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RESUME

L'accumulation excessive et délétere de lipides dans le foie, appelée stéatose hépatique, constitue la
principale complication métabolique observée chez les patients obéses. Le facteur de transcription SREBP1
(Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1) joue un réle central dans I’homéostasie hépatique des
lipides, en particulier son isoforme SREBP1c, qui régule la lipogenese de novo (LDN), un processus
fortement impliqué dans le développement de la stéatose hépatique. Des résultats antérieurs issus de
notre laboratoire ont montré qu’une diminution intracellulaire de l'oléate entraine une réduction
marquée de la LDN. Cet effet pourrait étre médié par une modification post-traductionnelle de SREBP1c
via son acylation par I'oléate ou I'un de ses métabolites. L’acylation, une liaison covalente entre un acide
gras et une protéine, est connue pour moduler I’'hydrophobicité, la localisation subcellulaire, la stabilité et
les interactions des protéines. Afin de caractériser ce phénomeéne, nous avons utilisé une technique de
décalage de masse, dans laquelle le groupement acyle est remplacée par une étiquette de 5 kDa,
permettant la détection par Western blot. Grace a cette approche, nous avons démontré que la protéine
SREBP1c mature présente dans le foie de souris existe sous trois états distincts d’acylation : non acylée,
monoacylée et diacylée. Fait notable, les formes acylées de SREBP1c étaient plus abondantes chez les
souris nourries avec une diete obésogene riche en oléate, comparativement aux souris ayant recu une
diete faible en graisses. Une analyse bioinformatique a permis d’identifier une cystéine spécifique sur
SREBP1c comme un site potentiel d’acylation. Nous avons généré une mutation ciblée sur ce résidu, ce qui
a empéché le clivage protéolytique de SREBP1c, bloqué sa maturation, réduit sa translocation nucléaire,
et significativement diminué son activité transcriptionnelle dans des cellules d’hépatocarcinome. Par
ailleurs, une modélisation structurelle par AlphaFold2 a prédit une interaction stable entre SREBP1c et
I'enzyme ZDHHC5, une acyltransférase de la famille ZDHHC. Cette prédiction a été confirmée
fonctionnellement : I'inhibition de ZDHHC5 par ARNsi a entrainé une réduction marquée de I'activité
transcriptionnelle de SREBP1c, sans effet observé lors de I'inhibition de ZDHHC17. Ces résultats suggérent
que l'acylation de SREBP1c par I'oléate (ou ses dérivés) joue un role essentiel dans sa maturation et sa
fonction transcriptionnelle, et qu’elle est médiée en partie par la ZDHHCS. La mise en lumiere de ce
nouveau mécanisme régulateur constitue une avancée importante dans la compréhension du
métabolisme lipidique hépatique. Elle ouvre la voie a de nouvelles stratégies nutritionnelles ou
thérapeutiques ciblées pour prévenir et traiter la stéatose hépatique.

Mots-clés : SREBP1c, ZDHHCS5, Acylation, Oléate, Lipogenése de novo, Stéatose hépatique, métabolisme.
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ABSTRACT

Excessive and harmful lipid accumulation in the liver, known as hepatic steatosis, is the main metabolic
complication observed in obese patients. The transcription factor SREBP1 (Sterol Regulatory Element-
Binding Protein 1) plays a central role in hepatic lipid homeostasis, particularly its SREBP1c isoform, which
regulates de novo lipogenesis (DNL)—a process heavily implicated in the development of hepatic steatosis.
Previous findings from our laboratory showed that intracellular oleate depletion leads to a marked
reduction in DNL. This effect may be mediated by a post-translational modification of SREBP1c via
acylation by oleate or its metabolites. Acylation, the covalent attachment of a fatty acid to a protein, is
known to modulate protein hydrophobicity, subcellular localization, stability, and interactions. To
characterize this phenomenon, we used a mass-shift assay in which the acyl moiety is replaced with a 5
kDa tag, allowing detection by Western blot. Using this technique, we demonstrated that mature SREBP1c
in mouse liver exists in three distinct acylation states: non-acylated, mono-acylated, and di-acylated.
Notably, the acylated forms of SREBP1c were more abundant in mice fed with an obesogenic, oleate-rich
diet compared to mice on a low-fat control diet. A bioinformatic analysis identified a specific cysteine on
SREBP1c as a potential acylation site. Targeted mutation of this residue prevented proteolytic cleavage of
SREBP1c, blocked its maturation, reduced its nuclear translocation, and significantly decreased its
transcriptional activity in hepatocarcinoma cells. Furthermore, structural modeling using AlphaFold2
predicted a stable interaction between SREBP1c and ZDHHCS5, an acyltransferase of the ZDHHC family. This
prediction was confirmed functionally: siRNA-mediated knockdown of ZDHHC5 led to a marked reduction
in transcriptional activity of SREBP1c, while knockdown of ZDHHC17 had no effect. These findings suggest
that acylation of SREBP1c by oleate (or its derivatives) plays a critical role in its maturation and
transcriptional function, and that this modification is at least partially mediated by ZDHHCS5. This newly
uncovered regulatory mechanism represents a significant advance in our understanding of hepatic lipid
metabolism and opens the door to new nutritional or therapeutic strategies to prevent and treat hepatic
steatosis.

Keywords: SREBP1c, ZDHHCS5, Acylation, Oleate, De novo Lipogenesis, Hepatic Steatosis, metabolism.
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INTRODUCTION

Le syndrome métabolique, considéré comme une épidémie croissante dans de nombreux pays (Ford et al.,
2010; Gu et al., 2005), est caractérisé par un déréglement de I'noméostasie métabolique, engendrant des
troubles physiologiques indésirables tels que I’hyperglycémie, I'hypertriglycéridémie et I'hypertension
(Alberti et al., 2009; Grundy et al., 2005). Les personnes atteintes de ce syndrome sont exposées a un
risque accru de développer des maladies cardiovasculaires et du diabéte de type 2 (Alberti et al., 2009). La
sédentarité, le vieillissement et |'obésité sont identifiés comme les principaux contributeurs de ce
désordre métabolique (Alberti et al., 2009; Grundy et al., 2005). En 2022, |I'Organisation mondiale de la
Santé met en avant une prévalence alarmante de I'obésité, qui a doublé depuis 1990, touchant plus d'une

personne sur huit dans le monde (Organization, 2022).

L'obésité est caractérisée par un exces de tissu adipeux (TA) et est le résultat d'un déséquilibre énergétique
prolongé, ou l'apport énergétique excede les dépenses énergétiques, conduisant a un stockage excessif
de I'énergie sous forme de triacylglycérides (TG) dans le TA (Singla et al., 2010). Le TA est le principal
organe de réserve des TG, mais lorsque saturé en TG, ceux-ci s’"accumulent de facon délétére dans d’autres
organes comme le foie ol peut alors se développer la stéatose hépatique (Singla et al., 2010; Unger, 2003;
Unger et al., 2010). Cette derniére est la complication métabolique la plus courante chez les patients
obeses, se développant chez 70% d’entre eux et dans 20% des cas, elle évolue en cirrhose ou méme en
hépatocarcinome (Sabir et al., 2001; Scheen et Luyckx, 2002). De plus, la stéatose hépatique touche
environ 25% de la population adulte et atteint 76% chez les diabétiques de type 2 indépendamment de
leur poids (Younossi et al., 2016). Environ 10% des individus non obéses présentent une stéatose

hépatique (Molina-Molina et al., 2019).

Les approches actuelles pour traiter I'obésité, telles que les régimes alimentaires, |'exercice physique, les
médicaments et la chirurgie biriatrique, ont des taux de réussite insuffisants pour endiguer la progression
de cette maladie (Racette et al., 2003). Les changements de mode de vie, tels que les régimes
hypocaloriques et l'exercice, sont difficiles a maintenir pour les patients obeéses, tandis que les
interventions chirurgicales sont invasives et les résultats peu stables dans le temps (Racette et al., 2003).
Bien que certains médicaments aient montré une efficacité dans le ciblage spécifique de la LDN, leur
utilisation est limitée car cette voie est essentielle a d'autres fonctions cellulaires et physiologiques (Bakan

et Laplante, 2012). Par conséquent, la plupart des médicaments actuellement utilisés visent plutét a



augmenter la sensation de satiété ou diminuer I'absorption des nutriments par le systéeme digestif, mais
leur utilisation a long terme est rarement recommandée alors que l'arrét de la prise du médicament
entraine généralement une reprise de poids (Racette et al., 2003). Pour prévenir et traiter la stéatose
hépatique, I'obésité et le syndrome métabolique, il est crucial de comprendre les processus biologiques

régulant I'homéostasie métabolique a la fois au niveau physiologique et moléculaire.

Les TG proviennent principalement de l'alimentation et de la lipogenése de novo (LDN), un processus
anabolique qui synthétise les TG a partir d'Acétyl-CoA et de Malonyl-CoA produits lors du catabolisme des
glucides et des acides aminés (Strable et Ntambi, 2010). La LDN, qui se produit principalement dans le foie
chez I'homme (Lefevre et al., 1999), se termine par |'action de la stéaroyl-coenzyme A désaturase-1 (SCD1),
cette derniére qui convertit le palmitate (C16) en palmitoléate (C16:1; 16 atomes de carbone et une seule
double liaison insaturée) et le stéarate (C18) I'oléate (C18:1) qui sont ensuite majoritairement intégrés
dans les TG et les phospholipides (PL), formant ainsi les gouttelettes lipidiques stockées dans le foie (Voir
figure 1) ou transportées sous forme de lipoprotéines vers le TA (Schwarz et al., 2003; Strable et Ntambi,
2010). La modulation de la voie hépatique de la LDN pourrait étre efficace pour traiter et prévenir I'obésité
en raison de sa contribution significative a I'accumulation de TG (McDevitt et al., 2001; Strable et Ntambi,
2010). L’expression des enzymes impliquées dans la LDN est principalement régulée au niveau
transcriptionnel par des facteurs de transcription tels que le liver X receptor (LXR), carbohydrate response
element-binding protein (ChREBP) et sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP1) (Berlanga et al.,
2014; Strable et Ntambi, 2010).

SREBP1 est le facteur de transcription principal régulant ’'homéostasie des acides gras dans le corps en
controlant I'expression de plus de 30 génes essentiels a la LDN comme ['acétyl-CoA carboxylase (ACC ;
également connue sous le nom d'ACACA), I'acide gras synthase (FASN ; également connue sous le nom de
FASN) et la SCD1 (Chen et al., 2012) (Voir figure 1). Son activité et son expression peuvent étre influencées
par divers stimuli, notamment nutritionnels, hormonaux et liés au stress (Chen et al., 2012). Cependant,

les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents a ces réponses adaptatives restent a étre élucidés.
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Figure 1 Régulation de la lipogenése hépatique et la stéatose associée

La voie de la lipogenése hépatique est activée en cas d'exces de sucre ou d'acides gras, conduisant a la stéatose
hépatique. Les enzymes clés impliquées dans ce processus sont I'acide gras synthase (FASN), 'acétyl-CoA
carboxylase (ACC), Elongation of Very Long Chain Fatty Acids Protein 6 (ELOVL6) et stéaroyl-coenzyme A
désaturase-1 (SCD1), dont cette derniére qui produit le palmitoléate et I'oléate. Le régulateur principal de ce
processus est Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c (SREBP1c). Les acides gras sont utilisés pour former des
triglycérides et des phospholipides stockés dans les cellules hépatiques. Lorsqu'ils sont en excés, ils conduisent a
I'accumulation de graisse dans le foie, appelée stéatose hépatique. (Figure créée avec BioRender)

Il est crucial de poursuivre les recherches sur les mécanismes régulant I'expression et I'activité de SREBP1,
y compris l'impact spécifique des acides gras monoinsaturés (AGMI) comme I'oléate. Les modifications
post-traductionnelles de SREBP-1c semblent jouer un role clé dans la régulation de sa maturation et de
son activité. Les plus étudiées sont la phosphorylation, facilitant son interaction avec SCAP et son transport
vers le Golgi, et la protéolyse régulée, qui libére le fragment N-terminal actif pour sa translocation
nucléaire. Ces processus, activés notamment par l'insuline via la voie PI3K/AKT, sont bien documentés
dans la littérature (Yellaturu et al., 2009). En revanche, d'autres modifications, telles que 'acétylation, la
SUMOylation ou I'ubiquitination, demeurent peu explorées, et I'impact direct des lipides sur SREBP-1c via
des modifications post-traductionnelles comme I'acylation reste encore largement méconnu (Raab et

Lefebvre, 2022).

Pourtant, il semble logique qu’un facteur de transcription central dans ’homéostasie lipidique soit lui-

méme sensible aux lipides, notamment aux acides gras monoinsaturés comme I’'oléate. Des résultats



préliminaires obtenus dans notre laboratoire ont d’ailleurs suggéré que |'oléate pourrait agir comme
modulateur post-traductionnel de SREBP1c, notamment via une acylation — une modification encore

jamais caractérisée dans le contexte hépatique pour ce facteur (Lounis et al., 2017).

Notre objectif est donc de vérifier I'existence de cette acylation en identifiant clairement I'isoforme
impliquée (SREBP1c), les acides aminés ciblés, ainsi que les enzymes acylantes responsables. Nous visons
également a caractériser I'impact de cette modification sur la localisation subcellulaire, la stabilité, et
I'activité transcriptionnelle de SREBP1c. Ce projet pourrait ouvrir la voie a de nouvelles stratégies ciblant
spécifiqguement la maturation ou l'activation de SREBPlc par des mécanismes lipides-dépendants,
apportant une nouvelle compréhension des régulations métaboliques liées a I'obésité et la stéatose
hépatique. Cette recherche pourrait contribuer a I'élaboration de stratégies de prévention et de
traitement plus efficaces pour |'obésité et ses complications associées, telles que le syndrome métabolique
et la stéatose hépatique. Cette recherche offre également la possibilité d'identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques et de développer des approches nutritionnelles et médicamenteuses innovantes.



CHAPITRE 1
ETAT DES CONNAISSANCES

1.1  LE METABOLISME INTRACELLULAIRE DES ACIDES GRAS

Le métabolisme des acides gras, essentiel a la gestion des lipides, est étroitement lié au fonctionnement
du réticulum endoplasmique lisse (RE), qui orchestre de nombreuses réactions impliquées dans le
métabolisme lipidique. Le RE est impliqué dans I'absorption des acides gras (AG) exogenes, leur synthése
de novo, leur allongement et leur désaturation. Il entretient des contacts étroits avec les membranes des
gouttelettes lipidiques, facilitant ainsi le transfert efficace des substrats et des enzymes du métabolisme
lipidique. Les AG présents dans le RE sont utilisés pour la synthese des TG et des esters de cholestérol, qui
sont ensuite stockés dans les gouttelettes lipidiques ou exportés dans I'organisme par les lipoprotéines.
De plus, de nombreux AG agissent comme des plateformes de recrutement de protéines et servent de
substrats pour l'acylation des protéines, ce qui impacte la localisation et les activités cellulaires de ces
dernieres (Jutras-Carignan et al., 2023). Il est pertinent de noter que SREBP1c localise entre autre au RE,

ou la régulation de sa maturation prend place (Brown et Goldstein, 1997).

1.1.1 LA LIPOGENESE DE NOVO

La synthése des AG saturés (AGS) commence avec le glucose qui est I'un des principaux substrats pour la
LDN et la premiere étape importante consiste en la conversion du glucose en pyruvate par la glycolyse, se
produisant dans le cytosol (Ameer et al., 2014) (Voir figure 1.1). Le pyruvate est ensuite décarboxylé dans
les mitochondries pour former le groupe acétyl de la nouvelle molécule d'acétyl-CoA. La condensation de
cet acétyl-CoA avec l'oxaloacétate forme le citrate via le cycle de l'acide tricarboxylique (TCA). Le
transporteur de citrate/isocitrate (CIC) transporte le citrate a travers les membranes mitochondriales vers
le cytosol, ou il est clivé par I’ATP-citrate lyase (ACLY) pour reformer de I'acétyl-CoA et de I'oxaloacétate.
Alternativement, I'acétate peut également étre produit dans le cytosol, puis étre converti en acétyl-CoA
par la synthétase d'acétyl-CoA 2 (ACSS2) (Batchuluun et al., 2022). Dans le cytosol, I'acétyl-CoA est
carboxylé par I’ ACC pour former du malonyl-CoA. Un acétyl-CoA et sept malonyl-CoA sont ensuite utilisés
dans le cytosol par la FASN pour former du palmitate, un AGS a 16 carbones (C16:0), grace a une série
répétée de condensation, réduction, condensation et déshydratation (Batchuluun et al., 2022; Maier et
al.,, 2006). Ultérieurement, le palmitate peut subir des modifications telles que I'élongation, la

désaturation et |'estérification, comme discuté ci-dessous.
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Figure 1.1 Synthése de novo des acides gras saturés et monoinsaturés

Le glucose peut pénétrer dans les cellules via un transporteur spécifique de glucose pour étre ensuite converti en
pyruvate par la glycolyse. Le pyruvate est transporté dans les mitochondries pour former de I'acétyl-CoA, qui entre
dans le cycle de I'acide citrique (TCA) pour former du citrate, qui est exporté des mitochondries via le transporteur
de citrate/isocitrate (CIC). Dans le cytosol, le citrate est transformé en acétyl-CoA et en oxaloacétate par la lyase ATP-
citrate (ACLY). L'enzyme malique (ME) et la malate déshydrogénase (MDH) transforment I'oxaloacétate en pyruvate.
L'acétate qui péneétre dans les cellules ou qui est produit par le catabolisme de I'éthanol est utilisé par la synthétase
d'acétyl-CoA 2 (ACSS2) pour former de l'acétyl-CoA. La carboxylase d'acétyl-coenzyme A (ACC) utilise I'acétyl-CoA
pour former du malonyl-CoA. La synthase d'acides gras (FAS) utilise 1 acétyl-CoA et 7 malonyl-CoA pour former du
palmitate. L'élongation et la désaturation du palmitate se produisent du coOté cytosolique du réticulum
endoplasmique (Jutras-Carignan et al., 2023).

L'élongation permet de produire des acides gras plus longs que le palmitate (C16:0). Les élongases utilisent
le malonyl-CoA comme donneur de carbone, tout comme la FAS, et utilisent le méme cycle de réactions
pour ajouter deux carbones a la fois, comprenant notamment des étapes de condensation, de réduction,
de déshydratation et de réduction (Moon et al., 2001). Par conséquent, la plupart des AG ont un nombre
pair de carbones. Les élongases, comme |’ Elongation of Very Long Chain Fatty Acids Protein 6 (ELOVL6),
peuvent allonger a la fois les acides gras exogenes et endogeénes pour former des AG plus longs,
couramment présents dans les PL et les TG. Contrairement a la FAS, qui est localisée dans le cytosol, les
élongases sont exprimées dans le RE. Les élongases ELOVL1, 3, 6 et 7 préferent les AGS, tels que le palmitate

pour former le stéarate (C18:0) et les AGMI (Kessler et al., 2014; Moon et al., 2001).



La stéaroyl-CoA- désaturase 1 (SCD1) est ensuite responsable de la conversion du stéaroyl-CoA en
palmitoléoyl-CoA (C16:0-CoA) en palmitoléyl-CoA (C16:1-CoA) et du stéaroyl-CoA (C18:0-CoA) en oléoyl-
CoA (C18:1-CoA) en ajoutant une double liaison cis entre les carbones 9 et 10 (position delta 9). La
formation de AGMI par la SCD1 se produit sur la face cytosolique du RE, souvent au niveau des membranes

associées aux mitochondries ou aux gouttelettes lipidiques (Man et al., 2006).

La formation de TG permet d'atténuer la toxicité des AG libres et permet de les stocker en toute sécurité
dans les LD (Lipid droplets)(Coleman et Lee, 2004). La synthése de TG combine 3 AG libres, qui peuvent
avoir différents niveaux de désaturation et de longueur entre C4 et C22, les plus courants étant C16 et
C18:1, avec une molécule de glycérol-3-phosphate. Ces réactions se produisent principalement du c6té
cytosolique du RE (Cases et al., 1998; Cheng et al., 2003; Coleman et Lee, 2004; Nye et al., 2008). Le
premier AG-CoA, généralement saturé, peut étre ajouté par l'acyl-CoA: glycérol-sn-3-phosphate
acyltransférase (GPAT) au premier carbone du glycérol-3-phosphate formant un 1-acyl-sn-glycérol-3-
phosphate également appelé lysophosphatidate (LysoPA) (Coleman et Lee, 2004). La GPAT est une
protéine membranaire qui posséde une isoforme résidente du RE et une isoforme ancrée a la membrane
externe mitochondriale. L'isoforme située dans le RE est responsable de la plupart de la synthése de PL et
de TG de novo tandis que l'isoforme mitochondriale contribue dans une moindre mesure uniquement a la
synthése de TG (Coleman et Lee, 2004). La GPAT située dans le RE utilise une variété d’AG-CoA saturés ou
insaturés, tandis que la GPAT mitochondriale a une affinité 3 a 10 fois plus élevée pour le palmitoyl-CoA

que pour l'oléoyl-CoA (Coleman et Lee, 2004).

