) as previously described (9).

The present study demonstrated that FASN was more
strongly expressed in the human HCC cell lines HepG2 and
Hep3B compared with the immortalized human hepatocyte
IHH cell line, which was not the case for OGT. This observa-
tion contrasts with what we previously observed in colon cell
lines in which the glycosyltransferase is higher for cancer cell
lines (17), and with Reginato's group for breast cancer cells (18).
Thus, generalizing the elevation of OGT and O-GlcNAcylation
in all cell types should not be done and a case-by-case study is
essential. Furthermore, the use of a normal liver cell line such
as THLE-3 would be helpful in a near future to push forward
our investigations on this topic.

The present study also focused on the evaluation of FASN,
OGT and O-GlcNAc expression and the activation of mTOR in
10 human HCC and non-tumoral adjacent tissues from 6 men
and 4 women. By using western blotting, we demonstrated
that, conversely to hepatic cell lines, the expression of OGT
and O-GIcNAcylation was strongly elevated in liver cancer
tissues compared with non-tumoral tissues, as previously
demonstrated in colon tissues (19). It was previously reported
by IHC that O-GlcNAcylation is significantly elevated in
HCC tissues from patients treated with liver transplantation
compared with health liver tissues (20), and that OGT and
O-GlcNAcylation levels are higher in colon tumor tissues
compared with tumor-adjacent normal tissues (19). In the
liver cancer and adjacent non-tumoral tissues form the present
study, no correlation between OGT mRNA and protein levels
was reported; however, a decreasing trend was observed
in OGT mRNA level. Regarding FASN protein expres-
sion, the results demonstrated that FASN was more highly
expressed in 6 out of the 10 liver tumor tissues compared with
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non-tumor-adjacent tissues. Although the tendency to increase
was the same, a high variability on FASN expression between
patients was observed, which was probably due to the different
types of liver lesion in the tissues (portal fibrosis or cirrhosis
vs. normal phenotype). Thus, while non-significant, there was
an increase in FASN expression between liver cancer tissues
and non-tumoral tissues, these differences being highly hetero-
geneous from one patient to another. The mRNA encoding
SREBP was also evaluated, which is the master transcription
factor driving FASN expression. While transcripts level tended
to increase, no significant changes was noticed, which was in
accordance with our previous study (7). Overall, no sex differ-
ences regarding FASN, OGT and O-GIcNAc expression or
activation of the mTOR pathway were observed in the present
study. Furthermore, no difference was observed between
the non-tumor tissues either, regardless of the lesion (portal
fibrosis or cirrhosis vs. normal phenotype). However, a larger
number of patients would help reinforcing these observations.

At the molecular level, we previously demonstrated
that FASN depends on both catalytic activities of OGT and
mTOR in liver proliferative cancer cells (7). Although the
total level of mTOR can vary between patients, the present
study demonstrated that FASN expression was correlated
with the activation of mTOR pathway rather than with
O-GlcNAcylation, conversely with what we formerly reported
in cultured cells (7). These findings were in accordance
with a previous study claiming that mTOR activation is
highly variable in human liver tissues (21). In addition, we
showed in a precedent paper that blocking FASN with the
small-molecule inhibitor C75 can inhibit mTOR activation as
well as OGT level and activity in HepG2 liver cancer cells,
thus reducing cancer cell proliferation (7). These findings
suggested that tumor-associated FASN, by conferring growth
and survival advantages rather than functioning as an anabolic
energy-storage pathway, may necessarily be associated with
the history of human cancers.

By using THC, increase in FASN expression in tumoral
tissues compared with non-tumoral tissues was correlated with
the non-significant increase of mRNA level in tumoral tissues.
However, the lack of OGT significant difference in contrast
with the western blotting results could have been attributed
to a default of protein extraction during western blot or/and
a resistance to antibodies penetrance in IHC. It would be of
particular interest to confront these results to a staining of
FASN and OGT in fibrotic or cirrhotic but non-cancerous liver
samples, in order to focus only on the impact of these lesions
on the expression of the two enzymes.

In summary, the present study demonstrated that increased
FASN expression was associated with tumorigenesis, although
the low number of tumor samples used was a limitation.
The use of a larger cohort of patients will therefore be one
of our priorities in future investigation. The expression of
this key-metabolic enzyme was also correlated with mTOR
pathway activation and more partially with OGT activity, both
being known to be increased in human cancers. The results
from the present study also highlighted that the analysis of
identical samples by different experimental strategies could
result in notable differences in interpretation, thus reinforcing
the need to use different methods of analysis when studying
tissues that are more complex than cell lines in culture.
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Partie 3 : Localisation des sites de O-GIcNAcylation de la FAS (résultats préliminaires)

Pour aller plus loin sur I'impact de la O-GIcNAcylation sur I'activité de la FAS, nous avons réalisé une
premiere expérience de « site-mapping » visant a localiser les sites de O-GlcNAcylation de I'enzyme.
Pour se faire, la FAS a été purifiée a partir de cellules HepG2 et analysée par spectrométrie de masse
de type LC-MS/MS (liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry) (Q-Exactive plus)
en collaboration avec le Dr. Fabrice Bray de la plateforme « miniaturization for synthesis, analysis and
proteomics » de I'Université de Lille. L'analyse en mode HCD (higher-energy collision dissociation) des
peptides trypsiques de la FAS révele trois peptides porteurs potentiellement d’un ou deux sites de O-

GlcNAcylation chacun (Fig. 55, résultats préliminaires).
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Figure 55 : Représentation schématique des différentes activités de la FAS. Les sites potentiellement O-
GlcNAcylés obtenus par LC-MS/MS sont identifiés par un trait rouge.

Suite a cette analyse, nous générerons des constructions de mutants des différents sites O-GIcNAcylés
de la FAS. A partir de ces mutants, nous réaliserons des transfections dans les cellules HepG2 puis nous
analyserons I'effet de ces mutations sur I'expression, I’activité et la localisation de la FAS, ainsi que sur

la prolifération cellulaire.

En fonction des premiers résultats, il serait intéressant de réaliser des expériences de xénogreffes chez
la souris de cellules HepG2 transfectées stablement avec la FAS WT ou FAS mutée sur les sites de O-

GlcNAcylation afin d’évaluer I'effet de la O-GlcNAcylation de la FAS sur la progression tumorale.

Enfin et pour compléter cette partie, nous chercherons a déterminer les domaines respectifs de la FAS
et OGT nécessaires a leur interaction. Pour cela, une série de délétants de 'OGT couplés a la GST est

d’ores et déja disponible au laboratoire, la construction des délétants de la FAS reste a réaliser.
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Discussion

Les pays industrialisés sont confrontés a un double probléme de santé publique : une forte incidence
des risques de pathologies métaboliques et un risque de cancer relativement élevé. Or, ces désordres
métaboliques sont susceptibles d’augmenter la disponibilité des précurseurs du nucléotide-sucre UDP-
GIcNAc (produit final de la voie des hexosamines) (Fig. 9, introduction), substrat de I'OGT, et de
déréguler ’homéostasie de la O-GIcNAcylation. Cette MPT est également plus élevée dans les cancers,
notamment le cancer du sein, de la prostate, du colon-rectum et du foie. Récemment les travaux de
mon équipe sur la lipogenése hépatique ont montré que la FAS est O-GIcNAcylée de maniére nutrition
dépendante (Baldini et al., 2016). La O-GlcNAcylation de la FAS augmente son niveau d’expression en
réduisant sa dégradation protéasomale (Baldini et al., 2016). La FAS est fondamentale pour tous les
étres vivants. Comme décrit dans I'introduction, son KO empéche I'implantation des embryons (Chirala
et al., 2003). En utilisant I'acétyl-CoA, le malonyl-coA et le NADPH,H*, la FAS synthétise I'acide gras
ensuite activé en acyl-CoA qui est largement utilisé dans les cellules, plus particulierement pour la
formation des membranes, processus trés actif dans les cellules cancéreuses. Durant ma thése, nous
avons montré que la stimulation mitogéne des cellules préalablement privées de sérum induit

I’expression de la FAS de maniere dépendante de 'OGT et de la voie PI3K/AKT/mTOR.

L'induction de I'expression de I'OGT dépend également des voies mitogenes comme cela avait déja été
décrit (Olivier-Van Stichelen et al., 2012; Perez-Cervera et al., 2013) ; en retour, I’activité de 'OGT est
nécessaire pour l'activation des voies MAPK et PI3K (Perez-Cervera et al., 2013; Zhang et al., 2015;
Jiang et al., 2016). Mon équipe a préalablement montré le réle de I’OGT sur I'activation de la voie
mTOR dans les cellules cancéreuses coliques (Very et al., 2018). Ici nous avons montré que I'inhibition
de I'OGT dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2 asynchrones altere I'expression de la FAS et
réduit 'activation de la voie mTOR (Fig. 44D). Nous nous sommes ensuite demandés si I'activité de
I’OGT était nécessaire a I'induction de la FAS lors de la stimulation sérique au cours du cycle cellulaire.
Nous montrons que le siOGT retarde I'expression de la FAS et diminue I'activation de la voie mTOR
dans les cellules HepG2 synchronisées (Fig. 47D, E). Nous avons également montré que, comme pour
son expression, la FAS interagit avec I'OGT au cours du cycle cellulaire, et ce, de maniere cyclique (Fig.
47A, B et C). Des auteurs ont montré que la voie PI3K/AKT/mTOR régule la FAS par induction de son
facteur de transcription SREBP dans des conditions d’hypoxie (Furuta et al., 2008). Dans nos conditions,
nous n’avons pas montré que I'expression de SREBP est sous la dépendance de mTOR (Fig. 48). Par
contre, et en accord avec une étude ayant porté sur des lignées de cancer du sein (Yoon et al., 2007),
nous ne montrons pas concretement que mTOR régule le niveau transcriptionnel de la FAS dans les
cellules HepG2. Dans la méme étude (Yoon et al., 2007), les auteurs montrent que mTOR régule le

niveau protéique de la FAS . Nos résultats corroborent donc cette observation puisque nous montrons
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qgue lI'induction de la FAS au cours de la phase G1 du cycle cellulaire est dépendante de la voie mTOR

(Fig. 48).

Pour mieux comprendre la régulation croisée de la FAS et de la O-GIcNAcylation par la voie mTOR dans
un contexte « plus physiologique », nous avons utilisé un modele murin pour lequel la voie mTOR est
plus active, a savoir les souris obéses ob/ob, modeéle de désordre métabolique (Feng et al., 2015) (Fig.
45) et des souris KO pour PTEN hépatique, modeéle d’émergence de tumeur hépatique pour lequel
mTOR est activé de maniere quasi constitutive (Horie et al., 2004) (Fig. 46). Les résultats obtenus in
vivo corroborent ce que nous avons observé in vitro. La FAS hépatique est plus exprimée chez les souris
obeses et chez les souris KO pour PTEN versus souris sauvages. De plus, et de maniere intéressante, la
voie mTOR et, dans une moindre mesure, les niveaux de O-GIcNAcylation présentent les mémes
variations que celles observées pour la FAS dans les deux modeles (Fig. 45 et 46). L’augmentation de
O-GlcNAcylation n’était pas liée a une augmentation des niveaux protéiques de I'OGT, indiquant que
la O-GIcNAcylation est également sous le controle de I'activité catalytique de I'OGT et probablement

de son enzyme antagoniste, 'OGA.