Le deuxieme AG, généralement insaturé, est ajouté par l'acyl-CoA:1l-acylglycérol-sn-3-phosphate
acyltransférase (AGPAT ; également connue sous le nom de lysophosphatidate acyltransférase ou LPAAT),
formant le DAG-3-phosphate également appelé phosphatidate (PA) (Coleman et Lee, 2004). La
phosphatase de l'acide phosphatidique (PAP) (la protéine lipin mammalienne) libérera le groupe
phosphate du PA pour former le diacylglycérol (DAG) (Coleman et Lee, 2004). Les protéines DGAT ajoutent
le dernier AG. Il a été démontré que la DGAT2 colocalise avec SCD1 dans le RE fournissant des AGMI
endogénes pour la synthése de TG (Man et al., 2006). Contrairement aux enzymes DGAT, les autres
enzymes impliquées dans la synthése de TG telles que MGAT, GPAT, AGPAT, le PAP, SCD1 et la synthétase

d'acyl-CoA sont toutes situées sur la face cytosolique du RE (Coleman et Lee, 2004).



1.1.1.1 LA LIPOGENESE DE NOVO VERSUS LA BETA-OXYDATION

La B-oxydation est le processus catabolique par lequel les AG sont dégradés dans la mitochondrie, libérant
successivement des unités d’acétyl-CoA, du NADH et du FADH, (Voir figure 1.2). Ce mécanisme fournit une
source majeure d’énergie en période de jeline ou de restriction glucidique, notamment dans le foie et les

muscles squelettiques (McGarry et Brown, 1997).

La LDN et la B-oxydation sont mutuellement inhibitrices, empéchant I'acétyl-CoA produit par la B-
oxydation d'entrer dans la voie de synthese des acides gras par la LDN. L'ACC est I'enzyme clé régulant ce
processus (Schreurs et al., 2010). L'ACC comporte deux isoformes, I'ACC1 est I'isoforme cytosolique tandis
que I'ACC2 est associée a la membrane externe des mitochondries a proximité de la Carnitine
Palmitoyltransférase 1 (CPT1) impliquée dans le processus de transport des AG a longue chaine a travers
la membrane mitochondriale, ou ils sont dégradés par la voie de la beta-oxydation produisant ainsi de
I'énergie (Voir figure 1.2) (Abu-Elheiga et al., 2000). L'ACC1 produit le malonyl-CoA qui sera principalement
utilisé pour la LDN, tandis que le malonyl-CoA produit par I'ACC2 servira principalement d'inhibiteur
allostérique de la CPT1, bloquant ainsi le transport des AG dans la mitochondrie, ce qui entraine ainsi I

inhibition de la B-oxydation (Abu-Elheiga et al., 2001).
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Figure 1.2 Voie d'oxydation des acides gras cellulaires

Les acides gras a chaine longue (LCFA) sont d'abord activés avec une CoA par les synthétases d'acyl-coenzyme A a
chaine longue (ACSL), puis transformés en dérivés d'acides gras-carnitine (FA-carnitine) par la carnitine
palmitoyltransférase | (CPT-1). Les FA-carnitine sont transportés dans les mitochondries par le translocase
carnitine:acylcarnitine (CACT) et retransformés en FA-CoA par la carnitine palmitoyltransférase Il (CPT-Il). L'oxydation
béta mitochondriale (B-ox) commence par une étape de déshydrogénation catalysée par I'acyl-CoA déshydrogénase
a chaine longue (LCAD). La protéine trifonctionnelle ancrée dans la membrane catalyse la clivage thiolé entre les
carbones B et a, générant un acétyl-CoA et un FA a chaine raccourcie de deux carbones. Les acétyl-CoA sont ensuite
traités dans le cycle de I'acide tricarboxylique (TCA), générant du FADH2 et du NADH envoyés a la chaine de transport
d'électrons (ETC) pour la production d'ATP. La béta oxydation peroxisomale et mitochondriale des acides gras
monoinsaturés (AGMI) nécessite une enzyme supplémentaire pour traiter la double liaison, la cis-delta3 énoyl-
coenzyme A isomérase (Jutras-Carignan et al., 2023).

La LDN se produit lorsque le corps est en état post-prandial ou en excés d’énergie donc lorsque des niveaux
de glucose et d'ATP sont élevés. Les niveaux élevés d'ATP dans la matrice mitochondriale inhibent
I'isocitrate déshydrogénase, I'enzyme du cycle de I'acide citrique qui produit I'a-cétoglutarate a partir de
I'isocitrate. Cela entrainera I'accumulation d'isocitrate et de citrate (réaction réversible). Le citrate sera
transporté a travers les membranes mitochondriales par le transporteur citrate/isocitrate (CIC) dans le
cytosol ol I'ATP-citrate lyase (ACLY) le transformera en oxaloacétate et en acétyl-CoA (Voir figure 1.2).
L'acétyl-CoA peut ensuite étre converti en malonyl-CoA par I'ACC1, la premiere étape de la LDN.
L'oxaloacétate sera ensuite converti en malate par la malate déshydrogénase puis par I'action de I'EM, le

malate sera converti en pyruvate. Dans la matrice mitochondriale, le pyruvate peut ensuite étre converti



en acétyl-CoA par le pyruvate déshydrogénase. Cependant, cet acétyl-CoA ne peut pas étre converti en
pyruvate car la réaction de décarboxylation du pyruvate est irréversible (Harris et al., 2002). Cet acétyl-
CoA peut donc entrer dans le cycle de I'acide citrique, contribuant ainsi davantage a I'accumulation de

citrate contribuant ainsi davantage a la LDN.

1.1.2 LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION SREBP

Les facteurs de transcription SREBP sont les principaux facteurs qui régulent le métabolisme des acides
gras et du cholestérol (KIM et al., 2002). Les SREBP sont d’important facteurs de transcriptions de la famille
des fermetures a glissiere leucine hélice-boucle-hélice basique (B-HLH-ZIP) découverts il y a 40 ans par les
récipiendaires du prix Nobel Brown et Goldstein (Oberkofler et al., 2004; Ru et Guo, 2017). Comme
d’autres facteurs de transcription de la famille des B-HLH-ZIP, les SREBP se lient aux séquences E-box
(CANNTG) de I'ADN, mais de plus, ils se lient aux séquences sterol-regulatory element (SRE) (5'-
ATCACCCCAC-3’) (Rishi et al., 2004). lIs se lient aux séquences de I’ADN en homodimére ou hétérodimere
avec d’autres isoformes de SREBP ou d’autres facteurs de transcription de la famille B-HLH-ZIP (Rishi et al.,
2004). Les SREBP interagissent le plus fréquemment avec ses promoteurs cibles en coopération avec les
facteurs de transcriptions ubiquitaires upstream stimulatory factor (USF), nuclear transcription factor Y
(NFY) et specificity protein 1 (SP1) augmentant en synergie la transcription des genes cibles (Reed et al.,
2008; Sato, 2009). Il existe trois isoformes majeures des SREBP soit SREBP1a, SREBP1c et SREBP2 (KIM et
al., 2002). Les isoformes SREBP1 sont codées sur le gene SREBF1 et I'isoforme SREBP2 est codé sur le gene
SREBF2 (KIM et al., 2002). Bien que la spécificité pour leurs genes cibles se chevauche entre les membres
de la famille des SREBP, il est reconnu que SREBP2 active principalement les génes liés a la synthése et
I'absorption du cholestérol, tandis que les SREBP1 activent surtout les génes liés a la voie de synthéese des
acides gras (KIM et al., 2002; Oberkofler et al., 2004; Rishi et al., 2004). SREBP2 assure la régulation du
cholestérol dans tous les tissus alors que les différentes isoformes de SREBP1 sont exprimées de maniere
tissus spécifiques (Shimano et Sato, 2017). Des isoformes mineures de SREBP-1 ont aussi été décrites,
notamment des variants tronqués constitutivement actifs issus d’un épissage alternatif (SREBP-1aA et
SREBP-1cA), et d’autres isoformes annotées dans les bases de données de référence (p. ex. UniProt :
SREBF1/P36956) (Huang, X. Y. et al., 2022). Une isoforme additionnelle, SREBP-1b, issue de I'utilisation
d’un promoteur alternatif du géne SREBF1/Srebf1, a également été rapportée dans la littérature (Harada

et al., 2008).
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1.1.2.1 EXPRESSION DIFFERENTIELLE DES ISOFORMES DE SREBP1 ET CONSERVATION INTERESPECE

Les deux principaux isoformes de SREBP1 different uniquement du fait de leur épissage alternatif de I’exon
1 qui code entre autres pour des domaines d’activation de la transcription différents, ce qui permet a
SREBP1a d’avoir une liaison forte avec CREB1-binding protein (CBP), un important co-activateur de la
transcription améliorant nettement ses capacités de transactivation comparée a ceux de SREBP1c
(Foufelle et al., 2000; Oberkofler et al.,, 2004; Ru et Guo, 2017). SREBPla est exprimée de fagon
prédominante dans les lignées cellulaires, la rate et I'intestin (KIM et al., 2002; Oberkofler et al., 2004). Les
lignées cellulaires expriment majoritairement I'isoforme SREBP1a parce qu’il est capable de stimuler a la
fois une forte expression des genes de la lipogenése et de la biosynthese du cholestérol qui fournit alors
les composants nécessaires a la construction des membranes dont la demande est accrue étant donné la
croissance et la prolifération rapide de ce type de cellules (Oberkofler et al., 2004; Shimano et Sato, 2017).
Chez la majorité des mammiferes, dont I’lhumain, SREBP1c est I'isoforme le plus largement exprimé dans
le foie et dans la majorité des autres tissus métaboliquement actifs tels que les muscles, le cerveau et les
tissus adipeux (KIM et al., 2002; Oberkofler et al., 2004). SREBP1c est le principal régulateur de la
transcription hépatique de la glucokinase (GCK; qui transforme le glucose en glucose-6-phosphate pour
I'utiliser comme substrat lors de la LDN) et des génes lipogéniques incluant I’ACC, la FAS, la SCD1 et ELOVL6
et cela en réponse a des stimulations par I'insuline et/ou le glucose (KIM et al., 2002; Oberkofler et al.,
2004). SREBP1c controle spécifiqguement la LDN en réponse aux différents états nutritionnels dans les
tissus métaboliquement actifs. L'isoforme SREBP1a, active aussi fortement la synthése de cholestérol et
est mieux connue pour ses niveaux d'expressions constitutifs supportant la croissance et la prolifération

cellulaire (Oberkofler et al., 2004; Shimano et Sato, 2017).

Chez les rongeurs comme chez I'humain, la distribution tissulaire des isoformes de SREBP1 varie
considérablement, ce qui doit étre pris en compte dans les diffrents modéles expérimentaux. Tandis que
les lignées cellulaires de type hépatique telles que les lignées HepG2 ou HUH7.5 expriment
préférentiellement I'isoforme SREBP1a, plus fortement transactivatrice, le foie de la souris adulte exprime
majoritairement I'isoforme SREBP1c, avec un ratio d’expression SREBP1c/SREBP1a d’environ 22, ce qui
reflete un profil transcriptionnel plus fidele a la physiologie hépatique in vivo (Oberkofler et al., 2004).
Cette disparité pourrait expliquer pourquoi certains effets observés sur I'activité transcriptionnelle de
SREBP1c en réponse a des acides gras monoinsaturés comme I'oléate sont plus robustes dans des modeles
animaux entiers que dans des modeles cellulaires (Miyazaki et al., 2004). Par ailleurs, SREBP1c est une

protéine hautement conservée sur le plan évolutif, présentant une forte similarité de séquence entre les

11



especes murine et humaine, notamment au niveau de ses domaines fonctionnels critiques tels que le
domaine de liaison a I’ADN de type bHLH-LZ, le domaine transmembranaire et les régions d’activation
transcriptionnelle. Cette conservation est aussi observée au niveau de ses motifs de liaison a I’ADN (E-box
et SRE), suggérant une conservation fonctionnelle de ses mécanismes de régulation transcriptionnelle au
sein des vertébrés (Osborne et Espenshade, 2009). Ainsi, malgré certaines limites inhérentes aux modeles
murins, I'utilisation du foie de souris comme modeéle pour étudier SREBP1c demeure pertinente pour
comprendre les mécanismes transcriptionnels régulant la lipogenése de novo dans un contexte

physiologique.

1.1.2.2 LA MATURATION DE SREBP

Les protéines SREBP sont initialement synthétisées sous forme de précurseurs (pSREBP)
transmembranaires inactifs ancrée dans le RE avec leurs extrémités N et C-terminales se prolongeant dans
le cytoplasme (Shimano et Sato, 2017) (Voir figure 1.3). pSREBP est associé avec les protéines Insulin-
Induced Gene (INSIG) et SREBP Cleavage-Activating Protein (SCAP) qui qui régulent la localisation intra-
cellulaire et I'activation du facteur de transcription (Brown et Goldstein, 1997). La dissociation d’INSIG en
réponse a différentes conditions métaboliques comme une déplétion en stérol ou une stimulation a
I'insuline permet de diriger le complexe SREBP/SCAP vers le Golgi ou SREBP est activé par clivage via la
Site-1 Protease (S1P) et la Site-2 Protease (S2P) (Brown et Goldstein, 1997). La forme clivée ou mature de
SREBP (mSREBP) peut ensuite se rendre au noyau ou elle s’Thomodimérise ou forme des hétérodimeres
avec d’autres isoformes de SREBP (p. ex. SREBP1a, SREBP1c ou SREBP2). Le dimere SREBP peut ensuite

activer la transcription de plusieurs genes lipogéniques (SREBP, ACC, FAS, SCD1...) (Chen et al., 2012).
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Figure 1.3 Régulation de la localisation et du transport nucléaire des protéines SREBP

La forme précurseur des Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBP) est ancrée dans la membrane du
réticulum endoplasmique (RE), ou elle forme un complexe avec la SREBP Cleavage-Activating Protein (SCAP) et la
Insulin-Induced Gene protein (INSIG). En conditions riches en nutriments (ex. excés de glucose ou faible taux de
stérols), INSIG se dissocie de SCAP, ce qui permet I'adressage du complexe SCAP-SREBP vers |'appareil de Golgi. Ce
transport se fait via une vésicule COPII (Coat Protein Complex Il), dont I'assemblage dépend notamment de la petite
GTPase Sarl (Secretion-associated Ras-related GTPase 1) ainsi que des sous-unités Sec23 et Sec24, qui facilitent le
bourgeonnement de la vésicule a partir du RE. Une fois dans le Golgi, SREBP est clivée de fagon séquentielle par deux
protéases : Site-1 Protease (S1P) et Site-2 Protease (S2P). Cette double coupure libére le domaine N-terminal de
SREBP, biologiquement actif, qui est ensuite transporté vers le noyau via I'importine-B, une protéine de transport
nucléaire. Dans le noyau, SREBP se fixe a des séquences promotrices appelées Sterol Regulatory Elements (SRE) et E-
box (enhancer box, motif de type CANNTG), situées en amont des génes cibles. Cela induit 'expression de génes clés
de la lipogenese comme Fatty Acid Synthase (FASN), Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) et Stearoyl-CoA Desaturase 1
(SCD1), orchestrant la biosynthese des acides gras et triglycérides. Figure adaptée de Sato (2009).

1.1.2.3 MECANISMES MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS LA REGULATION DE L’ACTIVITE DU FACTEUR
DE TRANSCRIPTION SREBP1

Les AG polyinsaturés (AGPI) peuvent inhiber la lipogenése hépatique en réduisant ['activité
transcriptionnelle de SREBP1c. Cet effet est médié par la protéine Ubiquitin Regulatory X Domain-
containing protein 8 (UBXD8), une protéine intégrée dans la membrane cytosolique du RE qui est inactivée
lorsqu'elle est liée a un AGPI. En I'absence d’AGPI, 'UBXDS8 se lie a I'INSIG dans le RE et favorise son

ubiquitination facilitant ainsi la dégradation de INSIG par le protéasome. Cela entraine la libération du
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complexe SCAP-SREBP1c du RE qui peuvent ensuite se rendre dans le Golgi, étre clivé par S1P et S2P puis
étre ensuite transloqué dans le noyau ou il active la transcription de genes impliqués dans la LDN. En
revanche, en présence de AGPI, UBXD8 se détache de I'INSIG, favorisant ainsi sa stabilité et la rétention

de SREBP1c dans le RE, ce qui conduit a I'inhibition de la LDN (Lee, J. N. et al., 2010; Lee, J. N. et al., 2008).

Outre les mécanismes de régulation transcriptionnelle impliquant des protéines comme UBXDS, la
composition lipidique des membranes intracellulaires elle-méme constitue un signal important dans la
régulation de I'activité de SREBP1c. Chaque organite intra-cellulaire a une composition lipidique unique
permettant de remplir optimalement des fonctions spécifiques. Les AGMI sont présents en suivant un
gradient de concentration dans les membranes le long des voies sécrétoires dans les cellules. Le RE, au
tout début de la voie sécrétoire, est enrichi en PL contenant des AGMI et leur concentration diminuent
progressivement entre le Golgi et la membrane plasmique tandis que le gradient de concentration est
inverse pour les SFA (Keenan et Morre, 1970). Au niveau de la membrane du RE, le rapport élevé de PL
contenant des AGMI par rapport aux AGS conduit a un empaquetage lipidique spécifique permettant la
formation d'une membrane plus lache avec une plus grande courbure. Cela peut améliorer I'adsorption
des protéines et en particulier celles avec des ancres membranaires amphipathiques (Nath et al., 2014). A
I'inverse, I'inhibition de SCD1 entraine une diminution générale de l'insaturation des PL membranaires, ce
qui induit une réponse des protéines dépliées (UPR) (Ariyama et al., 2010). En effet, I'accumulation
intracellulaire d'AGS entraine un stress du RE caractérisé par une surcharge de protéines mal repliées qui
agissent, a leur tour, comme le signal moléculaire pour l'induction de 'UPR. L’'UPR vise a aider le RE a faire
face al'accumulation de protéines mal repliées. En cas d’activation prolongée ou d’échec de cette réponse,
des signaux pro-apoptotiques sont déclenchés, contribuant a la physiopathologie de plusieurs maladies.
Par exemple, I'échec de I'UPR est impliqué dans des maladies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique (SLA), ou I'accumulation de
protéines mal repliées entraine une neurotoxicité. Elle est également liée au développement du diabete
de type 2, en perturbant la fonction des cellules B-pancréatiques, ainsi qu’a des maladies hépatiques
comme la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et la stéato-hépatite non alcoolique (NASH), ou le

stress du RE exacerbe I'inflammation et la fibrose hépatique (Hetz et Papa, 2018).

Le stress du RE favorise la maturation de SREBP-1c (Fang et al., 2013). SREBP1c peut donc maintenir la
composition des membranes en controlant la désaturation des AG. En effet, une diminution de la fluidité

membranaire peut étre détectée par le complexe SREBP1/INSIG, ce qui déclenche la maturation de
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SREBP1c qui régulera a la hausse I'expression de FASN et de SCD1 entrainant une augmentation de la
biosynthése des AGMI et de leur incorporation aux PL des membranes augmentant ainsi la fluidité
membranaire. Si la membrane devient trop fluide, SREBP1c n'est plus activé et la fluidité membranaire est
réduite (Hagen et al., 2010). Les mécanismes moléculaires qui permettraient la détection de cette fluidité

membranaire par le complexe SREBP1/INSIG restent cependant a étre élucidés.

1.1.2.4 INTEGRATION DES SIGNAUX NUTRITIONNELS PAR SREBP1C

L'insuline qui est une hormone anabolique majeure, active la LDN en réponse a des changements
nutritionnels principalement en régulant la transcription des enzymes impliquées (Shimomura et al.,
1999). La liaison de I'insuline a son récepteur tyrosine kinase situé dans la membrane plasmique entraine
I'activation, via I'Insulin Receptor Substrate 1 (IRS1), de la kinase PI3K, qui induit a son tour la
phosphorylation de la 3-phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) (Voir figure 1.4). PDK1 catalyse
ensuite la phosphorylation du résidu Thr308 d’AKT. PI3K active aussi mTORC2 qui catalyse la
phosphorylation du résidu Serd73 d’AKT. AKT est aussi phosphorylé au résidu thrd50 pour étre
complétement activé et induire de différentes manieres I'activation de SREBP1c (Shimano et Sato, 2017)
(Voir figure 1.4). Premierement, bien que les sites de phosphorylation spécifiques restent inconnus, il a
été démontré qu’en présence d’insuline, Akt induit la phosphorylation de SREBP1c, ce qui augmente
I'affinité du complexe SCAP-SREBP1c pour les protéines SAR1, SEC23 et SEC24 des vésicules COPII facilitant
ainsi le transport de SREBP1c vers le Golgi, ou il est activé par clivage (Wang et al., 2015). Akt induit aussi
une régulation a la baisse de I'ARNm d’INSIG, ce qui promeut aussi la translocation de SREBP1c du RE au
Golgi (Ferre et Foufelle, 2010). Puis finalement, par phosphorylation de la glycogéne synthase kinase 3
(GSK3p), Akt inhibe la dégradation protéasomale de SREBP1c (Bakan et Laplante, 2012).