Nous avons renforcé notre étude par des analyses de biopsies de tumeurs hépatiques humaines
(publication Il). Dans cette étude, nous avons montré une augmentation des niveaux protéiques de
I’OGT et de O-GIcNAcylation dans les tissus cancéreux hépatiques par rapport aux tissus adjacents non
tumoraux (Fig. 46A et 46B). Des observations similaires ont été rapportées dans la littérature : (i) il a
été montré par des analyses immunohistochimiques que les niveaux de O-GIcNAc sont
significativement plus élevés dans les tissus de CHC de patients traités par transplantation hépatique
en comparaison aux tissus hépatiques sains (Zhu et al., 2012), et (ii) que les niveaux d’OGT et de O-
GlcNAcylation sont plus élevés dans les tissus tumoraux coliques par rapport aux tissus non tumoraux
(Olivier-Van Stichelen et al., 2014). En accord avec nos précédentes observations sur les foies de souris
obeses, nous ne montrons pas de corrélation entre les niveaux protéiques et de transcrits de 'OGT
dans les tissus hépatiques, les niveaux d’ARNm de 'OGT montrant méme une tendance a la baisse
dans les tissus tumoraux. Concernant la FAS, nous observons une augmentation de son niveau
protéique dans 6 tissus tumoraux sur 10 par rapport aux tissus adjacents non tumoraux. Malgré cette
hausse, il n y’a pas de différence significative entre les tissus tumoraux et les tissus adjacents en raison
de la grande variabilité de I'expression de la FAS d’un patient a I'autre (Fig 54A et B). Cette variabilité
pourrait s’expliquer par le fait que certains tissus adjacents ne présentent aucune affection, ou au
contraire une cirrhose ou une fibrose, deux pathologies du foie pour lesquelles la FAS est connue pour
jouer un réle important. De plus, il a été démontré que I'acétylation de la FAS est diminuée dans les
CHC humains, et ce en corrélation avec I'augmentation de son niveau protéique (Lin et al., 2016). Dans

notre cas, il serait intéressant d’étudier la relation potentielle entre I'acétylation et la O-GIcNAcylation
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de la FAS, en particulier pour 4 des échantillons, sur 10 au total, pour lesquels on constate une
diminution de I'expression de la FAS. Enfin, en accord avec nos résultats précédents (publication 1),
nous avons montré que mTOR est corrélée positivement a I'expression de la FAS (Fig 54C), bien que
nous ayons observé que son niveau total présente des variations inter-patients, parfois méme la
protéine était indétectable. Ces observations sont en accord avec les résultats rapportés dans la
littérature selon lesquels I'activation de mTOR est trés variable dans les tissus hépatiques humains

(Meng et al., 2013).

Nous suggérons donc I'existence d’une régulation réciproque entre FAS, OGT et mTOR. A cela, nous
avons montré que l'inhibition de la FAS par le C75 induit une diminution d’expression d’OGT et des
niveaux de O-GlcNAcylation. De méme, et en accord avec la littérature, nous avons montré une
diminution d’activation de la voie mTOR en présence de C75 (Fig. 49). Dans les cellules cancéreuses de
I’ovaire, I'inhibition de la FAS inhibe I'activation de la voie mTOR a plusieurs niveaux (Wagner et al.,
2017). De plus, Bruning et collaborateurs ont montré que l'inhibition de la FAS se traduit par
I'accumulation de son substrat, le malonyl-CoA, qui modifie et inactivant mTOR, altérant ainsi

I'angiogenése (Bruning et al., 2018).

Cette régulation croisée entre la FAS, OGT et mTOR présente un intérét particulier puisque chacune
de ces protéines est dépendante du statut nutritionnel. D’une part, la kinase mTOR est impliquée dans
de nombreux processus cellulaires clés qui intégrent divers signaux tels que les facteurs de croissance,
les niveaux d’énergie, d’oxygene et de nutriments pour activer la synthese protéique, lipidique,
nucléotidique, la glycolyse et la prolifération cellulaire (cf 2 et 3 pages 108-110). D’autre part,
I’'homéostasie des niveaux de O-GIcNAc est directement liée a la disponibilité en nutriments via HBP
(cf 2 page 53). Par conséquent, nos données suggérent que I'activation de la voie mTOR et de 'OGT
induisent I'expression de la FAS de maniere dépendante des nutriments et des facteurs de croissance
pour permettre la progression du cycle cellulaire, plus particulierement la phase G1 caractérisée par
une synthese protéique accrue. Nos résultats suggerent que cette régulation se fait directement via
I'interaction FAS-OGT (Fig. 44B, 44C et 47C) et FAS-mTOR/FASN-P-mTOR (Fig. 51, résultats
supplémentaires). De plus, nous avons montré qu’une petite fraction de la FAS et d’OGT est localisée
au niveau de la membrane plasmique (Supp. Fig. 44C) comme préalablement rapporté dans diverses
lignées cellulaires (Yang et al., 2008; Di Vizio et al., 2008; Perez-Cervera et al., 2013). En effet, au niveau
membranaire, FAS et OGT sont plus spécifiquement retrouvées dans les microdomaines lipidiques
(lipides rafts) qui potentialisent I'activation des voies de signalisation associées et, par conséquent,
I’'adhésion, la migration et la prolifération cellulaire dans des conditions physiologiques et le cancer
(Mollinedo and Gajate, 2015). De plus, la palmitoylation confére aux protéines modifiées tout un

ensemble de propriétés notamment celle d’interagir avec la membrane plasmique. L’étude de la
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palmitoylation potentielle de I'OGT ne nous a pas permis de démontrer qu’elle le soit (Fig. 50, résultats
supplémentaires). Enfin, il a été rapporté que la FAS est O-GIcNAcylée sur les résidus Thr315, Thr980
et Ser1534 (Wulff-Fuentes et al., 2021). Dans notre étude, nous avons identifié six sites potentiels de
O-GlcNAcylation de la FAS dont le résidu Thr980 par spectrométrie de masse en mode HCD (Fig. 55,

résultats préliminaires).

Conclusion et perspectives

Mes travaux de theése ont mis au jour un cross-talk entre nutrition et prolifération cellulaire d’un point
de vue glucido-lipidique par I’étude de la régulation de I'expression de I'enzyme lipogénique FAS par
OGT et mTOR. Le réle de la FAS et OGT dans la prolifération cellulaire est reconnu, néanmoins nos
travaux apportent un nouvel éclairage sur la double régulation et I’action de ces enzymes dans |'entrée
et la progression du cycle cellulaire de différentes lignées cellulaires, modeles murins et tissus

hépatiques humains.