Mise a part I'activation de SREBP1c a la suite d’une stimulation par I'insuline, Akt joue également d’autres
roles dans la régulation de la LDN, notamment en favorisant I'entrée du glucose via I'augmentation de
I’expression et de la translocation des transporteurs de glucose a la surface cellulaire. Akt promeut aussi
le catabolisme du glucose via la phosphorylation de la GCK, une enzyme de la glycolyse, et promeut la LDN

via la phosphorylation de I’ATP-Citrate lyase (ACL) (Bakan et Laplante, 2012).

Un autre réle tres important d’Akt dans la régulation de la LDN est I'activation de mTORC1 (Bakan et
Laplante, 2012). mTORC1 integre des signaux venant de facteurs de croissance, de I'état énergétique, du

stress et des nutriments pour réguler plusieurs processus cellulaires impliqués dans le contréle de la
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croissance, de la prolifération et du métabolisme (Bakan et Laplante, 2012). mTORC1 est un centre clef de
la voie de signalisation de l'insuline qui intégre les trois principales voies nutritionnelles: le métabolisme
du glucose, des protéines et des lipides (Shimano et Sato, 2017). mTORC1 favorise la localisation nucléaire
du récepteur X hépatique a (LXRa) et active la protéine kinase S6 (S6K1), ce qui stimule la transcription
des génes lipogéniques, dont SREBP1c. De plus, mTORC1 facilite la maturation complete de SREBP1c en
inhibant la Lipine 1, ce qui induit également sa localisation nucléaire. En conséquence, une fois activée,
MTORC1 active de diverses manieres I'activation de SREBP1c (Shimano et Sato, 2017). Dans des états
d'abondance énergétique, la voie de signalisation PI3K-AKT-mTORC1- SREBP1c déclenchée par l'insuline
est le principal axe permettant la production de lipides impliqués dans le stockage d’énergie (Shimano et

Sato, 2017).

SREBP1c est le principal facteur de transcription régulant la LDN, mais seul, il n’est pas suffisant pour
stimuler la LDN. En effet, une variété d’autres facteurs de transcription activés par des ligands lipophiles
module aussi la LDN tels que le récepteur X du foie ou liver X receptor (LXR) (Ferre et Foufelle, 2010;
Foufelle et al., 2000; Shimano et Sato, 2017). Les LXR font partie d’une superfamille de récepteurs
nucléaire d’hormones activés par la liaison de ligands physiologiques comme les oxystérols ou certains
métabolites intermédiaires de la biosynthése du cholestérol (Wang et al., 2015). |l existe deux isoformes
soit LXRa qui est exprimé principalement dans le foie, le tissu adipeux et les intestins et LXRB qui est
exprimé de facon ubiquitaire (Repa et al., 2000). LXRa et LXRB sont de puissants activateurs du promoteur
du gene codant pour SREBP1c, mais le LXRa n’activerait pas le promoteur du gene codant pour SREBP1a
(Oberkofler et al., 2004; Repa et al., 2000; Yoshikawa et al., 2001). Les LXR doivent obligatoirement se
dimériser avec un récepteur a I'acide rétinoique (RXR) avant de pouvoir se lier aux régions promotrices de
leurs geénes cibles incluant les geénes codant pour SREBP1c, ChREBP, LXR, FASN et ACC (Wang et al., 2015).
La fonction majeure des LXR dans le foie est de stimuler la LDN en réponse a l'insuline, mais les ligands

physiologiquement pertinents des LXR ne sont pas connus (Wang et al., 2015).
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Figure 1.4 Régulation de la lipogenése de novo hépatique par le glucose et I'insuline

Linsuline stimule une cascade de signalisation intracellulaire débutant par I'activation du récepteur a l'insuline, ce
qui meéne a la phosphorylation du substrat du récepteur de I'insuline 1 (IRS1) et a I'activation de la phosphoinositide
3-kinase (P13K). Cela entraine la conversion du Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;) en Phosphatidylinositol
3,4,5-trisphosphate (PIPs) et I'activation successive de la phosphoinositide-dépendante kinase-1 (PDK1) et de la
protéine kinase B (AKT; également connue sous le nom de PKB). La phosphorylation d’AKT favorise I'inhibition de
FOXO1 et I'activation des complexes 1 et 2 de la mammalian Target of Rapamycin (mTORC1 et mTORC2), ce qui
augmente l'activité de la protéine ribosomique S6 kinase beta-1 (S6K1) et diminue celle de la glycogene synthase
kinase 3B (GSK3p), en plus d’inhiber la lipine 1. Ces événements permettent la maturation de la protéine de liaison
aux éléments régulateurs des stérols 1c (SREBP1c) via les protéines SREBP Cleavage Activating Protein (SCAP) et
Insulin-Induced Gene (INSIG) dans le réticulum endoplasmique (ER), suivie de son clivage par les protéases Site-1
Protease (S1P) et Site-2 Protease (S2P) dans I'appareil de Golgi. La forme mature de SREBP1c transloque ensuite
dans le noyau pour induire la transcription de génes lipogéniques, tels que fatty acid synthase (FASN), stearoyl-CoA
desaturase 1 (SCD1), elongation of very long-chain fatty acids protein 6 (ELOVL6), acetyl-CoA carboxylase (ACC) et
ATP citrate lyase (ACL). En parallele, le glucose entre dans I'hépatocyte via le transporteur glucose transporter type
2 (GLUT2), est phosphorylé par la glucokinase (GCK) pour former le glucose-6-phosphate (G6P), qui est métabolisé
en fructose-6-phosphate (F6P) et fructose-2,6-bisphosphate (F2,6P), participant a la régulation de carbohydrate-
responsive element-binding protein (ChREBP). Celui-ci, une fois déphosphorylé et libéré des protéines 14-3-3,
transloque au noyau ou il coopére avec SREBP1c pour activer la transcription des mémes génes cibles. Retinoid X
receptor (RXR), O-linked N-acetylglucosamine (O-GIcNAc), Forkhead box protein O1 (FOXO1), Liver X receptor alpha
(LXRa). La figure a été modifiée a partir de la figure présentée dans I'article cité ici (Sanders et Griffin, 2016).

1.2 MODIFICATION DES PROTEINES PAR LES AG

De nombreuses protéines solubles doivent temporairement s'associer aux membranes cellulaires pour
effectuer diverses taches biologiques, telles que la signalisation et le transport. Pour se lier a la bicouche

lipidique, ces protéines utilisent plusieurs types de mécanismes de ciblage, notamment des interactions
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avec d’autres protéines membranaires, des domaines de liaison membranaires qui reposent sur des
interactions avec des groupes hydroxyles lipidiques, ou des modifications post-traductionnelles avec un
AG qui médient des interactions directes avec les constituants des membranes. Ce dernier processus,
impliquant une liaison covalente entre un AG et une protéine, est appelé acylation des protéines (Voir
figure 1.5). L'acylation augmente I'hydrophobicité d'une protéine, favorisant ainsi sa liaison a la membrane,
régulant la localisation subcellulaire des protéines, modulant leur stabilité et leurs interactions avec
d'autres protéines (Huang, H. et al., 2002; Wolfrum et al., 2001). L’acylation peut également influencer la
fonction des protéines en modifiant I'accessibilité des régions voisines qui peuvent étre phosphorylées ou
ubiquitinées (Resh, 2016). De plus, l'acylation peut déclencher des changements dans la conformation
d'une protéine, localement ou globalement, y compris dans ses domaines transmembranaires. Elle peut
relocaliser une protéine transmembranaire vers un nanodomaine membranaire spécifique, caractérisés
par une courbure, une épaisseur, et une composition lipidique différentes, comme c’est le cas dans
certaines vésicules de transport. Enfin, I'acylation peut conduire a la multimérisation des protéines et/ou
a leur incorporation dans des complexes contenant d’autres protéiques. Ces modifications se produisent
généralement sur les chaines nucléophiles des protéines (par exemple, cystéine et lysine) localisées dans
les domaines N-terminaux des protéines, mais ils peuvent aussi étre présents dans d’autres segments de
la protéine, notamment les régions juxtamembranaires ou d'autres zones exposées qui permettent |'accés
enzymatique. Les sites d’acylation peuvent fixer différents AG fournissant un niveau supplémentaire de

complexité dans la régulation de la signalisation.
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Figure 1.5 Implications de I'acylation des protéines dans la régulation cellulaire

La S-acylation des protéines est caractérisée par la liaison thioester entre I'atome soufre d'une cystéine et
un acide gras. Cette modification post-traductionnelle est réversible et catalysée par des enzymes de type
acyltransférase telles que les zDHHC, qui installent I'acide gras, ainsi que des déacylases, qui le retirent.
L'acylation augmente I'hydrophobicité des protéines, favorise leur liaison membranaire, régule leur
stabilité et leur localisation subcellulaire, et module les interactions protéine-protéine, offrant ainsi une
régulation dynamique des processus cellulaires.

1.2.1 LA O- ET N-ACYLATION

Les O- et N-acylations sont principalement connues pour orienter les protéines a I'extérieur des cellules
(voir tableau 1.1). Une étude a montré que les protéines Wnt sont exportées a I'extérieur de la cellule
aprés une O-palmitoléylation. Cette réaction est catalysée par la Porcupine dans la lumiére du RE ajoutant
un palmitoléate sur un résidu de sérine. La dépalmitoléylation de Wnt est catalysée par Notum a l'extérieur
de la cellule. Les protéines Hedgehog peuvent également étre sécrétées mais aprés une N-palmitoylation
sur une cystéine N-terminale. La N-palmitoylation de Hedgehog est catalysée par l'enzyme Hhat

(Hedgehog acyltransférase), une protéine transmembranaire présente dans la lumiére du RE et dans le
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Golgi (Buglino et Resh, 2012; Takada et al., 2006). L'aquaporine-0, une protéine transmembranaire
formant des pores spécialisés dans le transport de I'eau a travers la membrane plasmique, s’est révélée
étre N-oléylée sur un résidu de lysine. Cette modification semble jouer un rdéle dans le ciblage de
I’'aquaporine-0 vers des microdomaines membranaires spécifiques, les radeaux lipidiques (Schey et al.,

2010).

1.2.2 LA S-ACYLATION

La S-acylation est un type d'événements d'acylation impliquant un lien thioester avec une cystéine qui
permet le ciblage intracellulaire des protéines. Ce processus se produit sur la face cytosolique du RE ou du
Golgi. Il a été démontré que les protéines S-acylées ont souvent comme groupement acyle le palmitate (S-
palmitoylation) mais peuvent aussi étre S-acylées par d'autres fractions acyles comprenant I'oléate (S-
oléylation), le stéarate, le palmitoléate, I'arachidonate, I'eicosapentaénoate, le docosatetraenoate et le
docosahexaenoate (Liang, X. et al., 2002; Liang et al., 2004; Montigny et al., 2014; Muszbek et al., 1999;
Schey et al., 2010). Des exemples de S-oléylation comprennent les protéines GAP-43, Fyn, sarcolipin,
IFITM3 et les protéines de plaquettes sanguines (Liang, X. et al., 2002; Montigny et al., 2014; Muszbek et
al., 1999; Percher, Avital, 2018). La S-oléylation de GAP-43 est essentielle pour son ciblage et son
association avec les membranes plasmiques (Liang, Xiquan et al., 2002). Cela joue un réle crucial dans la
croissance et la régénération des axones neuronaux. Fyn, une tyrosine kinase non réceptrice appartenant
a la famille Src, joue un role central dans la signalisation cellulaire en régulant des processus tels que la
prolifération, la différenciation, I'organisation du cytosquelette et I'adhésion cellulaire. Sa localisation
fonctionnelle aux radeaux lipidiques — des microdomaines spécialisés enrichis en cholestérol et
sphingolipides au sein de la membrane plasmique — dépend d’une double modification lipidique, incluant
notamment la S-oléylation. Cette derniere est essentielle pour I'ancrage de Fyn a ces plateformes de
signalisation membranaire, facilitant ainsi son activation et ses interactions protéiques spécifiques (Liang

et al., 2004). La S-oléylation de la sarcolipine module finement son interaction avec la pompe a calcium
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SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase), une enzyme essentielle au transport actif des
ions calcium du cytosol vers le réticulum sarcoplasmique, assurant ainsi la relaxation musculaire. Cette
modification post-traductionnelle de la sarcolipine, augmente I'ancrage membranaire de cette derniére et
renforce sa capacité a inhiber I'activité de SERCA. Elle joue ainsi un réle clé dans la régulation négative du
recyclage du calcium intracellulaire dans les cellules musculaires (Montigny et al., 2014). La S-oléylation
d'IFITM3 est importante pour sa localisation aux compartiments endosomaux et sa fonction antivirale
(Percher, Avital, 2018). En résumé, la S-oléylation joue un role important dans le ciblage membranaire, la
localisation subcellulaire, et la régulation des interactions et fonctions des protéines spécifiques,

influencant divers processus biologiques et physiologiques.

L'analyse quantitative de la dynamique de la S-palmitoylation a indiqué que la plupart du protéome S-
palmitoylé reste S-palmitoylé de maniére stable jusqu’a leur dégradation, mais, un renouvellement rapide
et constitutif de la S-palmitoylation a également été montré pour certaines protéines, suggérant
I'existence de cycles de S-palmitoylation et de S-déacylation (Martin et al., 2012; Zhang, M. M. et al., 2010).
Les changements dynamiques de la S-palmitoylation modulent la localisation et le transport des protéines
et peuvent étre régulés par la disponibilité des AG. En effet, la plupart des protéines qui peuvent étre S-
palmitoylées peuvent également étre S-acylées aux mémes cystéines avec I'oléate ou d'autres AG et cette
acylation compétitive pourrait étre régulée par I'environnement lipidique (tel que discuté plus bas)
(Nuskova et al., 2022). Une protéine peut contenir de multiples sites de S-acylation, qui ont tendance a se
regrouper les uns a c6té des autres. Cela rend ces régions encore plus lipophiles, augmentant ainsi leurs

affinités pour les membranes (Roig et al., 2022; Uppal et al., 2019).
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Tableau 1.1 Modifications protéiques lipidiques connues dans les cellules

Modification Site de modification Enzyme acylante

S-Acylation thioester Cytoplasme Intracell. ZDHHC
O-Acylation ester Lumen voie sécrétoire Extracell. GOAT et Porcn
N-Acylation amide Lumen voie sécrétoire Extracell. Hhat

Les modifications protéiques lipidiques, telles que la S-Acylation, I'0-Acylation et la N-Acylation, sont des processus
post-traductionnels courants qui impliquent I'addition de groupes acyles sur des résidus spécifiques des protéines.
Ces modifications sont cruciales pour divers processus cellulaires, y compris la régulation de la localisation
subcellulaire des protéines, la signalisation cellulaire et la modulation de I'activité des protéines. La S-Acylation,
catalysée par les enzymes de la famille ZDHHC, se produit dans le cytoplasme et joue un role clé dans le ciblage et
I'ancrage des protéines membranaires. Il convient de noter que le lien covalent de cette modification rend la S-
Acylation résistante aux conditions astringentes d'un Western Blot. De plus, la S-Acylation est importante car elle peut
diriger des protéines cytosoliques, telles que SREBP1c, vers le noyau, régulant ainsi la signalisation cellulaire. L'O-
Acylation, impliquant les enzymes GOAT et Porcn, se produit dans la lumiére de la voie sécrétoire et est importante
pour la modification post-traductionnelle de certaines protéines sécrétées. La N-Acylation, catalysée par I'enzyme
Hhat, se produit également dans la lumiere de la voie sécrétoire et est impliquée dans la régulation de la signalisation
cellulaire par des protéines ligand et des récepteurs membranaires.

1.2.2.1 LES ENZYMES S-ACYLANTES ET S-DESACYLANTES

Bien que certaines protéines aient la capacité d’effectuer leur propre S-acylation ou S-désacylation, la
vaste majorité des événements de type S-acylation observés sont catalysés par des enzymes spécialisées.
Ces derniéres assurent un controle spatio-temporel précis de la modification post-traductionnel, en
ajoutant un acide gras sur un résidu de cystéine via la formation d’une liaison thioester (S-acylation), ou
en hydrolysant cette liaison pour retirer I’acide gras (S-désacylation). En nombre d’événements cellulaires,
les mécanismes enzymatiques et auto-catalytiques peuvent étre comparables, mais en termes du nombre
de protéines concernées, tres peu dépendent d’'un mécanisme auto-catalytique, la plupart nécessitent
I'action enzymatique, ce qui souligne I'importance de ces enzymes dans la régulation dynamique et
réversible de la S-acylation (Resh, 2006). Il n’existe aucune séquence d'acides aminés consensus identifiée
permettant de prédire la présence d’un site de S-acylation sur une protéine, bien qu'il existe des points
communs généraux. En effet, les sites de s-acylation sont fréquemment observés aux extrémités

terminales des protéines, au sein de domaines riches en cystéine ou au niveau de segments
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juxtamembranaires, tels que les régions polybasiques et les domaines transmembranaires. De plus, il
semblerait qu’en général les cystéines modifiées se retrouvent entourées d’une région riche en acide

aminé (AA) hydrophobe (El-Husseini et al., 2000).

1.2.2.1.1 LES ENZYMES S-ACYLANTES

Les réactions de S-acylation sont catalysées par la famille de protéines contenant un domaine conservé a
doigt de zinc et un motif consensus aspartate (D) -histidine (H) -histidine (H) -cystéine (C) (ZDHHC) qui
compte 23 membres (Voir figure 1.6) (Resh, 2016). Le processus de S-acylation catalysé par les ZDHHC se
produit en deux étapes : I'attachement du groupe acyle a I'enzyme ZDHHC par I'attaque nucléophile de la
cystéine du site actif sur le thioester de I'acyl-CoA (auto-acylation), suivi par le transfert de cette chaine
acyle a une cystéine spécifique dans la protéine substrat dans une réaction de trans-acylation. Les ZDHHC
partagent un domaine riche en cystéine hautement conservé (CRD) en son centre catalytique (Davda,
2015). Les cystéines présentent au sein du CRD sont cruciales étant donné que leur mutation entraine une
perte de I'auto-acylation et de la trans-acylation du substrat (Mitchell et al., 2006). Les ZDHHC sont ancrées
dans les membranes via leurs 4 a 6 domaines transmembranaires. Leurs domaines catalytiques sont
orientés vers le cytosol et ils se situent entre les domaines transmembranaires 2 et 3 (Resh, 2016). Les
ZDHHC possédent un tunnel hydrophobe bien adapté pour accueillir des AG de longueur et de degrés
d'insaturations variables, mais le plus fréquemment observé est le palmitate C16 :0 suivi de I'oléate C18 :1
puis du myristate C14:0 (Rana et al., 2018). La majorité des enzymes ZDHHC humaines se localisent dans
le RE et I'appareil de Golgi, avec un petit nombre détecté a la membrane plasmique (Ohno et al., 2006).
Les ZDHHC sont peu redondantes étant donné leurs différentes localisations intra-cellulaires et leurs
affinités pour des substrats protéiques et/ou lipidiques différents (Chamberlain et Shipston, 2015; Jiang,
H. et al., 2018). Les ZDHHC divergent considérablement dans leurs extrémités amino et carboxyle-
terminales, tant en longueur qu'en séquence, et certaines possédent également d'autres domaines

protéiques bien définis. La spécificité des différentes ZDHHC pour leurs protéines cibles est en partie
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expliquée par la présence de motifs d'interaction protéiques, y compris le motif d’homologie SRC 3 (SH3),
le motif de liaison PSD95-DLG1-Z01 (PDZ) et les répétitions ankyrines sur certains membres des ZDHHC et
certaines de leurs protéines cibles généralement en position distales par rapport aux cystéines S-acylées
(Davda, 2015). Les motifs d'interaction protéiques qui se reconnaissent entre eux peuvent fournir une
plateforme de liaison favorisant la sélection du substrat (Resh, 2016). En effet, ZDHHC5 et ZDHHC8
reconnaissent la protéine 1b interagissant avec les récepteurs glutamatergiques (GRIP1b) via leurs ligands
PDZ et la déplétion simultanée de ces enzymes abolit presque totalement la S-acylation de GRIP1b
(Thomas et al., 2012). La ZDHHC17 se lie quant a elle a la huntingtine (HTT) via son domaine ankyrine N-
terminal (ANK). Lorsqu’on réduit I'expression de ZDHHC17 a I'aide d’un siARN, on observe une diminution
du niveau de S-acylation de la HTT, ce qui suggére que ZDHHC17 joue un role direct dans I'acylation de
cette protéine (Huang, K. et al., 2009). Les études de protéomique quantitatives ont révélé que les
protéines ZDHHC sont présentes en faible abondance par rapport a d'autres enzymes qui catalysent les
modifications lipidiques tel que la N-myristoyltransférase 1 (Bekker-Jensen et al., 2017; Hein et al., 2015).
Cette faible abondance relative ne refléte pas un réle secondaire, bien au contraire : la S-acylation est un
mécanisme largement répandu dans les cellules et joue un réle crucial dans la régulation de nombreuses
protéines. Il est donc probable que les ZDHHC soient hautement actives pour répondre a cette demande,
ce qui suppose un niveau de régulation fin et dynamique. Par ailleurs, leur faible abondance pourrait
contribuer a accroitre leur spécificité d'action, en limitant les interactions non spécifiques avec des

substrats hors cible.
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Figure 1.6 Analyse phylogénétique des zDHHC humaines et leur localisation subcellulaire

(a) Arbre phylogénétique des 23 zDHHC PATs humaines, catégorisées en sous-familles en fonction de I'homologie des
séquences completes d'acides aminés, généré a l'aide du logiciel Clustal Omega. (b) Les zDHHC PATs humaines ont
été regroupées pour mettre en évidence les différences de taille des protéines et la présence de domaines et motifs
de liaison conservés. (c) Localisation des zDHHC dans la voie de sécrétion, comprenant le réticulum endoplasmique,
I'appareil de Golgi et la membrane plasmique, avec certaines protéines localisées uniquement dans un composant et
d'autres présentes dans plusieurs localisations. Domaine catalytique DHHC (DHHC-CRD), Domaine transmembranaire
(TMD), Homologie 3 du proto-oncogéne src (SH3), Domaine Post Synaptic Density protein 95/Discs large homolog
1/Zonula Occludens-1 (PDZ) et Coenzyme A palmitoylé (Palmitoyl-CoA). (a) et (b) tiré de (Malgapo et Linder, 2021) et
(c) tiré de (Main et Fuller, 2022).

1.2.2.1.2 LES ENZYMES S-DESACYLANTES

Les acylprotéine thioestérases APT1 et APT2, ainsi que les hydrolases de la famille ABHD17 (ABHD17A, B
et C), sont actuellement les seules enzymes connues pour catalyser la S-désacylation des protéines, en
hydrolysant la liaison thioester entre I'acide gras et le résidu cystéine. Ces enzymes jouent un role central
dans le contréle dynamique de la localisation membranaire, de la stabilité et de la fonction des protéines
acylées. Plusieurs études protéomiques globales ont révélé une accumulation massive d’états acylés
lorsqu’APT1, APT2 ou ABHD17 sont inhibées ou déplétées (Kong et al., 2013; Lin et Conibear, 2015; Martin
etal., 2012).
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Bien que fonctionnelles dans de nombreux contextes cellulaires, elles ne présentent pas une spécificité
stricte vis-a-vis de leurs substrats. Leur activité est en effet relativement promiscue, et elles peuvent
désacyler un large éventail de protéines S-acylées, y compris des GTPases (comme HRas, NRas), des
protéines SNARE, des régulateurs du cytosquelette ou encore des protéines synaptiques comme GAP43

ou PSD-95 (Lin et Conibear, 2015; Liu et al., 2021; Remsberg et al., 2021; Won et al., 2018).

La spécificité apparente d’APT1 et APT2 envers leurs substrats découle davantage de leur localisation
subcellulaire, de leur régulation post-traductionnelle et des interactions contextuelles avec d'autres
partenaires protéiques que d’une reconnaissance fine d’'une séquence primaire. Sur le plan structurel, les
deux enzymes partagent un repliement canonique d’a/B-hydrolase, avec environ 68 % d’identité de
séquence, mais présentent des différences fonctionnelles attribuables a la flexibilité de leur domaine
d’ancrage membranaire, notamment une région dite B-tongue. Ce segment hydrophobe permet
I’association transitoire a la membrane et montre des différences de dynamique conformationnelle : chez
APT2, cette région est plus flexible, ce qui favoriserait un éventail plus large de substrats membranaires,
alors qu’APT1 semble plus restreinte et localisée notamment dans les mitochondries (Abrami et al., 2020).
La distribution de charges a la surface des enzymes influence également leurs préférences pour différents

types de membranes (Abrami et al., 2020).

Quant aux protéines ABHD17, elles semblent jouer un role plus spécifique dans certains tissus, notamment
neuronaux, et sont particulierement impliquées dans la désacylation des régulateurs membranaires N-Ras
et PSD-95 (Lin et Conibear, 2015). Comme les APT, ces enzymes doivent elles-mémes étre S-acylées pour
s’ancrer a la membrane et exercer leur activité sur leurs cibles, illustrant un cycle dynamique

acylation/désacylation autorégulé (Kong et al., 2013; Lin et Conibear, 2015).

1.2.2.2  RESERVES INTRACELLULAIRES D’ACIDES GRAS DISPONIBLES POUR LA S-ACYLATION

La S-acylation des protéines est un processus enzymatique dynamique et réversible, influencé non
seulement par la spécificité des enzymes acylantes (comme les ZDHHC) et désacylantes (comme APT et
ABHD), mais également par la disponibilité intracellulaire des substrats lipidiques, notamment les acyl-

CoA.

Les acyl-CoA a chaine longue, produits par estérification des acides gras (AG) libres avec le coenzyme A,

sont des métabolites centraux dans le métabolisme lipidique cellulaire. Leur destin est hautement régulé,
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puisqu’ils peuvent étre utilisés a diverses fins métaboliques : biosynthése des triglycérides, oxydation
mitochondriale, synthese de phospholipides membranaires, ou encore acylation post-traductionnelle de

protéines.

Les enzymes ACSL (Acyl-CoA synthetase long-chain family members) jouent un réle clé dans cette
orientation métabolique. Elles catalysent I'activation des AG libres en acyl-CoA, mais pourraient aussi, par
leur spécificité de substrat et leur localisation subcellulaire, diriger préférentiellement ces métabolites vers
certaines voies. Chez I’humain, cing isoformes sont exprimées (ACSL1, ACSL3 a ACSL6), chacune présentant
une affinité particuliere pour des AG spécifiques et un profil d’expression tissulaire distinct (Mashek et al.,

2004).

Les réserves intracellulaires d’AG ne sont pas statiques : leurs compositions varient selon I'état nutritionnel
de I'organisme. En période d’alimentation, I'abondance de glucose favorise la lipogenése de novo et
enrichit les réserves intracellulaires en acyl-CoA insaturés comme |'oléoyl-CoA, alors qu’en période de
jelne, I'oxydation des AG prédomine, réduisant leur disponibilité pour la S-acylation. Ces changements
métaboliques affectent directement les profils de palmitoylation et d’oléoylation des protéines

(Talwadekar et al., 2024).

Des régulateurs cellulaires majeurs du métabolisme énergétique, comme AMPK et mTOR, modulent
également la dynamique des réserves lipidiques en réponse a I'état énergétique cellulaire. lls influencent
indirectement la S-acylation en ajustant les flux métaboliques lipidiques. Par exemple, I'activité de SCD1,
une enzyme catalysant la désaturation des acides gras saturés comme le palmitate en acides gras
monoinsaturés (ex. oléate), détermine le degré d’insaturation des acyl-CoA disponibles pour la S-acylation.
Une faible activité de SCD1 réduit la disponibilité en AGMI et peut perturber le profil lipidique associé aux
membranes et aux modifications post-traductionnelles comme la palmitoylation (Rios-Esteves et Resh,

2013).

Ainsi, I'acylation protéique n’est pas seulement contrélée par les enzymes qui la catalysent, mais aussi par

I’environnement métabolique global, les états nutritionnels, I'activité des enzymes de désaturation et

I’organisation spatiale des réserves d’acyl-CoA intracellulaires.
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1.2.2.3 INFLUENCE DU TYPE D’ACIDE GRAS SUR LA FONCTION DES PROTEINES S-ACYLEES

Le type d’acide gras utilisé pour la S-acylation influencent fortement le comportement des protéines
modifiées. En effet, la nature chimique de I'acide gras — qu’il soit saturé (AGS), monoinsaturé (AGMI) ou
polyinsaturé (AGPI) — module sa localisation subcellulaire, son affinité pour les membranes, et méme

son activité biologique.

Les AGS (ex. palmitate) favorisent particulierement l'insertion des protéines S-acylées dans les radeaux
lipidiques, des microdomaines riches en cholestérol et sphingolipides, situés dans la membrane plasmique.
Un exemple bien documenté est celui de la sous-unité Kvf2.1 d’un canal potassique voltage-dépendant,
qui est dirigée vers les radeaux lipidiques aprés S-palmitoylation, modifiant ainsi sa distribution
membranaire et sa fonction (Roig et al., 2022). A l'inverse, 'acylation par des AGMI ou AGPI tend a réduire
cette ségrégation membranaire (Levental et al., 2010). Cette spécificité pourrait jouer un role déterminant

dans la signalisation dépendante de ces domaines.

La protéine CD36, impliquée dans I'absorption des acides gras libres et des lipoprotéines de basse densité
(LDL), est un autre exemple de régulation fine par la S-acylation. Elle est acylée par la ZDHHC5, ce qui
favorise sa capacité a internaliser les lipides. Cette acylation doit toutefois étre réversible : sa désacylation
par APT1 est nécessaire pour déclencher I'endocytose des acides gras. En I'absence de ce cycle
d’acylation/désacylation, la fonction de CD36 est altérée, illustrant I'importance de cette dynamique post-
traductionnelle dans le contréle du métabolisme lipidique (Hao et al., 2020; Thorne et al., 2010). Des
études récente montrent que le palmitate est le substrat le plus fréquemment utilisé dans la S-acylation
de CD36, favorisant son ancrage a la membrane plasmique et son activité de transporteur lipidique. Chez
les souris atteintes de stéatose hépatique (NASH), I'augmentation de cette palmitoylation de CD36
favorise I'accumulation lipidique, tandis que son inhibition atténue ce phénotype (Dennis et Heather, 2023;
Hao et al., 2020). Par ailleurs, les changements metaboliques, comme I'induction de la lipolyse, entrainent
la désacylation de CD36 puis sa relocation intracellulaire, générant une régulation fine de la disponibilité
intracellulaire en acides gras (Daquinag et al., 2021). Enfin, bien que moins documentée, I'acylation de
CD36 par des acides gras insaturés (ex. oléate, palmitoléate) est plausible. En effet, certaines protéines
initialement décrites comme exclusivement S-palmitoylées se sont révélées pouvoir aussi étre modifiées
par des acides gras insaturés, tels que I'oléate ou le palmitoléate, au méme site d’acylation. Dans ces cas,

la nature de I'acide gras fixé influencait la localisation subcellulaire et la fonction de la protéine. Il est donc
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envisageable qu’un mécanisme similaire régule CD36, en fonction du profil lipidique cellulaire (Dennis et

Heather, 2023).

Ces observations soulignent que la S-acylation n’est pas une simple ancre lipidique, mais un mécanisme
de régulation sophistiqué dépendant du contexte métabolique, capable de rediriger les protéines vers des

microdomaines précis ou de moduler leur activité selon le type d’acide gras utilisé.

1.2.2.4 INFLUENCE DU SITE DE S-ACYLATION SUR LA FONCTION DES PROTEINES S-ACYLEES

La localisation du site de S-acylation sur la protéine est un facteur déterminant dans la régulation de sa
fonction, sa dynamique intracellulaire et sa distribution membranaire. Contrairement a d’autres
modifications post-traductionnelles plus uniformes, la S-acylation peut produire des effets trés distincts
selon que le résidu cystéine modifié se trouve a proximité immédiate de la membrane plasmique ou dans

une région plus distale.

Une acylation proximale — c’est-a-dire proche de la membrane — tend a étre plus stable et moins sujette
au turn-over enzymatique. Elle renforce I'ancrage de la protéine dans la membrane et favorise sa
localisation dans des microdomaines spécialisés, comme les radeaux lipidiques. A I'inverse, une acylation
distale est souvent plus labile et dynamique, facilitant le recyclage intracellulaire, la signalisation
transitoire et I'acheminement vers différents compartiments subcellulaires (Adachi et al., 2016;

Zuckerman et al., 2011).

Par exemple, dans le cas du récepteur Bs-adrénergique (GPCR), un site proximal (prés de la membrane) est
palmitoylé de maniere stable, renforgant la localisation membranaire et sa fonction réceptrice, alors qu’un
site distal est beaucoup plus labile, favorisant plutét son internalisation et sa redistribution vers les
endosomes apres stimulation (Zuckerman et al., 2011). Cette dualité fonctionnelle, induite par des sites

d’acylation distincts, souligne le role topologique crucial de cette modification.

De plus, certaines protéines possedent plusieurs sites d’acylation, chacun exercant des effets distincts
selon leur localisation au sein méme de la protéine. Par exemple, les protéines de la famille Ras (H-Ras,
N-Ras, K-Ras) comportent 1 ou 2 sites de palmitoylation dans leur région hypervariable. Cette multiplicité

permet une régulation subtile de leur localisation intracellulaire, de leur recyclage membranaire, et de leur
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capacité signalétique selon le contexte lipidique, méme si la nature exacte des acides gras n’est pas

toujours connu (Busquets-Hernandez et Triola, 2021).

Ces observations illustrent que la S-acylation ne peut étre considérée uniquement comme une simple
ancre lipidique, mais plutot comme un code lipidique complexe, ou la nature de I'acide gras, le site
d’attachement, et le contexte métabolique s’entrelacent pour moduler précisément la fonction, la

localisation et la dynamique des protéines.

1.3 MODULATION DE LA TRANSCRIPTION PAR LES AG

Les AG ont le potentiel de modifier la transcription via I'acylation, mais ce n’est pas le seul moyen par
lequel les AG influencent la transcription. Par exemple, les AGMI peuvent induire au niveau
transcriptionnel la biogenése mitochondriale. En effet, lorsque la protéine périlipine 5 (PLIN5),
habituellement située a la surface des LD favorisant I'association avec les mitochondries, est phosphorylée
sur la Ser155 par la protéine kinase PKA, elle se fait acyler de préférence avec des AGMl issus de la lipolyse
des LD. Elle peut ensuite étre exportée vers le noyau ol elle forme un complexe avec la désacétylase
sirtuine 1 (SIRT1) qui est activée de maniére allostérique par les AGMI pour favoriser la désacétylation des
facteur de transcription PPARa et PGC-1a qui activent a leur tour la transcription de plusieurs génes

impliqués dans la B-oxydation et la biogenése mitochondriale (Najt et al., 2020).

Les AG peuvent également moduler I'expression des génes impliqués dans I'oxydation des AG en agissant
sur les récepteurs nucléaires de la famille des PPAR. La présence d'un ligand lipophile, tel qu'un AG, sur le
PPAR libére les corépresseurs associés au PPAR. Cela inhibera la dégradation protéolytique des facteurs
de transcription, leur permettant de s'hétérodimériser avec leur coactivateur obligatoire, le récepteur du
rétinol-X (RXR). Le domaine de liaison aux ligands du PPAR montre une préférence pour les AG avec 14
atomes de carbone ou plus, et surtout ceux présentant des insaturations. La FABP hépatique transportent
les AG du cytoplasme vers le noyau ou ils peuvent se lier au PPAR activant I'expression génique médiée
par le PPAR (Huang, H. et al., 2002; Wolfrum et al., 2001). La FABP hépatique peut se lier a différents AG

et PL, mais avec une affinité élevée pour |'oléate (Rolf et al., 1995).
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1.4 L’OLEATE ET LA REGULATION DE SREBP1 : UNE VOIE ENCORE MAL CARACTERISEE

Des résultats obtenus au laboratoire par un étudiant au doctorat précédent ont montré que I'inhibition de
SCD1 diminuait I'expression, I'accumulation nucléaire et I'activité de SREBP1c dans les hépatocytes (Lounis
et al., 2017). Une incubation des cellules avec de |'oléate inverse ces effets, contrairement a une
incubation avec du palmitoléate (Lounis et al., 2017). Les hépatocytes incubés en présence d’oléate radio-
marqué (pas de palmitoléate), integrent la radioactivité au niveau de SREBP1c (Lounis et al., 2017). De plus,
I'oléate tritié reste intégré a SREBP1 malgré des conditions dénaturantes suggérant une liaison covalente
entre I'oléate et SREBP1. Porcupine a une activité o-acyle transférases et est impliqué dans la modification
par le palmitoléate des protéines dont Wnt (Hofmann, 2000; Willert et al., 2003; Zhai et al., 2004). Un
inhibiteur spécifique de Porcupine n’altére cependant pas la modification de SREBP1 par I'oléate (Lounis
et al., 2017). L'oléate est rapidement métabolisé dans les hépatocytes; par conséquent, I'un de ses
métabolites pourrait aussi participer dans I'acylation: oléate-CoA, oléylphosphocholine,
oléylphosphoinositol, oléylphosphatidylsérine, époxyde ou éthanolamine (Muszbek et al., 1999). De plus,
I’anticorps utilisé lors de cette étude (sc-8984; Santa Cruz Biotechnology) ne faisait pas la différence entre
les isoformes SREBP1c et SREBP1a. Jusqu’a ce jour, le mécanisme permettant d’expliquer comment
I'oléate est impliqué dans la localisation et la régulation de I'activité de SREBP1 est mal compris. Des études

complémentaires sont donc absolument nécessaires.

1.5 HYPOTHESES

Nous formulons I’hypotheése que le facteur de transcription SREBP1c est modifié post-traductionnellement
par acylation, et que I'oléate — un acide gras monoinsaturé produit notamment par I'enzyme SCD1 —
pourrait agir comme groupement acyle dans ce processus. Cette acylation serait essentielle pour
permettre I'activation transcriptionnelle de SREBP1c et sa capacité a induire I'expression des génes de la

lipogenese de novo (LDN).

Cette hypothese repose sur des observations antérieures réalisées au laboratoire, qui ont montré que
I'inhibition de SCD1 diminue I'expression, I'accumulation nucléaire et I'activité de SREBP1c dans les
hépatocytes, et que I'ajout d’oléate — mais non de palmitoléate — permet de renverser ces effets. De
plus, des expériences avec de 'oléate tritié suggerent une liaison covalente entre I'oléate et SREBP1c,

renforcant I'idée d’une modification acylante.
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La stéatose hépatique, caractérisée par une accumulation excessive de lipides dans le foie, est une
conséquence fréquente de I'obésité et du syndrome métabolique. L’activation de SREBP1c constitue un
événement central dans l'induction de la lipogenése hépatique, contribuant a I'aggravation de cette
pathologie. Mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui régulent SREBP1c, notamment via des

modifications lipidiques spécifiques comme I'acylation, est donc essentiel.

L' objectif principal de ce projet est de vérifier I'existence de cette acylation de SREBP1c, en identifiant les
acides aminés ciblés ainsi que les enzymes potentiellement responsables du transfert de I'oléate. Nous

chercherons également a déterminer si cette acylation influence la localisation subcellulaire et I'activité

transcriptionnelle de SREBP1c, a I'aide de modeéles cellulaires et animaux.

La confirmation de I'hypothese ouvrirait de nouvelles perspectives sur la régulation post-traductionnelle
des facteurs lipogéniques, en révélant un réle direct et spécifique de I'oléate — ou de ses dérivés — dans
I'activation fonctionnelle de SREBP1c. Une telle découverte suggérerait que certains acides gras, au-dela
de leur fonction énergétique ou structurale, agissent comme des régulateurs moléculaires capables de
moduler I'expression des genes lipogéniques. Cela renforcerait I'idée que la composition en acides gras
d’un régime alimentaire, ou I'activité des enzymes lipogéniques, telles que la SCD1, pourrait avoir des
effets directs sur le métabolisme hépatique via des mécanismes d’acylation ciblée. D’un point de vue
translationnel, cela pourrait aussi orienter le développement de stratégies thérapeutiques visant a
moduler sélectivement ces modifications pour prévenir ou traiter des pathologies métaboliques, telles

que la stéatose hépatique ou le syndrome métabolique.

Ce projet vise a éclairer un nouveau mécanisme de régulation post-traductionnelle impliquant les acides
gras insaturés, et pourrait ouvrir la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les désordres

métaboliques liés a I'obésité.

32



CHAPITRE 2

Matériels et méthodes

2.1 ANIMAUX

Les foies de souris utilisés dans cette étude ont été généreusement fournis par Sabri Rial (Rial et al., 2020).
La démarche expérimentale suivie pour leur obtention est décrite ci-dessous. Des souris males C57BL/6
agées de trois semaines (laboratoires de Charles River, Canada) ont été acclimatées a nos animaleries
pendant deux semaines avant les protocoles d'alimentation. Les souris étaient logées en permanence, 4
par cage a 24 + 1 ° C dans un cycle lumiére/obscurité de 12h, avec un acces libre a I'eau. Deux régimes ont
été utilisés (Research Diets, USA; Tableau 4.1): un régime standard faible en gras (LFD; cat. # D12450H)
avec 10% kcal de lipides (5% de saindoux LCT et 5% d'huile de soja LCT) et un régime standard riche en
graisse (HFD; cat. # D12451) avec 45% kcal de lipides (40% de saindoux LCT et 5% de soja). L’acide gras
principal dans le saindoux est I'oléate généralement suivi par le palmitate et le stéarate (Ruiz et al., 1998).
Les souris ont été nourries en continu ad-libitum avec les régimes LFD et HFD pendant 10 semaines. Les
souris ont été euthanasiées apreés un jelne diurne de 6 heures. Les foies entiers ont été congelés

rapidement dans de I'azote liquide et stockés a -80 °C (Rial et al., 2020).