Nous avons montré par fluorescence directe et immunofluorescence que la FAS et OGT co-localisent
au niveau cytoplasmique, suggérant que les deux enzymes sont des partenaires d’interaction : c’est ce
gue nous avons démontré par co-immunoprécipitation et par la technique de PLA. Comme pour leur
expression, nous avons montré que cette interaction est dépendante des concentrations en glucose.
Nous avons également montré par PLA que FAS et OGT interagissent de maniere différentielle au cours
du cycle cellulaire en calquant I’expression cyclique de la FAS. Nous avons montré que I'induction de
la FAS et son expression correcte au cours du cycle cellulaire est dépendante a la fois de I'activité

catalytique de I'OGT et de mTOR dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2.

L'étude de la palmitoylation potentielle de I'OGT ne nous a pas permis de démontrer qu’elle le soit. En
revanche et de maniere intéressante, nous avons montré que l'inhibition de I'activité la FAS induit une
diminution de I'expression de I'OGT, de son activité et de I'activation de la voie mTOR. En plus
d’interagir avec I'OGT, nous avons montré par la technique de PLA que la FAS interagit également avec
mTOR/P-mTOR. |l serait intéressant d’aller plus loin dans cette analyse pour décrypter le lien
fonctionnel entre FAS et mTOR. Une phosphorylation potentielle de la FAS par mTOR pourrait
potentialiser son activité au niveau de la membrane plasmique ou elle favorise I'activation des voies

de signalisation et la prolifération cellulaire.

Nous avons renforcé nos expériences sur les lignées cellulaires par des analyses in vivo sur deux
modeéles murins : un modeéle avec désordre métabolique (souris obéses ob/ob, et un modéle
d’émergence de tumeur hépatique, souris KO pour PTEN). Dans les deux modeéles, nos résultats

corroborent ce que nous avons obtenu in vitro, a savoir la FAS hépatique est plus exprimée chez les
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souris obeses, et chez des souris PTEN KO versus sauvages. De plus, et de maniére intéressante, la voie

mTOR et les niveaux de O-GlcNAcylation suivent I'expression de la FAS dans les deux modéles.

Nous avons complété notre étude par I'analyse de I'expression de la FAS, OGT, des niveaux de O-
GIlcNAc et d’activation de la voie mTOR dans les tissus humains hépatiques. Nous avons montré une
augmentation significative des niveaux d’OGT et de O-GIcNAc dans les tissus tumoraux par rapport aux
tissus adjacents non cancéreux. Nous retrouvons la corrélation positive entre FAS et mTOR qui ont
tendance a augmenter dans les tissus de CHC par rapport aux tissus non cancéreux. Cette
augmentation de la FAS et mTOR n’est pas significative du fait de la grande variabilité de leur

expression d’un patient a I'autre.

Nous avons identifié des sites potentiels de O-GIcNAcylation de la FAS par spectrométrie de masse en
mode HCD. Au regard de cette analyse, il sera intéressant de générer des constructions de mutants de
ces sites potentiels et des sites déja rapportés dans la littérature (Wulff-Fuentes et al., 2021). Nous
réaliserons des transfections de ces mutants dans les cellules HepG2 pour valider ou invalider les sites
de O-GIcNAcylation. En s’appuyant sur les sites validés, nous analyserons |'effet de la O-GIcNAcylation
sur I'expression, I'activité et la localisation de la FAS, ainsi que sur la prolifération cellulaire. Nous
ferons également une étude protéomique a partir de ces mutants pour identifier I'interactome
différentiel de formes de FAS O-GlcNAcylées ou hypo-O-GlcNAcylées. L'objectif in fine de ce projet
serait de faire des xénogreffes de cellules HepG2 transfectées stablement avec FAS WT ou FAS mutée

afin de mesurer I'effet de la O-GIcNAcylation de I'enzyme sur la progression tumorale.

Identifier les domaines d’interaction respectifs de chaque enzyme est également une approche
intéressante a réaliser dans ce projet. Pour cela, une série de délétants de I'OGT couplés a la GST est
disponible au laboratoire, nous générerons une série de délétants de la FAS. A terme, la caractérisation
des domaines d’interaction FAS/OGT permettrait de développer une stratégie thérapeutique par

identification d’inhibiteurs spécifiques d’interaction de ces partenaires a visée anti-cancéreuse.

185



Annexes

Revue : sadia Raab et Tony Lefebvre (2021). L'acide gras synthase, une enzyme multi-FAS-ettes.

Soumis a Médecine/Sciences.

L'acide gras synthase, une enzyme multi-FASette

Fatty acid synthase, a multi-FASet enzyme

Sadia RAAB et Tony LEFEBVRE

Université de Lille, CNRS, UMR 8576 - UGSF - Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle, F-

59000, Lille, France.

Courriels : sadia.raab@univ-lille.fr; tony.lefebvre@univ-lille.fr

186


mailto:sadia.raab@univ-lille.fr
mailto:tony.lefebvre@univ-lille.fr

Résumé

L’acide gras synthase (FASN pour fatty acid synthase) est I'’enzyme de synthése de novo des
acides gras. Puisque les acides gras sont principalement fournis par l'alimentation, FASN est
normalement exprimée a des niveaux relativement bas. En revanche, elle est plus fortement
exprimée dans les cancers. Au-dela de son role dans le stockage de I'énergie, FASN est
impliquée dans de nombreux processus biologiques notamment la syntheése des composants
membranaires nécessaires a la division cellulaire, la modification des protéines, la
signalisation et la prolifération cellulaire. Dans cette revue, nous discutons du roéle

physiologique et pathologique de FASN ainsi que son implication dans le cancer.