2.2 CULTURES CELLULAIRES

Les cellules HepG2 (ATCC, cat. #HB-8065) et HUH7.5 (MilliporeSigma, cat. #5CC129) ont été cultivées dans
du milieu minimum essentiel d'Eagle (EMEM , Wisent, cat. #320-104 CL) ou William's E (Wisent,
cat. # 301-018 CL), respectivement, supplémenté de sérum de veau feetal (10 %), de pénicilline (100 U/mL)
et de streptomycine (100 pug/mL) dans des conditions standards (37 °C, 5 % CO?). Avant les traitements,
les cellules ont été soumises a une déplétion en sérum : le milieu a été retiré, les cellules ont été rincées
trois fois avec du PBS, puis incubées pendant 12 heures dans un milieu sans FBS afin de limiter
I'interférence des lipides sériques. Au besoin, les cellules ont ensuite été traitées 24h avec 100 uM d'oléate
(2 mol/mol BSA), 100 uM de palmitate (2 mol/mol BSA), 25 mM de glucose ou 50 uM de BSA sans acide
gras (condition témoin), transfecté avec des plasmides (Lipofectamine™ 3000 cat. #.3000001) ou des si
ARN (FUGENE® SI de Promega & Silencer® de ThermoFisher). Les si ARN utilisés comprenaient un témoin
négatif (Invitrogen™, Silencer™ Negative Control No. 1, cat. #AM4611), ainsi que des si ARN ciblant
ZDHHCS5 (Silencer™ Select Pre-Designed siRNA, ID s24753, cat. #4427037 Thermo Fisher Scientific) ou
ZDHHC17 (Silencer™ Select Pre-Designed siRNA, ID s23718, cat. #4427037 Thermo Fisher Scientific). Les
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cellules ont ensuite été lavées six fois avec du PBS froid avant la réalisation des analyses ultérieures

(comme Western blot, qPCR ou test de décalage de masse décrit ci-dessous).

2.3 ANALYSE BIO-INFORMATIQUE

Les séquences protéiques de SREBP1 et des enzymes zDHHC humaines et murines ont été obtenues a
partir de la base de données NCBI (ex. NP_001005291.1 pour SREBP1c humain). Les résidus cystéines
potentiellement S-acylés ont été prédits a I'aide de I'outil de prédiction SwissPalm 2, basé sur I'algorithme
CSS-Palm 4.0 (Blanc et al., 2015), basés sur une approche par motifs de séquences reconnues pour leur
palmitoylation. Les structures tridimensionnelles ont été générées a |'aide d’AlphaFold 2 (Jumper et al.,
2021) pour des fragments courts, puis d’AlphaFold 3 (Abramson et al., 2024) pour les formes complétes,
incluant des variantes modifiées par S-palmitoylation ou liées a des ligands lipidiques (oléate, palmitate,
myristate). Les interactions protéine-protéine et protéine-ADN ont été modélisées, notamment celles
entre SREBP1c et ses cibles transcriptionnelles sur les séquences E-box (5-ATCACGTGA-3’) et SRE (5'-
ATCACCCCAC-3’). Les complexes incluant SCAP, ACSL et certaines zDHHC ont également été simulés. Les
structures générées ont été visualisées avec le logiciel PyMOL pour une analyse structurale et topologique
des interactions. Les scores de confiance (pTM, ipTM) issus d’AlphaFold 3 ont servi a évaluer la qualité des

prédictions.

2.4 EXTRACTION D’ARN ET RT-QPCR

L’ARN total a été extrait a I'aide du réactif TRIzol (Invitrogen, cat. #15596026 ou Life Technologies, cat.
#15596-018), selon les instructions du fabricant. Pour les tissus, environ 50 mg de foie ont été
homogénéisés dans 1 mL de TRIzol a I'aide d’'un homogénéisateur Dounce (Wheaton, cat. #357421). Pour
les cellules en culture en plaque 12 puits a confluence, 0,3 mL de TRIzol a été ajouté par puits, puis les
cellules ont été décollées manuellement a I'aide d’une spatule (Corning, cell scraper, cat. #3008). Apres
ajout de 0,2 mL de chloroforme par mL de TRIzol, les échantillons ont été centrifugés, puis la phase
aqueuse contenant I’ARN a été précipitée a I'isopropanol, lavée a I’éthanol, et resuspendue dans de 'eau
traitée DEPC. La pureté des ARN a été évaluée au spectrophotometre Nanodrop, et leur intégrité par

électrophorese sur gel d’agarose 1 % contenant de I'eau de Javel (Aranda et al., 2012).

La transcription inverse a été réalisée avec 1 a 5 pug d’ARN total en utilisant soit I'enzyme Superscript |l
(Invitrogen, cat. #18064014), soit le kit LunaScript RT SuperMix (NEB, cat. #£3010L), selon les expériences.

La qPCR a été effectuée sur 50 ng d’ADNc dans un thermocycleur LightCycler 480 (Roche, cat.

34



#05015278001), avec le mélange Luna Universal gPCR Master Mix (NEB, cat. #M3003L). Les amorces
spécifiques aux génes d’intérét sont énumérées a I'annexe A. L'analyse des résultats a été effectuée selon
la méthode comparative AACt, avec le géne de référence HPRT1 (Hypoxanthine-Guanine

Phosphoribosyltransferase 1).

2.5 WESTERN BLOTS

Les protéines totales ont été extraites de culture cellulaire avec un tampon RIPA (50 mM de Hepes,
125 mM de NaCl, 100 mM de NaF, 10 mM de Na-pyrophosphate, 10% de glycérol, 1% de Triton X-100, 1,5
mM de MgCl,, 1 mM d'éthylene glycol-bis(2-aminoéthyléther)-N,N,N’,N’-tétraacétate, 2 mM de Na-
orthovanadate, 1,5 mM de PMSF, inhibiteurs de protéase complets 1x, pH 7,2). La concentration en
protéines a été déterminée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976), puis les échantillons ont été
dilués a 1 pg/uL dans un tampon de Laemmli (50 mM de Tris-HCl a pH 6,8, 5% de B-mercaptoéthanol, 2%
de dodécyl sulfate de sodium (SDS), 0,01% de bleu de bromophénol, 10% de glycérol) avant dénaturation
(5 min a 95 °C). Les protéines dénaturées (20 pg) ont ensuite été chargé sur des gels SDS-PAGE (10%
acrylamide) et transferé sur membrane PVDF. Les membranes ont été bloquées avec 3% BSA pendant la
nuit et les analyses immunoblot ont ensuite été réalisé en utilisant plusieurs anticorps primaires : anticorps
anti-SREBP1 (Abcam, cat. #ab3259), anticorps anti-SREBP1 (Abbexa, cat. #abx131610), anticorps anti-GFP
(Abcam, cat. #ab184601) et anticorps anti-FASN humain (Santa Cruz, cat. #sc-55580), tous utilisés a une
dilution de 1:1000. Les anticorps secondaires anti-souris (Abcam, cat. #ab6721) ou anti-lapin (Cell Signaling
Technology, cat. #7076) conjugués a la peroxydase de raifort (HRP) ont été utilisés comme anticorps
secondaires (1:1000) a température piece durant 1h. Les bandes ont été visualisé avec un substrat HRP
chimiluminescent ECL (Thermofisher, cat. #32109). Les intensités des bandes ont été mesurées par la

fonction Analyze Gels du logiciel Image J.

2.6  DETECTION DE LA S-ACYLATION DE SREBP1 PAR METHODE DE DECALAGE DE MASSE

Pour détecter la S-acylation de SREBP1, une méthode de décalage de masse utilisant le mPEG-maleimide
(5 kDa) a été appliquée, adaptée de Percher (Percher, A. et al., 2017). Les protéines totales sont extraites
des échantillons de foie dans le tampon RIPA (décrit a la section 2.5). L’extraction de protéines a été faite
par homogénéisation de 10mg de tissus dans 500 ul de tampon RIPA dans ’homogénéisateur Dounce. La
concentration en protéines est déterminée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976), puis les
échantillons sont dilués de sorte a obtenir un total de 200 pg de protéines totales de foie de souris dans

92,5 puL de tampon de lyse. Ces échantillons sont ensuite traitées avec 10 mM de tris(2-
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carboxyethyl)phosphine (TCEP; Thermo) pendant 30 minutes avec agitation. Le N-ethylmaleimide (NEM;
Sigma) 25 mM est ajouté et incubé pendant 2 heures a température ambiante. L'alkylation réductrice des
protéines est ensuite arrétée par précipitation méthanol-chloroforme-H,0 (4:1,5:3) pré-refroidis sur glace.
Les réactions sont ensuite mélangées par inversion et centrifugées a 20 000 x g pendant 5 minutes a 4 °C.
Pour précipiter les protéines, la phase aqueuse est retirée, 1 mL de MeOH pré-refroidi est ajouté, le tube
Eppendorf est inversé plusieurs fois et centrifugé a 20 000 x g pendant 3 minutes a 4 °C. Le surnageant est
ensuite décanté, et le culot protéique est lavé une fois de plus avec 800 pL de MeOH pré-refroidi,
centrifugé a nouveau et séché a I'aide d'une centrifugation sous vide. Pour garantir |'élimination compléete
de NEM des culots protéiques, les échantillons sont resuspendus avec 100 pL de tampon TEA contenant
4% de SDS, chauffés a 37 °C pendant 10 minutes, brievement (~5 s) soniqués (Nettoyeur ultrasonique,
VWR), et soumis a deux autres cycles de précipitations méthanol-chloroforme-H,0, comme décrit ci-
dessus. Pour le clivage a I'hydroxylamine (NH,OH) et I'alkylation au mPEG-maléimide, le culot protéique
est resuspendu dans 30 plL de tampon TEA contenant 4% de SDS, 4 mM d'EDTA et traité avec 90 pL de
NH,OH neutre a 0,75M dissous dans du tampon TEA pH 7,3, contenant 0,2% de Triton X-100. Les
échantillons témoins non traités avec NH,OH sont dilués dans 90 plL de tampon TEA avec 0,2% de Triton
X-100. Les échantillons sont incubés a température ambiante pendant 1 heure avec agitation. Les
échantillons sont ensuite soumis a une précipitation méthanol-chloroforme-H,0, comme décrit ci-dessus,
et resuspendus dans 30 pL de tampon TEA contenant 4% de SDS, 4 mM d'EDTA, chauffés a 37 °C pendant
10 minutes, brievement (~5 s) soniqués, et traités avec 90 pL de tampon TEA avec 0,2% de Triton X-100
et ImM de mPEG-Mal (5kDa; Sigma). Les échantillons sont incubés pendant 2 heures a température
ambiante avec agitation avant une précipitation finale méthanol-chloroforme-H,0. Les culots protéiques
séchés sont resuspendus dans le tampon Laemmli puis chauffés pendant 5 minutes a 95 °C. Les
échantillons sont chargés dans des gels polyacrylamide de 4 a 20%, séparés par SDS/PAGE, et analysés par

Western blot en utilisant des anticorps spécifiques anti-SREBP1 (Abcam, cat. #ab3259).

2.7 CONSTRUCTION DES PLASMIDES

Les vecteurs d’expression mammaliens utilisés dans cette étude sont dérivés du plasmide pCMV-GFP, dans
lequel I’ADNc codant pour la protéine murine SREBP1c (isoforme 3) a été cloné en fusion avec une protéine
GFP en position N-terminale. Ce plasmide (carte du plasmide a la figure 4.1 en annexe A), décrit
précédemment, a été généreusement fournis par notre collaborateur Dr. Etienne Lefai de I'INRAE en
France, que nous remercions pour sa précieuse contribution (Dessalle et al., 2012). Ce plasmide, contenant

la version sauvage (WT) de SREBP1c, a subi une mutation ciblée sur le résidus cystéine en position 3 et
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remplacé par une alanine (en utilisant les amorces mutagéniques présentées dans le tableau 4.2 en annexe
A). La mutation ponctuelle a été générée a I'aide de la technique de mutagenése dirigée par extension du
chevauchement (Ho et al., 1989). Cette approche consiste a amplifier deux fragments du plasmide avec
des amorces chevauchantes contenant la mutation désirée, suivie d’'une seconde PCR d’assemblage a
I'aide de I’ADN polymérase haute-fidélité Phusion (NEB). Les produits PCR ont été purifiés sur gel d’agarose,
puis ligués a I'aide de la T4 DNA Ligase (NEB, cat. #M0202) selon les recommandations du fabricant. Les
plasmides mutants ont été utilisés pour transformer des cellules E. coli DH5a, puis sélectionnés sur gélose
LB contenant de I'ampicilline. Les clones positifs ont été cultivés en milieu LB liquide avec ampicilline, et
les plasmides purifiés a I'aide du kit PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen). La concentration
a été mesurée par spectrophotométrie (NanoDrop). La présence des mutations et I'intégrité de la

séquence du plasmide ont été confirmées par séquencage Sanger (plateforme Génome Québec).

2.8 ANALYSE PAR MICROSCOPIE CONFOCALE

Des cellules HUH7.5 ont été ensemencées sur des lamelles de verre et transfectées pendant 48 heures
avec les vecteurs d’expression contenant le gene GFP-SREBP1c WT ou mutant (Cys3Ala). Les cellules ont
ensuite été fixées avec du formaldéhyde a 4 % pendant 15 minutes a température ambiante, rincées a
I'aide de PBS, puis les noyaux ont été colorés avec le colorant 4’,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI).
L'acquisition des images a été réalisée a I’aide d’un microscope inversé Nikon Eclipse Ti, en mode z-stack,
afin de capturer l'intégralité du volume cellulaire. Les images ont été superposées et analysées avec le
logiciel Imagel. Le signal fluorescent de la GFP a été quantifié a la fois dans le noyau et dans I’'ensemble de
la cellule sur un échantillon d’environ 30 cellules par condition. Les expériences de colocalisation ont été
effectuées a I'aide du microscope confocal inversé Nikon Al, en focalisant I’analyse sur la distribution
subcellulaire de la protéine de fusion GFP-SREBP1c, notamment au niveau du noyau identifié par la
coloration DAPI. Pour évaluer I'effet de I'oléate sur le stockage intracellulaire des lipides, les cellules ont
été incubées avec cet acide gras monoinsaturé, puis colorées avec le fluorophore Bodipy 493/503 (1 pg/mL,
Life Technologies) afin de visualiser les gouttelettes lipidiques par microscopie confocale. La taille et le
nombre de gouttelettes lipidiques ont été quantifiés a I'aide du logiciel ImageJ en utilisant la fonction de
seuillage et d’analyse de particules, conformément a des protocoles précédemment décrits (Lounis et al.,

2017).
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2.9  ANALYSES STATISTIQUES

L'analyse statistique a été effectuée a I'aide du logiciel GraphPad Prism, versions 8. Toutes les données
ont été préalablement soumises a des tests de normalité incluant Anderson-Darling, D’ Agostino-Pearson,
Shapiro-Wilk et Kolmogorov-Smirnov, afin de s’assurer que leur distribution permettait I'utilisation de
tests paramétriques. Pour la comparaison de plusieurs groupes expérimentaux, une analyse de variance a
un facteur (ANOVA) suivie d’un test post hoc de Tukey a été utilisée. Lorsque deux groupes étaient
comparés, un test t de Student était appliqué. Un test t unilatéral non apparié a été utilisé dans la plupart
des cas, a I’exception des données normalisées par rapport au groupe contréle pour lesquelles un test t
unilatéral sur un échantillon a été privilégié. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + erreur
standard de la moyenne (SEM), sauf indication contraire. Une valeur de p inférieure a 0,05 était considérée
comme statistiquement significative. Les symboles suivants ont été utilisés pour représenter les différents
niveaux de significativité : * pour p < 0,05, ** pour p < 0,01, *** pour p < 0,001, **** pour p <0,0001, et
# pour indiquer une différence significative par rapport a I'’ensemble des autres groupes. Les expériences
ont été réalisées a partir de cultures cellulaires distinctes préparées a des jours différents, constituant ainsi

des réplicats biologiques indépendants.
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CHAPITRE 3

Résultats

La régulation de la lipogenése hépatique par les facteurs de transcription SREBP1 joue un réle central dans
la pathogeneése de la stéatose hépatique associée au syndrome métabolique. Bien que I'activité de SREBP1
soit connue pour étre finement modulée par diverses modifications post-traductionnelles, I'implication
potentielle de la S-acylation dans ce processus demeure peu étudiée. L'objectif de cette étude est
d’explorer I’hypothése selon laquelle I'acylation de SREBP1 pourrait moduler son activité
transcriptionnelle et sa localisation. Une expérience antérieure utilisant I'oléate radiomarqué a révélé une
incorporation de la radioactivité au niveau de la bande mature de SREBP1 suggérant une acylation d’une
isoforme de SREBP1, sans permettre toutefois d’identifier de maniére précise les sites modifiés ni
I'isoforme impliquée (Lounis et al., 2017). Afin d’approfondir cette observation, une premiére étape

d’analyse bio-informatique a été entreprise.

3.1 UNE REGULATION CONSERVEE : PREDICTION DES SITES DE S-ACYLATION DE SREBP1 ET ANALYSE
BIOINFORMATIQUE DE LA CONSERVATION

L’étude menée par Lounis et al. (2017), ayant révélé une acylation potentielle de la protéine SREBP1 dans
dans une lignée cellulaire d’hépatocarcinome humain, n’a pas permis d’identifier avec précision I'isoforme
impliquée ni le type de modification post-traductionnelle en cause. Afin de mieux caractériser cette
acylation, différentes formes possibles ont été considérées, la S-, O- et N-acylation. La S-acylation, a été
retenue comme la modification la plus plausible pour trois raisons principales : (1) il s'agit d'une liaison
covalente de type thioester suffisamment stable pour résister aux conditions dénaturantes du Western
blot, ce qui est cohérent avec les résultats de Lounis et al. (2017) ; (2) la S-acylation est une modification
qui a lieu dans le cytoplasme (Greaves, Jennifer et Chamberlain, 2011), ce qui est compatible avec la
localisation subcellulaire du fragment mature de SREBP1 ; (3) la S-palmitoylation est reconnue pour
moduler la rétention ou le transport rétrograde des protéines membranaires, plutét que leur transport

antérograde, ce qui correspondrait au role supposé dans la régulation de I'activité nucléaire de SREBP1.

En utilisant la lignée HepG2 (hépatocarcinome d’origine humaine), Lounis et al. (2017) ont mis en évidence
une possible acylation de SREBP1 in vitro. Toutefois, dans une perspective de validation physiologique, la
souris représente un modele in vivo tres utile pour valider des études dans des modeéles humains et

particulierement pour le métabolisme lipidique. Il est donc pertinent d’évaluer si les sites de modification
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post-traductionnelle identifiés dans le modéle humain sont conservés chez la souris, afin de déterminer si
ce modele est adapté a I'étude fonctionnelle de cette acylation. Une premiére étape a donc consisté a
analyser le potentiel de S-acylation des isoformes SREBP1a et SREBP1c humaines et murines a I'aide de
I'outil de prédiction SwissPalm 2. Cet outil de prédiction fonctionne en comparant la séquence de la
protéine d’intérét, ici SREBP1, aux motifs de séquences entourant la S-acylation identifiées aux seins des
protéines. Bien que I'outil de prédiction SwissPalm 2 réfere spécifiquement a la S-palmitoylation — une
forme de S-acylation impliquant palmitate — il est important de noter que cette terminologie peut étre
trompeuse. En effet, dans la majorité des études utilisées pour créer ce logiciel, I'acide gras impliqué n’est
pas identifié expérimentalement, et d’autres acides gras, comme |'oléate, le stéarate ou le palmitoleate,
pourraient tout aussi bien étre liés au méme site par une liaison thioester. A titre d’exemple, la sarcolipin
(SLN) est rapportée comme S-acylée sur une cystéine (Cys9) avec palmitate ou oléate, et ce site est prédit
comme palmitoylable par I'outil de prédiction SwissPalm 2 (Montigny et al., 2014). Cette modification
post-traductionnelle, quel que soit I'acide gras en cause, implique toujours une liaison covalente réversible

entre un résidu cystéine et le groupement acyle.
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Figure 3.1 Schémas des domaines, régions et prédiction des cystéines de SREBP1c et SREBP1a humain et
murin

Domaine activation de la transcription (DAT), Domaine transmembranaire (TMD). Les sites de clivage protéolytique
sont marqués par les enzymes S1P et S2P. Les C suivis d’'un numéro et les lignes rouges correspondent a des cystéines
et leur position. Les cystéines marquées par un astérisque (*) sont prédites étre S-palmitoylées par l'outil de
prédiction SwissPalm 2 avec un faible niveau de confiance, ** un moyen niveau de confiance et *** un haut niveau
de confiance.

L’outil de prédiction SwissPalm 2 (Blanc et al., 2015), a été utilisé pour identifier les résidus cystéines
potentiellement sujets a une S-palmitoylation sur les isoformes SREBP1a et SREBP1c humaines et murines.

Comme illustré a la figure 3.1, plusieurs cystéines ont été prédites comme étant modifiables, bien que les
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niveaux de confiance varient. Parmi celles-ci, la cystéine en position 3 (C3) de SREBP1c, a la fois chez

I’'humain et la souris, ressort avec le plus haut niveau de confiance (***).

Avec un niveau de confiance moindre (**), une cystéine localisée immédiatement en aval du site de clivage
S2P est prédite comme cible potentielle sur toutes les isoformes analysées. Cette position est a I'intérieur
du domaine transmembranaire avec plusieurs cystéines a proximité. Finalement, une seule autre cystéine
est apparue dans les prédictions, soit la C19 sur I'isoforme murine de SREBP1a, mais avec un niveau de

confiance faible (*), suggérant une probabilité plus marginale d’acylation a cette position.

La cystéine en position 3 (Cys3), identifiée comme site potentiel de S-acylation avec un haut niveau de
confiance, est localisée sur le fragment mature de SREBP1c, plus précisément dans son domaine
d’activation de la transcription. La cystéine équivalente pour I'isoforme SREBP1a est la C19, mais celle-ci
est prédite comme acylée avec une confiance plus faible et ne semble étre conservée que chez la souris,
ce qui souléve des doutes quant a sa probabilité d’acylation chez I’humain. Comme illustré a la figure 3.1,
une seule autre cystéine est présente sur le fragment mature — située en amont du domaine
transmembranaire — mais elle n’est associée a aucune prédiction d’acylation selon I'outil de prédiction

SwissPalm 2.

Ces observations suggerent que la Cys3 pourrait étre le principal site fonctionnellement pertinent pour
une modification de type S-acylation. Afin d’évaluer plus précisément la conservation de cette cystéine et
des résidus environnants entre especes, un alignhement des séquences d’acides aminés de SREBP1c humain

et murin a été réalisé (figure 3.2), dans le but d’obtenir une granularité comparative plus fine.
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Figure 3.2 Alignement de SREBP1c d’origine humaine et murine

La séquence d’acide aminé de SREBP1c du haut est celle d’origine humaine (P36956-3) et celle du bas est d’origine
murine (QOWTN3-3) récupérées de UniProtKB puis alignées avec l'outil BlastP (NCBI). Les points de la séquence du
bas représentent les acides aminés conservés entre les deux espéces, les tirets représentent des espaces (gaps) dans
l'alignement, les lettres jaunes sont des cystéines et les lettres rouges représentent les acides aminés différents chez
la souris comparativement a I’humain..

L'alignement des séquences d’acides aminés de SREBPlc d’origine humaine (P36956-3) et murine
(Q9WTN3-3), illustré a la figure 3.2, révele une homologie de 85 % entre les deux especes. De fagon
particulierement notable, les 27 premiers acides aminés sont parfaitement conservés, incluant la région
entourant la cystéine 3, prédite comme site potentiel de S-acylation par 'outil de prédiction SwissPalm 2.
Cette région N-terminale montre également un enrichissement en résidus hydrophobes (12 résidus
hydrophobes contre 8 hydrophiles), ce qui pourrait favoriser I'interaction avec I'environnement lipidique
nécessaire a une modification de type S-acylation. La conservation de cette portion entre les deux espéeces
et ses caractéristiques physico-chimiques suggérent une pertinence fonctionnelle de cette cystéine dans
le contexte de la régulation de SREBP1c par acylation. A l'inverse, les divergences observées au-dela de
cette région pourraient refléter des différences spécifiques entre les especes quant a la régulation ou la

stabilité de la protéine.
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3.2 ANALYSE DE LA S-ACYLATION DE SREBP1C IN VIVO PAR DECALAGE DE MASSE SOUS REGIMES
ALIMENTAIRES FAIBLE OU RICHE EN GRAS

L’homologie marquée entre les protéines SREBP1c humaine et murine, notamment dans la région N-
terminale incluant la cystéine 3, suggére que si une S-acylation survient chez I’"humain, elle pourrait
également avoir lieu chez la souris. Le foie de souris constitue d’ailleurs un modele in vivo hautement
pertinent pour I'étude du métabolisme lipidique, étant I'un des principaux organes impliqués dans la
lipogenese de novo chez les deux espéces. Contrairement aux lignées cellulaires comme les lignées
HepG2ou HUH7.5 , le foie de souris exprime majoritairement l'isoforme SREBP1lc, avec un ratio
SREBP1c/SREBP1a d’environ 22 vs 0.72(Oberkofler et al., 2004; Shimomura et al., 1999), renfor¢ant ainsi

sa pertinence dans le contexte de cette étude.

Afin de vérifier la présence d’une modification de type S-acylation dans ce modele, des souris ont été
nourries ad libitum pendant dix semaines avec un régime pauvre en lipides (LFD, D12450H) ou riche en
lipides (HFD, D12451), contenant respectivement 10 % et 45 % des calories provenant des lipides. Dans les
deux cas, les graisses alimentaires provenaient d’un mélange de saindoux (lard) et d’huile de soya, dans
unratiode 5% /5 % pour le LFD, et de 40 % / 5 % pour le HFD (Rial et al., 2020). Les foies de souris utilisés
dans cette étude ont été généreusement fournis par Sabri Rial. Les souris exposées au HFD ont montré un
gain de poids de 33 %, une altération de la sensibilité a I'insuline, ainsi qu’une tolérance au glucose accrue
(Rial et al., 2020). Les souris ont été euthanasiées. Les extraits protéiques hépatiques obtenus ont été
soumis a une analyse de type «mass-shift», dans laquelle les résidus S-acylés sont d’abord désacylés
chimiquement, puis modifiés par I'ajout d’'un groupement maleimide polyéthylene glycol (mPEG) de 5 kDa,
permettant de visualiser un décalage de masse par Western blot. Cette méthode permet ainsi de confirmer

la présence d’une S-acylation de maniére indépendante de I'identité exacte de |'acide gras impliqué.
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Figure 3.3 Analyse de la S-acylation de SREBP1 dans le foie de souris nourries avec des régimes alimentaires
riches (HFD) ou faibles (LFD) en gras, par méthode de décalage de masse

Des extraits protéiques hépatiques (200 pg) sont soumis a une réduction des ponts disulfure par 10 mM TCEP suivie
d’un blocage des thiols libres a I'aide de 25 mM NEM. Les cystéines libérées libérées par un traitement a
I’hydroxylamine sont ensuite marquées par 1 mM de mPEG-maleimide (5 kDa, Sigma). Une précipitation méthanol-
chloroforme-H20 est effectué avant resuspension dans tampon Laemmli, chauffage, séparation sur gel SDS-PAGE (4—
20 %) et révélation par immunobuvardage avec un anticorps anti-SREBP1 (anticorps polyclonal reconnaissant un
épitope situé entre les résidus Pro158 et Leu390 de SREBP1). Un décalage de masse causé par |’ajout du PEG indique
la présence d’une S-acylation initiale. (a) Schéma synthétique illustrant la stratégie expérimentale employée pour
détecter la S-acylation de SREBP1 par substitution des acylations labiles par un polymére mPEG-maléimide (5 kDa),
entrainant un décalage de masse visible par migration plus lente sur gel SDS-PAGE. (b) Immunobuvardage (Western
blot) de SREBP1 détecté apres séparation sur gel polyacrylamide (4-20 %) et révélation chimiluminescente (ECL, e.g.,
Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad). Le décalage de masse induit par la modification mPEG indique la présence
de sites initialement acylés. (c) Quantification des bandes obtenues par analyse densitométrique, exprimée en
pourcentage relatif des formes non acylée, mono-S-acylée et di-S-acylée par rapport au mSREBP1 total détecté, selon
les conditions nutritionnelles des animaux.

La Figure 3.3aillustre I'analyse de la S-acylation de SREBP1 dans le foie de souris nourries avec des régimes
riches (HFD) ou faibles (LFD) en lipides, en utilisant une méthode de décalage de masse (mass-shift). Cette
méthode exploite la réactivité spécifique des groupements thiols de la cystéine et permet |'analyse semi-
quantitative directe a partir de lysats tissulaires sans enrichissement préalable ni utilisation de sondes

chimiques exogenes.
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Dans ces conditions expérimentales, un retard de migration a été observé (voir fig. 10b) uniquement pour
la forme mature de SREBP1 (mSREBP1), indiquant la présence de sites modifiés par S-acylation, tandis
gu’aucun décalage n’a été détecté pour la forme précurseur (pSREBP1) (fig. 10b). De plus, les profils de
migration obtenus montrent une hétérogénéité des états d’acylation du mSREBP1, incluant une forme non
acylée, une forme mono-S-acylée et une forme doublement S-acylée, traduisant une diversité de
modifications sur des résidus cystéines distincts. Comme montré précédemment (fig. 8), la forme mature
de SREBP1c ne posséde que deux résidus cystéines, Cys3 et Cys373 (correspondant a Cys380 dans la
séquence humaine), ce qui corrobore I'observation de trois bandes distinctes, correspondant

vraisemblablement aux états 0, 1 et 2 acylations.

Enfin, la figure 3.3c montre que I'alimentation riche en gras (HFD) semble accentuer la proportion des
formes acylées de mSREBP1 comparativement au régime faible en gras (LFD), suggérant que le statut
nutritionnel influence directement le profil de S-acylation de SREBP1c dans le foie murin. L’analyse
guantitative du profil de migration de mSREBP1 révele une nette différence dans la proportion de formes
doublement acylées entre les groupes : 24 % dans le groupe HFD, contre seulement 5 % dans le groupe
LFD, suggérant une forte induction de I'acylation en réponse a une diete riche en lipides. En revanche, la
proportion de formes mono-acylées reste relativement similaire entre les deux conditions (1,4 fois plus
élevée sous HFD; 52 % sous HFD vs 38 % sous LFD), ce qui indique que I'effet du HFD porte principalement
sur l'augmentation de la double acylation plutét que sur la premiére étape seule. Cela suggére que
I’environnement lipidique cellulaire, modulé par la composition nutritionnelle, influence non seulement la

probabilité d’'une acylation, mais aussi le nombre de résidus modifiés simultanément.

Ces résultats suggérent ainsi que la double acylation constitue une étape régulée, dépendante de
I’environnement lipidique. La présence notable d’une fraction mono-acylée sous régime LFD (38 %)
indique qu’une premiere modification a lieu méme en contexte de faible apport lipidique, sans
nécessairement induire la seconde. Cette observation souléve I'hypothése que les deux cystéines
identifiées sur mSREBP1c — Cys3 et Cys373 — pourraient étre acylées de maniére indépendante et avoir
des fonctions distinctes, par exemple dans le clivage versus I'export nucléaire. Par ailleurs, le régime HFD
utilisé dans ce modele est non seulement riche en acides gras insaturés comme I'oléate (via le saindoux),
mais contient également une fraction importante de glucides (35% des kcal), suggérant que la
signalisation lipidique et glucidique pourrait converger pour moduler le profil d’acylation. Ces éléments

ont guidé la suite de notre démarche expérimentale visant a mieux comprendre la fonction respective de
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ces résidus, ainsi que l'effet de signaux métaboliques comme le glucose ou l'oléate sur 'acylation et

I’activation de SREBP1c.

3.3 MUTATION CYS3ALA DE SREBP1C : IMPACT SUR SA MATURATION ET SON ACTIVITE
TRANSCRIPTIONNELLE
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Figure 3.4 Effet de la mutation Cys3Ala sur la maturation et I'activité transcriptionnelle de SREBP1c

Les lignées cellulaires HepG2 et HUH7.5 ont été transfectées pendant 48 heures avec des vecteurs d’expression
codant pour GFP-SREBP1c de type sauvage (WT) ou portant une mutation du résidu cystéine 3 en alanine (Cys3Ala).
Les cellules ont été privées de sérum pendant 12h avant de poursuivre. a) Analyse de la maturation de SREBP1c par
immunobuvardage. Les cellules ont été traitées pendant 24 heures avec soit un controle (50 uM de BSA), 100 uM
d’oléate complexé au BSA ou 25 mM de glucose. Aprés lyse dans un tampon RIPA, les extraits protéiques ont été
séparés par SDS-PAGE, transférés sur membrane, puis analysés par Western blot a I'aide d’un anticorps anti-GFP. Les
deux formes de SREBP1c sont détectées : la forme précurseur membranaire (p) et la forme clivé/mature (m). Le
panneau de droite présente la quantification densitométrique du Western blot, exprimée en pourcentage de
maturation, soit la fraction de mSREBP1c rapportée a la quantité totale de SREBP1c détectée : mSREBP1c /
(mSREBP1c + pSREBP1c) x 100. b) Analyse de I'activité transcriptionnelle de SREBP1c pour des hépatocytes en
condition controle (sans glucose ni oléate). Les ARN totaux ont été extraits des mémes cellules, rétrotranscrits, puis
utilisés pour mesurer I'expression des génes cibles SREBP1, FASN, ACC et SCD1 par RT-qPCR. Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne * erreur standard de la moyenne (SEM), avec le nombre de réplicas indépendants
indiqué au bas de chaque barre. L'analyse statistique a été réalisée avec un test t de Student. Les seuils de
significativité sont indiqués comme suit : *** p < 0,001 ; **** p < 0,0001.
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Etant convaincus du role fonctionnel de la cystéine 3 (Cys3) dans la S-acylation de SREBP1c, tel que suggéré
par I'analyse bioinformatique (outil de prédiction SwissPalm 2) et confirmé expérimentalement par la
méthode de décalage de masse (Voir figure 3.3), nous avons généré une construction mutée dans laquelle

cette cystéine est remplacée par une alanine (Cys3Ala), dans le but de caractériser son impact fonctionnel.

La figure 3.4a montre I'analyse par immunobuvardage de I'état de maturation de SREBP1c fusionné a la
GFP (GFP-SREBP1c), exprimé dans deux lignées cellulaires hépatocytaires humaines : HepG2 et HUH7.5.
Dans les deux lignées, le SREBP1c de type sauvage (WT) se présente majoritairement sous forme mature
(mSREBP1c), indiquant un clivage efficace. En revanche, la mutation Cys3Ala entraine un blocage net de
cette maturation, avec une accumulation de la forme précurseur (pSREBP1c) membranaire, indiquant que

la mutation empéche efficacement le clivage protéolytique nécessaire a I’activation transcriptionnelle.

En effet, les résultats de I'analyse quantitative de maturation de SREBP1c dans les lignées cellulaires
HUH7.5 et HepG2 transfectées avec la forme sauvage (WT) ou mutée (Cys3Ala) révelent une différence
marquée en fonction de I'intégrité du résidu cystéine 3. Dans les deux lignées, la forme WT présente une
maturation élevée, atteignant entre 83 % et 94 % selon les conditions expérimentales. A I'inverse, les
cellules exprimant la forme mutée affichent une réduction drastique du clivage, avec des pourcentages

variant de 8 % a 15 %, ce qui met en évidence le role central de la Cys3 dans le processus de clivage.

Chez les cellules transfectées avec la SREBP1c WT, le traitement a I'oléate induit une légére augmentation
de la maturation par rapport au glucose (+1 %) et au témoin BSA (+3 %), ce qui reflete potentiellement un
effet de I’'environnement lipidique sur le clivage de SREBP1c. Cette observation fait écho a 'augmentation
de la double S-acylation observée a la figure 3.3 dans le foie de souris nourries avec une diete riche en gras
(HFD), diete elle-méme caractérisée par une teneur élevée en AGMI comme |'oléate. Le glucose, bien qu’il
ne soit pas un acide gras, induit une augmentation modeste de la maturation de SREBP1c chez les cellules
WT. Mécaniquement, une forte disponibilité en glucose active la voie ChREBP via I'accumulation de
métabolites glycolytiques (notamment le xylulose-5-phosphate), entrainant la déphosphorylation et la
translocation nucléaire de ChREBP. ChREBP active alors la transcription de geénes lipogéniques et coopeére
fonctionnellement avec SREBP1c sur certains promoteurs. Cette convergence des voies gluco- et lipido-
sensibles pourrait favoriser un environnement transcriptionnel propice a I’activation et a la maturation de
SREBP1c. Chez les cellules transfectées avec le mutant Cys3, le traitement a I'oléate entraine de modestes

effets sur la maturation par rapport au controles BSA et I'ampleur de cette inhibition varie selon la lignée
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cellulaire. Dans HUH7.5, cette réduction est de 1%, tandis qu’elle est inchangé dans HepG2. Pour le glucose,
les effets sont un peu plus prononcés, mais inverses d’un type cellulaire a I'autre, soit -3% a +4%
respectivement. Compte tenu de la taille d’échantillon limitée (n = 1) dans les deux lignées cellulaires
testées, ainsi que de la variabilité intrinséque entre les types cellulaires, il demeure impossible de tirer une
conclusion robuste quant a I'effet du glucose sur la maturation de SREBP1c. Ces résultats doivent donc

étre interprétés avec prudence et considérés comme exploratoires.

Cette perte de maturation fonctionnelle se traduit par une altération marquée de [I'activité
transcriptionnelle de SREBP1c, comme le montre la Figure 3.4b. L’expression des genes cibles lipogéniques
— SCD1 et FASN — mesurée par RT-gPCR, est fortement diminuée dans les cellules exprimant la forme
mutée comparativement a la forme sauvage. Cette réduction est significative et reproductible dans les
deux lignées cellulaires analysées, suggérant que la Cys3 joue un role clé dans la régulation

transcriptionnelle médiée par SREBP1c.

Ainsi, la mutation Cys3Ala perturbe a la fois la maturation protéique et la fonction transcriptionnelle de
SREBP1c, appuyant l'idée que cette cystéine est essentielle a I'activation physiologique de cette voie de
régulation lipidique. De plus, les traitements a l'oléate et au glucose induisent une trés légere
augmentation de la maturation de SREBP1c dans les cellules de type sauvage, en cohérence avec les effets
observés in vivo sous diete riche en gras, tandis que ces stimuli nutritionnels échouent a restaurer le clivage
en absence de la cystéine 3, confirmant que cette derniere constitue un point de contréle clé par lequel

I’environnement métabolique module I'activité de SREBP1c.

3.3.1 LA MUTATION CYS3ALA ALTERE LA LOCALISATION SUBCELLULAIRE DE SREBP1C

Avec les effets observés sur la maturation protéique et I’activité transcriptionnelle de SREBP1c (Figure 3.4),
nous avons entrepris d’évaluer directement sa localisation subcellulaire par microscopie confocale afin de

mieux comprendre I'impact intracellulaire de la mutation Cys3Ala.
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Figure 3.5 Effet de la mutation Cys3Ala sur la localisation nucléaire de SREBP1c

(a) Images confocales représentatives acquises 48 h aprés la transfection des cellules HUH7.5 avec des plasmides
codant pour GFP-SREBP1c de type sauvage (WT) ou portant la mutation Cys3Ala. Avant la fixation, les cellules ont
été privées de sérum pendant 12 h afin de mimer un état basal appauvri en lipides. Les cellules ont été fixées dans
du formaldéhyde a 4 % et les noyaux colorés avec le fluorophore DAPI. L'imagerie a été réalisée a I'aide d’un
microscope inversé Nikon Eclipse Ti, en mode z-stack, permettant de capturer I'ensemble du volume cellulaire. Les
images ont été superposées et les localisations subcellulaires observées. Les fleches blanches indiquent une
localisation suggérée au niveau de |'appareil de Golgi, tandis que les fleches jaunes indiquent une accumulation
cytoplasmique compatible avec la région périnucléaire du réticulum endoplasmique (RE). (b) Quantification du signal
fluorescent GFP dans le noyau (délimité par le DAPI) relativement au signal total GFP dans la cellule, mesurée a I'aide
du logiciel ImagelJ (environ 30 cellules par condition). Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type. L’analyse
statistique a été réalisée avec un test t de Student non apparié. Les différences significatives sont indiquées par des
astérisques : **** : p < 0,0001.

Comme illustré a la figure 3.5a, la protéine GFP-SREBP1c de type sauvage (WT) présente une forte
accumulation dans le noyau, témoignant de son acheminement réussi vers le compartiment nucléaire.
Une fraction du signal GFP est également détectée en périphérie nucléaire, dans une zone compatible avec
I’'appareil de Golgi (fleches blanches), en accord avec les étapes intermédiaires de maturation connues
pour SREBP1c. En revanche, la forme mutée (Cys3Ala) montre une distribution cytoplasmique diffuse, avec
une accumulation marquée dans la région périnucléaire correspondant vraisemblablement au réticulum
endoplasmique (RE) (fleches jaunes). Contrairement a la forme sauvage, le signal est absent du noyau,
suggérant une rétention de la protéine a I'extérieur du compartiment nucléaire, dans le cytosol et a

proximité du RE.
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La quantification du rapport signal GFP nucléaire / signal GFP total (Fig. 12b), effectuée sur une trentaine
de cellules par condition, révele une diminution tres significative de I'accumulation nucléaire dans la
condition mutante comparée au type sauvage (p < 0,0001). Cette perte de localisation nucléaire corrobore
I'absence de maturation observée par immunobuvardage des résultats précédemment observés
(figure 3.4), ou la mutation Cys3Ala inhibait fortement la maturation protéique, limitant la formation de la
forme mature (mSREBP1c). Elle s’aligne également avec les données de la figure 3.3, qui montraient que

I’état d’acylation influence le clivage de SREBP1c, et donc indirectement son transport nucléaire.