Abstract

FASN (fatty acid synthase) is the enzyme responsible for de novo synthesis of fatty acids. Since
fatty acids are mainly supplied from diet, FASN is normally expressed at low levels. In the other
hand, FASN is strongly expressed in cancer. Beyond its role in energy storage, FASN is involved
in numerous biological processes including the synthesis of membrane components necessary
for cell division, proteins modification, cell signaling and cell proliferation. In this review, we

discuss the physiological and pathological roles of FASN as well as its implication in cancer.
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Les lipides : une famille de composés organiques trés hétérogene

Les lipides représentent 15% en moyenne de la masse corporelle d’un individu et, bien que
souffrant auprés du grand public d’une mauvaise presse, ils représentent une famille trés
hétérogéne de composés biologiques essentiels a bien des égards. Au-dela de leur haute
capacité nutritionnelle puisque les stocks adipeux et musculaire de graisse ont une valeur
calorique d’environ 70.000 kCal en comparaison aux quelques 2.000 kCal du glycogéne, les
lipides sont des composants membranaires majeurs conférant a la cellule sa singularité. Ils
constituent également une variété de précurseurs métaboliques générant les vitamines A, D,
E et K, les hormones stéroidiennes (minéralocorticoides, glucocorticoides et hormones
sexuelles), les acides et sels biliaires, les éicosanoides (leucotrienes, prostaglandines...),
certains messagers secondaires (diacyl-glycérol ou DAG, phosphatidyl-inositol-3,4,5-
triphosphate ou PIP3), forment un groupe de MPTs (modifications post-traductionnelles)
(acylation, prénylation, cholestéroylation), et sont le support de bien des odeurs (terpénes)

telles celles rencontrées dans nos jardins et foréts (thymol, piméne, linalol...).

Les acides gras sont probablement les éléments les plus simples sur le plan structural
appartenant aux lipides. Ces molécules sont composées d’une chaine hydrogénocarbonée
plus ou moins longue qui permet de classer les acides gras et d’une fonction acide
carboxylique. Les acides gras sont fabriqués par I'acide gras synthase également connue sous
I’abréviation FAS ou FASN pour Fatty Acid SyNthase en anglais (EC. 2.3.1.85) a partir des
substrats acétyl CoA et malonyl-CoA et le cosubstrat NADPH,H* (Figure 1) selon |’équation

générale :
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Acétyl-CoA + n Malonyl-CoA + 2n NADPH,H* — H3C-(CH2-CH2),-COOH + n+1 HSCoA + n CO; +

n-1 H,0

Les acides gras ainsi formés comportent le plus souvent, mais pas exclusivement, un nombre
pair de carbones, I'acide palmitique (C16, soit n=7) étant le produit de longueur maximale
fabriqgué par FASN. Les acides gras plus longs sont générés par les élongases (ELOVL,

eLongation of very long chain fatty acids) résidentes du réticulum endoplasmique (Figure 1).

L’acide gras synthase, une enzyme de poids dans le monde du vivant

FASN est une protéine cytoplasmique soluble ou associée en partie a la membrane plasmique,
plus précisément au niveau des lipides rafts (microdomaines lipidiques) via son interaction
avec la cavéoline [1]. Bien gu’il soit généralement admis que FASN soit plus exprimée dans le
foie, le tissu adipeux et la glande mammaire en période de lactation [2], c’est une enzyme

ubiquitaire exprimée dans quasiment tous les tissus a des niveaux tres variables (Figure 2).

Chez les mammiferes et les levures, FASN est un trés long polypeptide de 2.511 acides aminés
chez 'Homme, portant a lui seul I'ensemble des activités catalytiques nécessaires a la
fabrication des acides gras (Figure 3A) : il s’agit de FASN de type |, un seul géne codant une
protéine dotée de 7 activités catalytiques. Chez les plantes, champignons, procaryotes et
mitochondries, ces activités catalytiques sont portées par des protéines individuelles agissant
en complexe, on parle FASN de type Il. Chez les animaux, FASN est uniquement active sous
forme d’homodiméres associés en téte-béche ou en téte-téte (Figure 3B). Chaque sous-unité
de 273 kDa porte sept activités catalytiques travaillant de maniere séquentielle et
coordonnée. On retrouve trois domaines catalytiques dans la partie N-terminale - B-cétoacyl
synthase (KS pour keto-acylsynthase en anglais), malonyl/acétyltransférase (MAT) et
déshydratase (DH) - et quatre domaines fonctionnels dans la partie C-terminale - énoyl
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réductase (ER), B-cétoacylréductase (KR pour Keto-acylreductase en anglais), acyl carrier
protein (ACP) et thioestérase (TE) - (Figure 3A et B). La région centrale d’environ 650 résidus
est appelée inter-domaine ou core region et ne porte pas d’activité catalytique. Néanmoins, il

a été montré que ce domaine est crucial pour la dimérisation de FASN [3] .

Le mécanisme catalytique de FASN est complexe et fait intervenir successivement les
domaines catalytiques MAT — KS — KR — DH — ER sur un nombre variable de cycles dont
dépend la longueur de I'acide gras généré. Une derniere activité, TE, libére I'acide gras par

hydrolyse (Figure 4).

Régulation de FASN

La plupart des enzymes impliquées dans la lipogenése, et en particulier FASN, sont régulées
au cours du cycle jeline/période postprandiale. Leur activité est faible durant le jelne et
augmentée en réponse a la prise alimentaire. La régulation de FASN se fait a différents

niveaux.

Au niveau transcriptionnel

Le controle de I'expression de FASN au niveau transcriptionnel est assuré majoritairement par
I'insuline et le glucose (Figure 1). Ainsi, aprés un repas, plusieurs facteurs de transcription
gouvernent |'expression de FASN. L'augmentation de la glycémie stimule la sécrétion
d’insuline par les cellules B du pancréas qui active les facteurs de transcription USF1
(upstream-stimulatory factor-1) [4] et SREBP-1c (sterol responsive element binding protein-
1c). L'effet méme du glucose est quant a lui relayé par le facteur de transcription ChREBP
(carbohydrate responsive element binding protein) qui induit I'expression des genes de la

lipogeneése dont FASN [5]. LXR-a (liver X receptor-alpha), qui appartient a une famille de
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facteurs de transcription lipogéniques activés par les oxystérols, participe également a
I’expression de FASN en se fixant spécifiquement sur un LXRE (LXR responsive element) au
niveau du promoteur du géne codant I'enzyme [6]. Au-dela de ce mécanisme direct, LXR
promeut indirectement I'expression de FASN en activant SREBP qui en retour active FASN [6].
De méme, il est a noter que FoxO1 (forkhead box protein O1) réduit la lipogenése en réprimant

SREBP qui par conséquent n’active plus FASN [7].