Il est important de souligner que ces expériences ont été réalisées dans des conditions basales, c’est-a-
dire aprés 12 h de déprivation de sérum (starvation), mais en I'absence de traitement externe par oléate
ou glucose. Ce contexte mimant un état appauvri en lipides est analogue a une condition nutritionnelle de
type LFD (low-fat diet), qui, selon nos résultats sur tissu hépatique murin (figure 3.3), est associée a un
profil d’acylation réduit, particulierement au niveau de la double acylation. Cette cohérence
expérimentale entre les données in vivo et in vitro suggere que dans un environnement appauvri en lipides,
la diminution du niveau d’acylation perturbe le clivage et la translocation nucléaire de SREBPIc,

empéchant ainsi son activité transcriptionnelle.

3.4  MISE EN EVIDENCE DE POTENTIELS ENZYMES S-ACYLANTS CIBLANT SREBP1C

Afin d’identifier les enzymes acylantes potentielles responsables de la S-acylation de SREBP1c, une
approche bioinformatique de modélisation structurale a été employée (en collaboration avec I'équipe de
Prof. Laurent Cappadocia de I'UQAM). Le fragment N-terminal de SREBP1lc (acides aminés 1 a 23),
contenant la cystéine 3, a été modélisé en complexe avec chacune des 23 zDHHC humaines a l'aide
d’AlphaFold2 (Jumper et al., 2021) permettant ainsi d’identifier les interactions les plus favorables. Cette

analyse a permis de restreindre les candidats a cinq zDHHC : zDHHCS5 (Voir figure 3.6), 6, 11, 13 et 17.
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= Cystéine 3

Figure 3.6 Modélisation AlphaFold2 de I'interaction entre I'extrémité N-terminale de SREBP1c et le site
catalytique de zDHHC5

Représentation tridimensionnelle de la région N-terminale de SREBP1c (acides aminés 1 a 23, en jaune)
modélisée par AlphaFold2 en complexe avec zDHHC5 (surface bleue), une enzyme S-acyltransférase
candidate. L'objectif était d’évaluer la compatibilité structurale du peptide N-terminal avec le site actif de
zDHHCS. La cystéine 3, identifiée comme un site majeur de S-acylation, est indiquée par une étoile rouge.
Les deux vues illustrent des orientations complémentaires du complexe, mettant en évidence la proximité
de la Cys3 avec la cavité catalytique, ce qui suggére une accessibilité favorable pour une modification post-
traductionnelle de type S-palmitoylation.

Grace a la sortie récente d’AlphaFold3 (Abramson et al., 2024), offrant une précision grandement
améliorée dans la prédiction d’interactions protéine-protéine et protéine-ligand, nous avons modélisé des
versions acylées de SREBP1c incluant la cystéine 3, 380 et 476, seules ou en combinaison. Contrairement
a AlphaFold2, cette nouvelle version permet de modéliser la protéine compléte dans ses formes
précurseur et mature, incluant la dimérisation et des modifications post-traductionnelles, telles que la S-
palmitoylation. Les modeles générés ont été utilisés pour approfondir les prédictions pour les zDHHC 5 et
17. Par exemple, les modeles d’interaction obtenus entre SREBP1c et zDHHC ont révélé une affinité prédite
plus élevée pour zDHHC5 que pour zDHHC17, avec des scores ipTM respectifs de 0,56 vs 0,41. Visuellement,
les complexes zDHHC5-SREBP1c présentaient une interface plus compacte, un alignement plus précis du
motif DHHC catalytique avec la cystéine 3, ainsi que des valeurs de pLDDT plus élevées au niveau des
résidus constituant I'interface de liaison, notamment autour de la cystéine 3 et du motif catalytique DHHC
(résidus 104-154), indiquant une prédiction plus robuste. Ces éléments suggérent que zDHHCS serait un
acyltransférase plus probable et fonctionnellement pertinente pour la modification de SREBP1c. Ces
résultats appuient un role spécifique pour certaines zDHHC dans la régulation de SREBP1c, mais ne
permettent pas a ce stade d’exclure d’autres acyltransférases potentielles. Toutes les données de

prédictions et les modeéles 3D générés sont disponibles en annexe (voir Tableau 4.4 en Annexe A).
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Alphafold 3 a aussi été utilisé pour évaluer I'affinité de liaison de SREBP1c (acylé ou non) aux séquences
promotrices cibles de la lipogenése de novo, soit les E-box (5'-ATCACGTGA-3’) et les SRE (5’-ATCACCCCAC-
3’). Les scores de confiance ipTM (interface predicted TM-score) et pTM (predicted TM-score) ont été
extraits pour comparer les structures. En comparant les scores de confiance de prédiction structurale,
nous avons observé que la forme acylée de mSREBP1c a la cystéine 380 présentait des valeurs légerement
plus élevées d'ipTM = 0,41 et de pTM = 0,41, contre respectivement ipTM = 0,37 et pTM = 0,36 pour la
forme non-acylée. Bien que ces différences soient modestes, elles suggerent une meilleure stabilité

conformationnelle de I'ensemble protéine-ADN dans la condition acylée.

Les visualisations structurales générées (voir figure 3.7) révélent que la S-palmitoylation a la cystéine 380
confere une orientation plus resserrée du domaine de liaison a I'’ADN, notamment au niveau de la
séquence promotrice E-box, suggérant un renforcement de I'interaction avec les promoteurs lipogéniques,
particulierement ceux avec les séquences E-box. Ces résultats soutiennent un role fonctionnel de

I’acylation au-dela du simple ancrage membranaire, en influencant directement I'affinité ADN.
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Figure 3.7 Modélisation AlphaFold3 de l'interaction entre mSREBP1c et ’ADN E-box : influence de la s-
palmitoylation C380

Prédictions AlphaFold3 comparant I'interaction structurale de la forme dimérique de mSREBP1c (résidus
1 a2 390) avec une séquence d’ADN double brin E-box (5'-ATCACGTGA-3'), en présence (a) ou absence (b)
de S-palmitoylation sur la cystéine 380. Les structures sont colorées selon le niveau de confiance pLDDT
(de bleu = tres élevé a rouge = tres faible). Les cartes de contact (distance estimée entre paires de résidus)
sont présentées a droite de chaque structure. La forme palmitoylée présente une organisation plus
compacte et un repliement plus ordonné au niveau du domaine de liaison a I’ADN (en bleu), ce qui pourrait
refléter une meilleure affinité pour la séquence promotrice. Ces prédictions soutiennent I'idée que
I'acylation de SREBP1c a la C380 pourrait stabiliser sa structure tertiaire et renforcer son interaction
fonctionnelle avec I’ADN cible. Les scores globaux de prédiction sont «interface predicted TM-score» (ipTM)
= 0,41 et «predicted TM-score» (pTM) = 0,41 pour la forme acylée, contre ipTM = 0,37 et pTM = 0,36 pour
la forme non-acylée. Le score ipTM évalue la précision attendue des interfaces entre domaines ou chaines
protéiques, tandis que le pTM reflete la confiance dans I'organisation globale du repliement
tridimensionnel de la protéine. La carte d’erreur de position attendue (Expected Position Error, en A)
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illustre la précision relative de positionnement entre résidus dans les modeles générés. Les modeles 3D et
données brutes associées sont disponibles en annexe. Les fleches montrents des exemples a titre indicatifs
de difference de niveau de confiance sur des régions homologues des structures.

Sur la base de ces prédictions, les zDHHCS et zDHHC17 ont été sélectionnées pour effectuer une validation
fonctionnelle par interférence ARN (siRNA) dans les cellules HUH7.5. Ces cellules ont été transfectées
pendant 24 h avec des siRNA ciblant I'une ou I'autre enzyme, suivies d’une extraction d’ARN total pour RT-

qPCR.

55



a ) SizDHHC5 b ) SiZDHHCA17

1.5+ 1.5+
= = — 0.8800
14 1.0060 5T P08 14 1,0000
o 1.04 * a7750 o 1.04 *%*
I 0TS 'l' I 08280 0.7800
o) o)
Q K xx Q
- = ol - .
o 0.5 o 0.5
< <
P P

N

1.0000 0.8333

1.0- T FASN [ .

FASN

0.5+ AmidoB [ | i B
CTRL | CTRL | Si17Si17

0.0 - T

Figure 3.8 Effets de I'inhibition de ZDHHC5 et ZDHHC17 sur I'expression des genes de la lipogenése de novo
dans les HUH7.5

Les cellules HUH7.5 ont été transfectées pendant 48 h avec des ARN interférents (ARNsi) ciblant spécifiquement
ZDHHC5 (a) ou ZDHHC17 (b et c), puis privées de sérum pendant 12 h avant I'extraction des ARN totaux et des
protéines. (a) et (b) : Les niveaux d’expression génique relative de zDHHC5 ou 11, SREBP1, ACC, FASN et SCD1 ont été
quantifiés par qPCR, apres normalisation a I'expression du géne de référence HPRT1, et exprimés selon la méthode
AACT. Les barres représentent la moyenne + écart-type (SEM) de réplicats biologiques indépendants, dont le nombre
estindiqué ala base de chaque barre. (c) : Analyse par Western blot du niveau de la protéine FASN apreés transfection
avec un ARNsi dirigé contre ZDHHC17. Les quantifications sont normalisées a un marquage total des protéines
(coloration a I’Amido Black). Les valeurs au-dessus des barres indiquent la moyenne normalisée. L’analyse statistique
a été réalisée avec un test t de Student non apparié. Les différences statistiquement significatives sont indiquées par
un astérisque : * p < 0,05; ** p<0,01.

Afin d’évaluer I'importance relative de ZDHHC5 et ZDHHC17 dans la régulation transcriptionnelle de la

lipogeneése de novo, nous avons transfecté les cellules HUH7.5 avec des ARN interférents (ARNsi)
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spécifiques de chaque enzyme, suivie d’'une privation de sérum pendant 12 h avant I’extraction des ARN
totaux. L'efficacité d’inhibition de I'expression génique a été partielle pour toutes les conditions. Pour
siZDHHCS5, une réduction de 65 % de I'expression de ZDHHCS a été obtenue (expression résiduelle de 35 % ;
voir figure 3.8a). Pour siZDHHC17, I'inhibition était plus modeste, avec une réduction de 36 % (expression
résiduelle de 64 % ; figure 3.8b). Cette inhibition partielle de ZDHHCS5 s’est accompagnée d’une diminution
marquée de SREBP1c (0,29 p < 0,01), ainsi qu’une réduction significative de ACC (0,69 p < 0,05). SCD1
présentait également une tendance a la baisse (0,78, p = 0,08), tandis que FASN demeurait inchangé (0,82

p = ns) (figure 3.8a).

En revanche, l'inhibition de ZDHHC17 n’a entrainé qu’un effet Iéger sur I'expression de SREBP1 (0,89 p =
ns), et SCD1 (0,88 p = ns), la seule diminution significative étant observée pour ACC (0,76 p < 0,01) (Figure
3.8b). Une analyse par Western blot a montré une faible réduction non-significative de 17% de la protéine

FASN apres transfection avec siZDHHC17 (0.83 p = ns) (Figure 3.8c).

Ces résultats suggerent que ZDHHC5 joue un réle plus central que ZDHHC17 dans I'acylation fonctionnelle
de SREBP1c, influengant non seulement son niveau d’expression, mais aussi la transcription de genes clés
de lalipogenése de novo, tels que ACC1 et FASN. Cette influence pourrait s’expliquer par le role de ZDHHC5
dans la S-acylation de SREBP1c a la cystéine 3, essentielle a sa maturation et a sa translocation nucléaire,
comme le suggérent nos données dimmunobuvardage (Figure 3.3-3.4) et d’imagerie cellulaire
(Figure 3.5), ainsi que par l'impact de cette modification sur I'expression des genes cibles (Figure 3.8).
Ensemble, ces observations permettent de proposer un mécanisme par lequel la perte d’acylation nuit a

la fonction transcriptionnelle de SREBP1c.

Toutefois, ces observations doivent étre interprétées avec prudence. D’une part, |'efficacité d’inhibition
obtenue par ARN interférents était variable entre les deux cibles : 65 % pour ZDHHC5, contre seulement
36 % pour ZDHHC17, ce qui pourrait sous-estimer I'impact réel de ZDHHC17. D’autre part, le réseau des
zDHHC humaines comprend plus de 20 enzymes, dont plusieurs pourraient contribuer de maniere

complémentaire a I'acylation de SREBP1c selon les contextes cellulaires ou métaboliques.

Ainsi, bien que ZDHHC5 apparaisse comme un candidat prioritaire, des analyses fonctionnelles plus larges,
incluant l'inhibition d’autres zDHHC (seules ou en combinaison), ainsi qu’une meilleure validation de
I’efficacité d’inhibition, seront nécessaires pour élucider pleinement le paysage enzymatique de I’acylation

de SREBP1c.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

4.1 UNE SIGNATURE HYDROPHOBE CONSERVEE ET DES S-ACYLATIONS PREDITES

L’analyse bioinformatique (figure 3.1) réalisée a I'aide de I'outil de prédiction SwissPalm 2, a permis
d’identifier la cystéine en position 3 de SREBP1c comme un site de S-acylation potentiel avec un haut
niveau de confiance. Cette prédiction a motivé la création d’un mutant ciblant spécifiquement cette
cystéine. Les résultats expérimentaux obtenus ont confirmé la pertinence de ce choix : la mutation de C3
compromet la maturation de SREBP1c, réduit sa localisation nucléaire et diminue I’expression de ses génes

cibles lipogéniques.

Comme fréquemment observé pour les sites de S-acylation, la C3 de SREBP1c est située dans une région
enrichie en résidus hydrophobes (12 résidus hydrophobes pour 8 hydrophiles), une caractéristique qui
favorise I'association transitoire a la membrane et la reconnaissance par les enzymes zDHHC — un principe
illustré notamment pour le domaine cystéine-riche/hydrophobe de SNAP25 requis pour sa palmitoylation
par des zDHHC, ainsi que pour d’autres protéines dont les sites palmitoylés sont entourés de résidus
hydrophobes (Chamberlain et Shipston, 2015; Greaves, Jennifer et al., 2010; Greaves, J. et al., 2017). De
maniére particulierement intéressante, la région entourant la C3 de SREBPl1c (Résidus 1-26:
MDCTFEDMLQLINNQDSDFPGLFDPP) partage une forte homologie avec I'extrémité N-terminale de la
protéine PSD-95 (Résidus 1-26: MDCLCIVTTKKYRYQDEDTPPLEHSP), dont la palmitoylation de la cystéine
3 est bien caractérisée (Zhang, X. et al., 2011). Les deux protéines partagent non seulement une séquence
identique pour leurs trois premiers acides aminés, mais également six acides aminés hydrophobes dans
une méme configuration environnante. Cette similarité suggere non seulement une susceptibilité
comparable a la S-acylation, mais également une potentielle reconnaissance par les mémes enzymes
zDHHC — notamment zDHHC2, 3, 7 et 15 déja identifiées comme acylant la PSD-95 par spectrométrie de

masse (Jiang, Hong et al., 2018).

En comparaison, la premiére cystéine de I'isoforme SREBP1a (position 19) ne partage aucune homologie
significative avec la région autour de la C3 de SREBP1c. Elle est d’ailleurs moins bien prédite comme site
d’acylation et est absente de la version humaine, ce qui renforce I'idée que I'acylation est spécifique a

I'isoforme SREBP1c. Cette spécificité est cohérente avec le role régulé de SREBP1c par les signaux
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nutritionnels, alors que SREBPla est généralement associé a une activité transcriptionnelle plus
constitutive (Eberlé et al., 2004). Enfin, cette hypotheése d’une acylation de cystéines de mSREBP1c est en
accord avec les résultats antérieurs montrant que le mSREBP1c retient la radioactivité apres traitement a
I'oléate radiomarqué (Lounis et al., 2017), soutenant |'idée qu’au moins un résidu de mSREBP1c est
effectivement modifié par un acide gras via une liaison thioester.

Outre la cystéine 3, deux autres résidus cystéines ont été évalués pour leur potentiel de S-acylation. La
cystéine 476 a été identifiée comme un site potentiel par I'outil de prédiction SwissPalm 2 avec un niveau
de confiance modéré (Figure 3.1), bien que nos expériences de décalage de masse (Figure 3.3) n"aient pas
permis de confirmer d’acylation de maniere concluante sur le fragment pSREBP1 (résidus 467—-1047). En
revanche, la cystéine 380, absente des prédictions bioinformatiques, a montré étre potentiellement acylé
par le test de décalage de masse (Figure 3.3), suggérant indirectement qu’elle pourrait étre effectivement

acylée dans nos conditions expérimentales.

Ces résultats illustrent les limites des outils de prédiction actuels, notamment lorsqu’il s’agit de résidus
situés dans des régions non canonique ou a faible conservation. lls soulignent également I'importance
d’une validation expérimentale directe, notamment pour des protéines complexes comme SREBP1c, dont

la régulation dépend fortement de I'état métabolique cellulaire.

4.2 L’ETAT ENERGETIQUE MODULE L’ACYLATION DE SREBP1C

Les résultats présentés a la figure 3.3 confirment, via un décalage de masse spécifique a la forme mature
de SREBP1 (mSREBP1), la présence de modifications de type S-acylation dans le foie de souris. L’absence
de décalage de masse détectée pour la forme pSREBP1, bien que cette derniére soit également prédite
comme étant S-acylée, est vraisemblablement attribuable a une limitation technique de la méthode mass-
shift. En effet, cette approche perd en sensibilité pour les protéines de grande taille (>90 kDa), telles que
pSREBP1 (~110 kDa), lesquelles ne présentent généralement pas de décalage de migration visible, méme
lorsqu’elles sont effectivement palmitoylées selon des méthodes de détection hautement sensible comme
la spectrométrie de masse. Ce phénomene a été rapporté dans d’autres études malgré I'utilisation de
sondes plus massives comme le mPEG-mal 10 kDa (Percher, A. et al., 2017), suggérant que 'absence de
signal ne refléte pas nécessairement une absence d’acylation. L'efficacité du protocole est en effet
optimale pour des protéines de plus petite taille (<90 kDa), telles que le fragment mature (mSREBP1)

d’environ 68 kDa.
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Un régime obésogene enrichi en gras induit I'expression de SREBP-1c et I’activation de la LDN dans le foie
de souris C57BL/6 (Biddinger et al., 2005). Dans notre étude, nous analysons I'expression hépatique de
SREBP1c en réponse a un régime HFD en postulant qu’un tel environnement nutritionnel favorisant la LDN
devrait aussi favoriser la surexpression et I'acylation de SREBP1c dans le foie comme c’est le cas avec les
traitements d’acides gras insaturés sur les cellules HepG2 (Lounis et al., 2017). L'oléate semble essentiel a
la maturation de SREBP1 (Lounis et al., 2017; Miyazaki et al., 2004). C’'est pourquoi on choisit un régime
HFD qui contient en grande proportion |'oléate et les autres acides gras connus pour participer dans des
événements de S-acylation. L’analyse densitométrique réveéle que I'état nutritionnel influence
directement le profil de S-acylation, avec une augmentation nette de la proportion de mSREBP1 acylé chez
les souris nourries avec une diéte riche en gras (HFD), comparativement a celles soumises a une diéte
faible en gras (LFD) (Fig. 10c). Cette modulation nutritionnelle soutient I’hypothése selon laquelle la S-
acylation de SREBP1c constitue un mécanisme post-traductionnel dynamique et sensible aux signaux
métaboliques, pouvant jouer un réle fonctionnel dans I'ajustement de l'activité transcriptionnelle de

SREBP1 en réponse aux apports lipidiques.

Ce résultat s’inscrit dans un cadre physiopathologique bien documenté : un régime obésogene enrichi en
gras insaturé est connu pour induire I’expression hépatique de SREBP1c chez la souris C57BL/6 (Biddinger
et al., 2005), favorisant ainsi la lipogenése de novo (LDN). De plus, il a été démontré que I'oléate — un acide
gras mono-insaturé abondant dans les diétes HFD — est essentiel a la surexpression et a la maturation de
SREBP1 dans les hépatocytes humains (Lounis et al., 2017; Miyazaki et al., 2004). Ainsi, le choix d'un régime
HFD riche en oléate et autres acides gras connus pour étre impliqués dans des événements de S-acylation
se justifie pleinement, puisqu’il reproduit in vivo les conditions favorables a I’activation transcriptionnelle

de SREBP1 observées in vitro.

Le foie de souris représente par ailleurs un modele hautement pertinent, non seulement parce qu'il
constitue un organe clé du métabolisme lipidique, mais aussi parce qu’il exprime majoritairement
I'isoforme SREBP1c. L'augmentation de la S-acylation de mSREBP1c en condition HFD suggére donc que
cette modification pourrait renforcer ou moduler I'activit¢ de SREBP1 dans un environnement

métabolique favorisant la stéatose hépatique.