SREBP-1c apparait comme le point central dans la régulation de I’expression de FASN. Or ce
facteur de transcription est lui-méme sous la dépendance des voies PI3K/AKT et MAPK
(mitogen-activated protein kinase), impliquant que FASN soit indirectement contrdolée par
I'activité des récepteurs aux facteurs de croissance tels que ERBB-2 (ou HER2) et ERBB-1 (plus

connu sous le nom d’epidermal growth factor receptor, EGFR).

Au niveau post-traductionnel

Comme nombre d’enzymes métaboliques, la régulation de FASN par transcription ne permet
pas de répondre rapidement aux besoins immédiats contrairement aux MPTs. Plusieurs
d’entre elles ont été identifiées sur FASN, il s’agit de la phosphorylation, la S-nitrosylation,
I'ubiquitination, I'acétylation, la SUMOylation et la O-GIcNAcylation (Figure 3A). Certaines
MPTs favorisent I'activité de FASN, c’est le cas de la O-GIcNAcylation et de la SUMOQylation qui
réduisent sa susceptibilité a la dégradation protéasomale [8,9] et la S-nitrosylation qui favorise
sa dimérisation [10]. En revanche, I'acétylation de FASN promeut sa polyubiquitination et par

conséquent sa dégradation protéasomale [11] (Figure 3A).

Les multiples roles de FASN

Le réle de FASN dans le stockage de |'énergie via la lipogenése, processus métabolique au

cours duquel la synthése de novo des acides gras a lieu a partir des glucides (Figure 1), est
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probablement le mieux connu. Les acides gras sont condensés avec le glycérol pour former les
triglycérides secrétés sous forme de VLDL (very low density lipoproteins) par le foie vers les
tissus périphériques comme le muscle squelettique pour leur oxydation et les tissus adipeux

ou ils constituent une forme de réserve énergétique.

La lipogenese a également lieu dans les glandes mammaires en période de lactation. A cet
effet, il a été montré que la délétion de FASN freine la maturation des glandes mammaires en
lactation et diminue considérablement la teneur en acides gras du lait [2]. De maniére plus
générale, FASN est essentielle a la survie de l'organisme et est indispensable au
développement embryonnaire puisque le KO (knock-out) du gene la codant induit la mort des
cellules embryonnaires avant méme I'implantation dans 'utérus [12]. Dans le cerveau, FASN
joue un réle dans I’homéostasie énergétique et est essentielle au maintien du bon
développement et au contrble du métabolisme lipidique dans les cellules souches neuronales.
L’expression d’'une FASN non fonctionnelle dans les cellules souches neuronales entraine des
déficits d’apprentissage et de mémoire [13]. FASN joue également un role dans la prévention
du stress du myocarde. En effet, I'induction de FASN dans le coeur stressé protege les
cardiomyocytes du flux de calcium pathologique [14]. Dans le poumon foetal humain, FASN
est nécessaire a la production de surfactants impliqués dans le bon fonctionnement des
alvéoles pulmonaires [15]. FASN participe activement a la biosynthése de composants
membranaires nécessaires a la division cellulaire et a la dynamique des microdomaines
lipidiques (lipides rafts). Ces lipides rafts assurent la localisation correcte des récepteurs,
potentialisent I'activation des voies de signalisation et, par conséquent, la prolifération
cellulaire [1] (Figure 1). Via la synthése du palmitoyl-CoA, I'enzyme lipogénique est
incontournable dans les réactions de modification covalente par acylation de protéines

impliquées dans la signalisation cellulaire. C'est le cas du facteur Wntl qui, une fois
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palmitoylée par la Porcupine (une O-acyltransférase réticulaire), est sécrété avant de se fixer
sur les cellules cibles grace au récepteur Frizzled pour activer la voie Wnt/B-caténine [16]. La
palmitoylation joue aussi un réle dans le maintien de la muqueuse intestinale en modifiant
MUC2 (mucine 2), mucine dominante dans le c6lon [17]. Enfin, les acides gras contribuent a
la production de seconds messagers tels que le PIP3 et le LPA (acide lysophosphatidique)
activateurs de la voie PI3K/AKT/mTOR [18] et des GPCR (G-protein coupled receptor) [19]
respectivement. Enfin, FASN est un acteur clé du cycle cellulaire puisque l'inhibition de
I’enzyme provoque son arrét, de fait la prolifération cellulaire est intimement relié a son
activité catalytique [20]. En retour, le facteur de transcription E2F1, dont le réle dans le bon
déroulement du cycle cellulaire est de premier ordre, controle le métabolisme glucido-
lipidique en activant I'expression de certains de ses genes cibles incluant FASN, ChREBP, ACC

(acétyl-CoA carboxylase) et SCD1 (stéaoryl-CoA désaturase-1) [21].

De la physiologie a la pathologie

FASN et dérégulations métaboliques

Le gene codant FASN est localisé au chromosome 17q25.3, une région liée a I’adiposité. Une
dérégulation de son expression est associée a I'obésité et ses complications métaboliques telle
la résistance a l'insuline et le diabete de type 2. Une étude chez le rongeur a rapporté que
I'inhibition de FASN induit une perte de poids profonde et une réduction de l'apport
alimentaire, suggérant qu’elle soit impliquée dans le processus d’obésité par la régulation du
comportement alimentaire et de '"homéostasie énergétique [22]. Chez la dinde, il a été
montré que les polymorphismes du géne FASN sont associés a une augmentation de la masse
graisseuse [23]. En outre, des études génétiques ont révélé une mutation faux-sens du gene

hFASN (substitution Val>lle sur le codon 1483) entrainant une diminution du pourcentage de
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graisse corporelle chez les Indiens Pima non diabétiques [24] et chez des enfants caucasiens
[25]. Enfin, un travail portant sur un panel de 196 participants a montré une augmentation
significative des niveaux d’ARNm de FASN dans le tissu viscéral en comparaison au tissu
adipeux sous-cutané et ce de maniére dépendante de I'obésité et du diabéte de type 2 des
patients [26]. Ainsi, I'inhibition de FASN spécifiguement dans le tissu adipeux pourrait
représenter une approche thérapeutique dans la prévention et le traitement de I'obésité et

de ses complications.

FASN actrice de premier plan dans le cancer

FASN est en général plus fortement exprimée dans les cellules cancéreuses. Cette
surexpression correle avec une augmentation de la charge tumorale, I'agressivité du cancer
et un mauvais pronostic. Une augmentation de la lipogenése confére a la cellule cancéreuse
des avantages en termes de prolifération, survie, métastase et résistance a la chimiothérapie.
Dans la plupart des tissus sains, la synthése des acides gras est ralentie, ces tissus se
contentant de ceux provenant de I'alimentation pour satisfaire leurs besoins. Par contre, une
synthese lipidique accrue est indispensable au processus de carcinogeneése. Par exemple, des
cellules de cancer du sein synthétisent 95% d’acides gras de novo bien qu’ayant acces comme
tout autre type cellulaire a une source de lipides alimentaires. Mais, FASN n’est pas un
oncogene a part entiere, sa seule surexpression ne transformant pas la cellule. Malgré tout,
une délétion génétique de celle-ci supprime I'effet carcinogéne des proto-oncogenes AKT et
c-Met, sans avoir par contre d’effet chez des souris exprimant conjointement la B-caténine et
c-Met [27]. Dans un modele de souris transgénique sur-exprimant FASN au niveau de la
prostate, I'enzyme lipogénique montre des propriétés oncogéniques en favorisant une

néoplasie intra-épithéliale prostatique mais sans tumeurs invasives [27]. L'injection de cellules
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épithéliales prostatiques immortalisées iPrEC coexprimant FASN et le récepteur aux
androgénes induit un adénocarcinome invasif [27]. Dans ce modéle de cancer, FASN jouerait
son role oncogénique en prévenant la voie intrinseéque de I'apoptose, une approche par gene
silencing sur diverses lignées cellulaires de cancer de la prostate indiquant que la déplétion en
FASN induisait I'apoptose [27]. Ces observations renforcent I'hypotheése selon laquelle plutét
gue de revétir a elle seule les propriétés d’un oncogene, FASN jouerait un réle déterminant
dans la carcinogénése par blocage des processus apoptotiques au-dela d’une production

accrue d’acides gras nécessaires a la prolifération cellulaire.

Le shift métabolique observé dans les cellules cancéreuses (effet Warburg) convient
particulierement a I'activité de FASN. En effet, il est désormais admis que les cellules
cancéreuses ont une addiction pour le glucose plus forte que leurs congéneres « normales ».
L'utilisation accrue de sucre et sa métabolisation en mode glycolytique permet de produire en
guantité de l'acétyl-CoA via le pyruvate issu de la glycolyse et du NADPH,H* (voie des
pentoses-phosphates et navette citrate-pyruvate) (Figure 1) cofacteur indispensable aux
réactions de réductions réalisées par les activités B-céto-acyl réductase et énoyl-réductase de
FASN (Figure 1). Les cellules tumorales tirent-elles avantage de ce shift métabolique pour
accélérer la synthése d’acides gras nécessaires a la production des constituants
membranaires, précieux a toute cellule en division, et aux lipidations indispensables a la

signalisation cellulaire (Figure 1).

Dérégulation de FASN dans le cancer

Comme discuté précédemment, SREBP-1c est la piéce maitresse dans la régulation
d’expression de FASN au niveau transcriptionnel. SREBP-1c dépend de I'activation des voies

PI3K/AKT et MAPK. Ainsi, I'inhibition de PTEN (phosphatase and tensin homolog) in vitro
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favorise I'expression de FASN du fait de I'activation incontrélée d’AKT ainsi que la croissance
des cellules cancéreuses de la prostate [28]. De méme, le traitement de cellules tumorales
osseuses avec un inhibiteur de MAPK diminue le niveau d’expression de FASN et réduit la
prolifération cellulaire [29]. Les MPTs concourent également a la dérégulation de FASN dans
le cancer. USP2a (ubiquitin-specific protease-2a) est une déubiquitinase pré-protéasomale
surexprimée dans le cancer de la prostate. Elle jouerait un réle essentiel dans la survie des
cellules cancéreuses prostatiques en stabilisant FASN [30]. USP2a interagit avec FASN lui
évitant la dégradation protéasomale en la libérant des résidus d’ubiquitine. L’'inactivation
d’USP2a diminue les niveaux de FASN et accroit I'apoptose. Autre exemple, la phosphorylation
de FASN par ERBB2 dans des cellules de cancer du sein augmente son activité ce qui favorise

la progression tumorale [31].

La régulation de FASN au niveau post-traductionnel peut étre indirecte. La phosphorylation
de SREBP par AKT induit I'expression de FASN et promeut la prolifération de cellules
cancéreuses mammaires en conditions d'hypoxie [32]. De plus, mTOR induit I'expression de

FASN en phosphorylant STATS5 qui, en retour, interagit avec SREBP pour I'activer [33].

La surexpression de FASN dans le cancer est également liée a son polymorphisme. Grace a des
analyses immunohistochimiques, Shah et collaborateurs ont observé un gain du nombre de
copies du gene FASN dans 24% d’échantillons d’adénocarcinome de prostate avec une
augmentation simultanée de son niveau protéique [34]. Des SNPs (single nucleotide
polymorphisms) ont été identifiés dans le gene FASN chez des patients atteints de cancer de
la prostate: il en résulte une surexpression de I'’enzyme associée a une augmentation de I'lMC
(Indice de Masse Corporelle) et a un mauvais pronostic [35]. FASN serait de fait un médiateur

reliant obésité et progression tumorale. Une autre étude a montré que la surexpression de
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FASN dans le cancer colorectal est associée a des MSI (microsatellite instability), I'obésité

étant un facteur de risque dans cette pathologie [36].

FASN, cible thérapeutique prometteuse

FASN est surexprimée dans de nombreux cancers et est liée a un mauvais pronostic, réduire
son activité constitue une piste thérapeutique attractive. A ce jour, plusieurs composés
inhibiteurs de FASN ont été identifiés : TVB-3166, TVB-2640, GSK2194069, C93, FAS31, C247,
C75, cérulénine, orlistat, triclosan et certains polyphénols naturels. En raison de leurs effets
secondaires, seul TVB-2640 — premier inhibiteur oral, sélectif et réversible de FASN - est en
essai de phase clinique chez des patients cancéreux. En revanche, les résultats préliminaires
du premier essai chez I’'Homme ont montré des toxicités cutanées réversibles (desquamation
et érythrodysesthésie palmo-plantaire) et ophtalmologique (cedéme cornéen, kératite et
iritis) [37]. Cependant, I'administration du TVB-2640 en association avec le paclitaxel donne
une bonne réponse chez des patients atteints de carcinome séreux péritonéal ainsi qu’une

meilleure stabilité de la maladie chez des patientes atteintes du cancer du sein [38].

Conclusion et perspectives

FASN est une protéine complexe tant sur le plan structural que fonctionnel de par ses
multiples domaines catalytiques. C'est également une enzyme pivot du métabolisme, sa
dérégulation contribuant a de multiples désordres pathologiques incluant le cancer. A cet
effet, nombre d’études ont montré que la surexpression de FASN confére a la cellule
cancéreuse des avantages de croissance, de survie et de résistance a I'apoptose. Ces éléments

font de FASN une cible thérapeutique prometteuse.

Bien que la surexpression de FASN favorise la tumorigenese, les mécanismes sous-jacents a la

progression tumorale ne sont pas trés clairs. Des études futures pourraient aider a éclaircir ce
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point et a plus long terme prévenir certains cancers. De plus, FASN pourrait constituer un
marqueur diagnostic précoce des cancers puisque des taux élevés de la protéine ont été
détectés dans le sang de patients atteints de cancer du sein, de la prostate, du colon et de

I’ovaire par rapport aux sujets sains en utilisant le test ELISA [39].
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Légendes des figures

Figure 1 - La lipogenése et fonctions des acides gras. FASN est exprimée au niveau transcriptionnel en réponse
au glucose et a l'insuline qui activent respectivement les facteurs de transcription ChREBP, SREBP et USF1. LXR-
a, également activé par l'insuline et dont les agonistes sont des dérivés du cholestérol appelés oxystérols,
contrdle directement et indirectement (via SREBP) la transcription de FASN, alors que FoxO1 la réprime. L'entrée
du glucose dans la cellule est facilitée par un transporteur de la famille GLUT. Apres phosphorylation en G6P,
plusieurs voies s’offrent au glucose parmi lesquelles la glycolyse et la voie des pentoses-phosphates. La glycolyse
produit le pyruvate qui, au niveau de la mitochondrie, donne I'acétyl-CoA puis le citrate. Le citrate est alors
exporté vers le cytosol grace a la navette citrate-pyruvate pour produire de nouveau l'acétyl-CoA, substrat de
I'ACC qui a son tour forme le malonyl-CoA. L’acétyl-CoA et le malonyl-CoA sont les deux substrats de FASN qui
pour fabriquer les acides gras nécessite également le NADPH,H* (N.B. c’est la forme activée de I'acide palmitique
en palmitoyl-CoA qui permet son utilisation ultérieure, ceci vaut d’ailleurs pour tous les acides gras). Apres
désaturation et/ou élongation grace a SCD et ELOVL respectivement, on obtient d'autres types d’acides gras,
entre autres estérifiés par GPAT en triglycérides en vue de leur stockage. Une partie des acides gras synthétisés
sert a la fabrication des composants membranaires essentiels a la cellule notamment au cours de la division
cellulaire qui in fine nécessite le doublement de la surface membranaire. A ce propos, en fonction de la nature
des acides gras produits, en 'occurrence ici acides gras a chaines longues et saturées (en association avec le
cholestérol), certaines zones de la membrane possédent une fluidité restreinte: il s’agit des radeaux lipidiques
(lipides « rafts ») ou DRMs. L’acide palmitique et d’autres acides gras modifient certaines protéines telles que
Ras, Cav-1 et Wnt indispensables a leur adressage final : il s’agit des réactions d’acylation faisant partie des
lipidations (MPTs basées sur le greffage de structures lipidiques). Les acides gras peuvent également participer a
la fabrication de messagers secondaires tels que le PIP3. Ces dernieres fonctions participent a la transduction du

signal et a la signalisation cellulaire.

Abréviations: ACC, acétyl-CoA carboxylase ; ACLY, ATP-citrate lyase ; AGI, acides gras insaturés ; AGCL, acides
gras a chaines longues ; ChREBP, carbohydrate responsive element binding protein ; CK, cycle de Krebs ; ELOVL,
elongation of very long chain fatty acids ; FoxO1, forkhead box O1 ; G6P, glucose-6-phosphate ; GLUT, glucose

transporter ; GPAT, glycérol-3-phosphate acyltransférase ; LXR, liver X receptor ; MDH, malate déshydrogénase ;
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PPP, pentose phosphate pathway ; SCD, stéaroyl-CoA désaturase ; SREBP, sterol responsive element binding

protein ; USF1, upstream stimulatory factor-1

Figure 2 — Distribution tissulaire de FASN. Bien qu’il soit admis que FASN soit plus abondante dans le tissu
adipeux, la glande mammaire ou le foie, I’'enzyme est exprimée dans pratiquement tous les tissus de I'organisme.

Figure produite sur GTEx (GTEx Portal).

Figure 3 - (A) Représentation schématique de FASN. FASN présente sept domaines fonctionnels : KS, MAT et DH
dans la partie Nt et ER, KR, ACP et TE dans la partie Ct. L'ACP présente I'acide gras en cours d’élongation aux
différentes activités catalytiques. Les sites de MPTs sont représentés. (B) Modeles d’organisation en dimeéres de

FASN : présentation téte-téte (a gauche) et téte-béche (a droite).

Figure 4- Le cycle catalytique de FASN. L’activité MAT catalyse la fixation de I'acétyl-CoA et du malonyl-CoA sur
les groupements SH de FASN. L’acyl en cours de synthese est alors allongé par I'activité KS, réduit par I'activité
KR en utilisant I'équivalent réducteur NADPH,H*, déshydraté par I'activité DH, réduit une seconde fois par
I'activité ER. L’acide palmitique est enfin libéré par I'activité TE. Chacune des activités catalytiques de FASN est

accompagnée de sa numérotation EC (enzyme commission).
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