D’un point de vue mécanistique, la variabilité des états d’acylation observés (formes non acylée, mono- et

di-acylée) évoque la possibilité que plusieurs cystéines soient modifiées de maniére différenciée selon le
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contexte métabolique. Dans le cas du fragment mSREBP1c, seules deux cystéines sont présentes : la Cys3,
localisée dans le domaine d’activation transcriptionnelle, et la Cys380, située en amont du domaine
transmembranaire. Il est donc plausible que ces deux résidus correspondent aux deux sites effectivement
S-acylés détectés par la méthode de décalage de masse. La Cys3, bien qu’éloignée du domaine
transmembranaire, joue un réle central dans le processus de clivage de SREBP1c. En effet, nos données
montrent qu’en I'absence de ce résidu (mutant C3S), la maturation protéolytique est abolie, ce qui suggere
que la S-acylation de cette cystéine pourrait contribuer, directement ou indirectement, a favoriser le
clivage par le complexe S1P/S2P. Ce rble pourrait s'exercer en facilitant un ancrage transitoire a des
microdomaines membranaires spécifiques, ou en régulant I'interaction de SREBP1c avec des cofacteurs
de la machinerie de clivage. La Cys380, quant a elle, est située plus prés de la membrane et du site de
clivage S2P (a environ 85 acides aminés en amont). Elle pourrait plutot étre acylée de maniére plus stable
avant le clivage, contribuant a la localisation subcellulaire de la forme précurseur entre le réticulum
endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi. Cette observation rejoint des modeéles bien établis de régulation
des protéines membranaires par S-acylation, ou les sites proximaux a la membrane sont généralement
modifiés de maniére stable pour renforcer I'ancrage et la fonction, tandis que les sites plus distaux sont
plus dynamiques, facilitant des processus comme la redistribution subcellulaire ou la signalisation
transitoire (Adachi et al., 2016; Zuckerman et al., 2011). Par exemple, dans le cas du récepteur Bs-
adrénergique, la palmitoylation stable au site proximal permet I'ancrage membranaire et le maintien de
la fonction, tandis que I'acylation du site distal module la signalisation en facilitant I'internalisation du
récepteur en réponse a des stimuli extracellulaires (Zuckerman et al., 2011). Ainsi, ces deux modifications
de SREBP1c seraient complémentaires : la Cys380 ancrant la forme précurseur dans des compartiments
membranaires spécifiques pour faciliter sa maturation, tandis que la Cys3 permettrait I'induction du

clivage et le transport nucléaire de la forme mature.

Les résultats in vitro (figure 3.4a) viennent compléter les observations faites dans le foie de souris nourries
avec une HFD (figure 3.3) et permettent de préciser I'effet des signaux métaboliques spécifiques sur la
maturation de SREBP1c. Chez les cellules surexprimant la forme sauvage de SREBP1c, un traitement a
I'oléate entraine une légere augmentation de la maturation par rapport aux conditions basal (BSA) et
glucidique (glucose), suggérant que l'oléate peut favoriser le clivage protéolytique de SREBPic,
potentiellement via une modulation de son état d’acylation. Ces résultats sont cohérents avec
I’'augmentation de la forme doublement acylée de mSREBP1c observée in vivo chez les souris soumises a

une diéte riche en gras contenant une forte proportion d’oléate (figure 3.3c).
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Ce parallele est d’autant plus pertinent que les traitements cellulaires a I'oléate reproduisent, dans une
certaine mesure, I'environnement lipidique d’une diéte HFD, tandis que la condition BSA seule est plus
représentative d’un état nutritionnel basal comparable a une diéte LFD. Dans les deux modeles, une
corrélation claire émerge entre I'exposition a I'oléate et 'augmentation de la maturation de SREBP1c, ce
qui renforce I’hypothése d’un réle permissif ou inducteur de I'oléate dans le clivage de SREBP1c. Ceci est
cohérent avec les travaux de Lounis et al. (2017) et Miyazaki et al. (2004), qui ont démontré I'importance

de I'oléate pour la maturation de SREBP1 dans des cellules hépatiques humaines.

En revanche, la mutation de la cystéine 3 (C3A) abolit cet effet. Non seulement le traitement a I'oléate ne
parvient plus a induire la maturation, mais une inhibition est méme observée par rapport a la condition
BSA. Ce renversement suggére que la cystéine 3 est indispensable a I'induction de la maturation par des
signaux lipidiques, probablement en raison de son réle dans la S-acylation de la forme mature (mSREBP1c).
Une perte d’acylation a cette position pourrait compromettre le processus de clivage et sa reconnaissance

par les protéases du complexe S1P/S2P, empéchant ainsi son transport vers le noyau.

De facon intéressante, une modeste augmentation de la maturation est également observée sous
traitement au glucose chez les cellules surexprimant SREBP1c WT. Bien que le glucose ne soit pas un acide
gras, son role dans I'induction de la voie ChREBP — un facteur gluco-sensible qui co-régule I’expression des
genes lipogéniques — pourrait contribuer indirectement a favoriser le clivage de SREBP1c (Dentin et al.,
2006). Cependant, cet effet est également aboli chez le mutant C3A, ce qui suggére que méme dans ce
contexte glucidique, la S-acylation sur la cystéine 3 pourrait jouer un réle permissif dans le passage de
SREBP1c a sa forme active. Enfin, 'acylation sur la cystéine 3 apparalt comme un point de contréle
essentiel pour la maturation fonctionnelle de SREBP1c, en réponse a des signaux métaboliques tant

lipidiques que glucidiques.

En somme, la modulation nutritionnelle de la S-acylation de mSREBP1, conjuguée a sa localisation
spécifique sur la forme active mature, supporte I'idée que cette modification pourrait influencer Ila
localisation subcellulaire ou l'interaction de SREBP1lc avec des cofacteurs transcriptionnels. Des
expériences fonctionnelles complémentaires seront nécessaires pour clarifier I'impact de chacune des
cystéines acylées sur la fonction de SREBP1c. Par exemple, la génération d’un mutant ciblant
spécifiguement la Cys380 (C380A) permettrait d’évaluer son réle dans la localisation intracellulaire.

L'utilisation de marqueurs du RE et de I'appareil de Golgi couplée a de I'imagerie par microscopie confocale
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pourrait documenter le trajet subcellulaire de SREBP1c sauvage et mutant, en conditions basales ou
stimulées. Des expériences de ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) permettraient d’évaluer
directement I'occupation de SREBP1c sur les promoteurs de ses genes cibles lipogéniques, et de voir si les
mutants conservent une activité transcriptionnelle in vivo. Finalement, un test de stabilité par
cycloheximide chase pourrait quantifier la demi-vie de la protéine SREBP1c dans ses différentes versions
mutantes, et ainsi déterminer si I'acylation joue un réle dans la stabilisation post-traductionnelle.
Ensemble, ces approches permettraient d’élucider le role précis de chaque site d’acylation dans la

régulation spatio-temporelle et fonctionnelle de SREBP1c.

4.3 LA CYS3 DE SREBP1C, UNE PASSERELLE VERS L’ACTIVATION NUCLEAIRE

Les résultats démontrant qu’une mutation de la cystéine 3 (Cys3) en alanine inhibe la maturation
protéolytique et abolit I'activité transcriptionnelle de SREBP1c a la fois en condition basale (BSA) et sous
stimulation par le glucose ou I'oléate ce qui renforcent I'hypothése d’un réle crucial de cette S-acylation
dans I'activation fonctionnelle du facteur de transcription. La perte du clivage protéique (forme mature)
observée parimmunobuvardage (Figure 3.4a) est cohérente avec les résultats de la figure 3.5 qui montrent
que la Cys3 est nécessaire a I'acheminement de SREBP1c vers le noyau. Cette hypothése est cohérente
avec le fait que les modifications post-traductionnelles comme la S-acylation influencent la localisation

subcellulaire des protéines, leur stabilité et leur interaction avec des partenaires fonctionnels.

Les lignées cellulaires HepG2 et HUH7.5, toutes deux dérivées d’hépatocarcinomes humains, ont été
utilisées comme modeles cellulaires pour cette étude. Ces lignées sont couramment utilisées pour I'étude
des fonctions métaboliques hépatiques, incluant le métabolisme lipidique et la régulation des facteurs de
transcription comme SREBP1, et sont reconnues pour exprimer les genes lipogéniques cibles de SREBP1
(Jammart et al., 2013). Bien que le ratio d’expression SREBP1c/SREBPla dans ces cellules favorise
I'isoforme SREBP1a (Oberkofler et al., 2004), SREBP1c y est tout de méme présent de maniere endogéne
mais vraiment surexprimé par le plasmide exogene transfecté avec les constructions plasmidiques codant
des formes mutées ou WT de la protéines. En outre, I'utilisation de cellules d’origine humaine offre un
complément pertinent au modele murin, notamment en ce qui a trait a la pertinence translationnelle des

résultats.

Les données de RT-gPCR (Figure 3.4b) indiquent que la mutation Cys3Ala réduit significativement

I’expression des genes cibles FASN et SCD1, démontrant I'importance de la localisation nucléaire de
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SREBP1c pour sa fonction transcriptionnelle. Ces résultats s’inscrivent dans la continuité des travaux
antérieurs réalisés dans le laboratoire, ou I'oléate avait été identifié comme un inducteur puissant de
I’expression et de la maturation de SREBP1 dans les cellules HepG2 (Lounis et al., 2017). Il est plausible
que l'oléate exerce ces effets, au moins en partie, via des mécanismes de S-acylation, renforcant
I'importance physiologique de la Cys3. Par ailleurs, compte tenu du fait que SREBP1c agit sous forme de
diméres dans le noyau, il est possible que la forme mutée exerce un effet dominant négatif. En
s’hétérodimérisant avec la forme endogéne de SREBP1c, le mutant pourrait former des complexes
transcriptionnels non fonctionnels ou faiblement actifs, contribuant ainsi a la diminution marquée de

I’expression de FASN et SCD1 observée en condition mutée.

Collectivement, ces observations soulignent que la Cys3 est un résidu critique, dont la modification post-
traductionnelle par S-acylation semble nécessaire pour la maturation efficace et [Iactivité
transcriptionnelle de SREBP1c. Elles ouvrent également la voie a I'identification des enzymes responsables

de cette acylation et a I’étude de son réle comme point de régulation métabolique.

4.3.1 LE CIBLAGE SUBCELLULAIRE DE SREBP1C DEPENDANT DE SON S-ACYLATION A LA CYS3

L'observation par microscopie confocale a révélé que la mutation de la cystéine 3 en alanine empéche
I'accumulation nucléaire de SREBP1c, confirmant son réle potentiel dans I'exportation nucléaire de la
protéine. Alors que la forme sauvage montre une distribution subcellulaire incluant le noyau, indiquant un
transport nucléaire efficace, la forme mutée demeure exclue de ce compartiment. Cette absence de signal
nucléaire pourrait résulter d’'un défaut en amont du transport, tel qu’une maturation incompléte ou une
altération de la reconnaissance par les transporteurs nucléaires. Toutefois, en I'absence de marquage
direct du réticulum endoplasmique ou du Golgi, ainsi que sans mesure directe du clivage protéolytique, il
n’est pas possible de conclure quant a une rétention dans un compartiment spécifique ou a un blocage du
clivage. Des études antérieures ont mis en évidence le réle de I'importine B dans le transport nucléaire de
SREBP (Lee, S. J. et al., 2003), ce qui pourrait suggérer que la mutation de la Cys3 interfere avec cette étape
d’export, possiblement via une altération de la conformation ou de I'état d’acylation nécessaire a

I'interaction avec I'importine B.

La S-acylation a déja été impliquée dans la régulation de la localisation subcellulaire de diverses protéines
transmembranaires, en facilitant leur association aux membranes et leur tri dans les voies de transport

intracellulaires (Resh, 2006). La Cys3 de SREBP1c pourrait donc agir comme un signal lipidique essentiel a
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sa maturation, en stabilisant son interaction avec les membranes du RE et la C380 en modulant son
accessibilité aux protéases de clivage. Ainsi, la perte de cette modification post-traductionnelle
compromettrait non seulement la maturation de la protéine, mais aussi sa capacité a rejoindre le noyau

et a activer I'expression de ses genes cibles lipogéniques.

4.4 LA ZDHHCS5, UN CANDIDAT POTENTIEL D’ENZYMES ACYLANTS CIBLANT SREBP1C

L'inhibition de la zDHHCS5 par siRNA a conduit a une réduction significative de I'expression de SREBP1c,
ainsi que de certains de ses génes cibles lipogéniques, notamment ACC, avec une tendance a la baisse pour
SCD1 (Figure 3.8). Ces observations sont en accord avec les prédictions de modélisation AlphaFold2 (figure
3.6) et 3 suggérant une interaction directe entre SREBP1c et zDHHCS. Toutefois, cet effet demeure partiel,
en comparaison avec |'abolition presque compléte de I'activation des genes de la LDN observée suite a la
mutation de la cystéine 3 (Figure 3.4b), ce qui suggére que la zDHHCS5 n’est peut-étre pas I'unique enzyme
impliquée. Il est plausible que la cystéine 380 (C380), également identifiée comme un site de S-acylation,

soit modifiée par une autre enzyme zDHHC, non ciblée dans nos expériences.

Par ailleurs, I'effet partiel de l'inhibition de zDHHC5 observé dans notre étude, comparativement a la
suppression quasi-complete de la maturation induite par la mutation C3A, suggeére que la réduction
d’acylation n’est pas suffisante pour bloquer totalement I'activation de SREBP1c. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer ce phénomene. D’une part, la réduction de I'expression de la zDHHCS5 induite par siRNA
était incomplete (~65 %), laissant une activité résiduelle potentiellement suffisante pour maintenir
I'acylation de la Cys3 a un niveau fonctionnel. Ce phénoméne a été rapporté dans d’autres modeles, ou
une faible activité résiduelle de certaines zDHHC suffit a assurer une acylation physiologiquement
significative, particulierement lorsque leurs substrats sont trés sensibles a cette modification (Lan et al.,

2021).

Enfin, il est important de considérer que I'efficacité du knockdown n’a été confirmée qu’au niveau de
'ARNm. Or, plusieurs études ont montré que les enzymes zDHHC sont généralement exprimées a de
faibles niveaux protéiques, comme 'ont révélé des analyses de protéomique quantitative comparant leur
abondance a d’autres enzymes lipidiques telles que la N-myristoyltransférase 1 (Bekker-Jensen et al., 2017,
Hein et al., 2015). Cette faible abondance ne refléte pas une activité marginale : les zZDHHC sont hautement
actives, et leur longue demi-vie pourrait rendre difficile leur inhibition compléte sans ciblage direct de la

protéine elle-méme (Abrami et al., 2017).
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Ainsi, méme une fraction résiduelle de la zDHHC5 pourrait suffire a maintenir I'acylation partielle de
SREBP1c. Cette observation met en lumiére la nécessité de valider les niveaux protéiques apreés silencing,
notamment via western blot, et souligne l'intérét de stratégies d’inactivation plus robustes (ex.

CRISPR/Cas9 ou pharmacologique) pour confirmer I'effet spécifique de la zDHHC5.

En revanche, I'inhibition de zDHHC17 n’induit qu’une diminution modeste de ACC, sans effet significatif
sur SREBP1c ni SCD1 (figure 3.8). Bien que cette enzyme ait été identifiée comme candidate dans nos
analyses in silico, ses effets biologiques plus limités pourrait suggéerer un role plutot accessoire ou découler
du fait que l'inhibition était de seulement 36% et non-significative. Il est cependant plausible que zDHHC17
n’acylerait pas la méme cystéine que zDHHC5. En effet, SREBP1c mature possede deux sites candidats a la
S-acylation (Cys3 et Cys380), et il est concevable que chaque résidu cystéine soit modifié par une zDHHC
distincte, selon le contexte cellulaire ou les stimuli métaboliques. Cette hypothese est cohérente avec des
observations antérieures montrant qu'une méme protéine peut étre S-acylée par plusieurs zDHHC
différentes, avec des effets distincts selon le site modifié, le type cellulaire ou les conditions lipidiques
(Malgapo et Linder, 2021). Ainsi, zDHHC17 pourrait potentiellement acyler préférentiellement la Cys380,
dont le réle potentiel semble lié a la localisation subcellulaire entre le RE et le Golgi, tandis que zDHHC5
ciblerait la Cys3, essentielle au clivage et a I'export nucléaire, ce qui expliquerait son impact plus prononcé
sur I'activité transcriptionnelle. Des expériences de double mutation ou d'interférence spécifique couplées
a des techniques de suivi subcellulaire pourraient permettre de clarifier cette différenciation fonctionnelle

entre les sites et leurs enzymes respectives.

Par ailleurs, les effets partiels observés, suite a I'inhibition de la zDHHC17 comme pour la zDHHCS5,
pourraient étre expliqués par les limites techniques associées a la transfection des hépatocytes, comme
les cellules HUH7.5, connues pour présenter une efficacité de transfection variable (Park et al., 2011). Il
est possible que la réduction partielle d’expression ne refléte pas entierement I'lampleur du réle joué par

ces zDHHC in vivo.

Enfin, une question importante demeure : quels types d’acides gras sont impliqués dans le processus
d’acylation ? Nos modeéles ont principalement utilisé la S-palmitoylation comme modification, mais
plusieurs études indiquent que des enzymes zDHHC spécifiques peuvent préférentiellement transférer des
acides gras distincts — comme |'oléate, le myristate ou le stéarate — selon leur disponibilité ou leur affinité

enzymatique (S. Mesquita et al., 2024). Il n’est donc pas exclu que des combinaisons d’acides gras et de
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zDHHC distincts soient responsables de la régulation fine de SREBP1c via S-acylation, dépendamment du

statut nutritionnel ou du type de tissu.
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CONCLUSION

Au fil de cette étude, nous avons levé le voile sur un nouveau mécanisme de régulation post-
traductionnelle de la protéine SREBP1c, acteur central du métabolisme lipidique hépatique, par le biais
d’une modification lipidique réversible : la S-acylation. Ce travail s’inscrit dans un effort collectif visant a
mieux comprendre les rouages moléculaires qui sous-tendent les désordres métaboliques modernes —
tels que l'obésité, la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et le syndrome métabolique — et a

identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

Notre recherche a démontré que la cystéine 3 (Cys3) de SREBP1c est un site d’acylation fonctionnel, dont
la mutation perturbe profondément la maturation, la localisation nucléaire et I'activité transcriptionnelle
du facteur. Ces perturbations altérent I'expression des genes clés de la lipogenese de novo, soulignant

I'importance biologique de cette modification.

Grace a des approches de bio-informatique structurale et de modélisation (AlphaFold2 et AlphaFold3),
nous avons prédit la pertinence de la Cys3 et la Cys380, un second résidu potentiellement acylé. Ce dernier
se situe a proximité du site de clivage S2P (Position 466), et sa localisation dans un segment en amont du
domaine transmembranaire suggére un réle structurel ou topologique dans le tracage de la protéine entre
le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi, la ol a lieu la maturation de SREBP1c. Ainsi, si la Cys3
semble essentielle a I'activation nucléaire, la Cys380 pourrait participer au bon positionnement ou a
I'ancrage membranaire préalable au clivage, illustrant une coordination spatio-temporelle des

événements de S-acylation pour assurer une activation optimale de SREBP1c.

Par ailleurs, nos prédictions structurales suggerent que la Cys380 pourrait jouer un role dans la
stabilisation conformationnelle de mSREBP1c avec 'ADN. Lorsqu’elle est S-acylée, ce résidu semble
favoriser une conformation plus propice a l'interaction avec des séquences E-box. Sans apporter une
preuve directe, ces observations laissent entrevoir que I'acylation de la Cys380 pourrait moduler finement
I'activité transcriptionnelle de SREBP1c en affectant sa capacité de liaison a '’ADN une hypothése qui

mériterait d’étre explorée par des expériences fonctionnelles ciblées (ex. mutation C380A, ChlP, retard sur

gel).
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Notre étude a aussi révélé que I'état nutritionnel module significativement la S-acylation de SREBP1c, en
réponse a des signaux lipidiques ou glucidiques spécifiques. Dans nos modeles cellulaires, I'oléate induit
une augmentation du clivage de SREBP1c chez les cellules transfectées avec la forme sauvage de SREBP1c,
comparativement aux conditions basales (BSA) ou enrichies en glucose (+1 a +3 %). Cette modulation est
totalement abolie chez les cellules transfectées avec la forme mutée Cys3Ala, suggérant que I'effet de
I'oléate sur la maturation est dépendant de la S-acylation en position 3. Ces observations font écho aux
résultats in vivo, ou I'on observe une double acylation accrue de SREBP1c dans le foie de souris nourries
avec un régime riche en graisses (HFD), également riche en oléate comparativement a un régime LFD. Le
glucose, a aussi montré in vitro une légere capacité a stimuler la maturation dans certaines conditions,

probablement via I'activation de la voie ChREBP.

Ce lien entre I'environnement nutritionnel, les modifications post-traductionnelles de S-acylation et
I'activation transcriptionnelle de SREBP1c renforce I'idée que les lipides ne sont pas de simples substrats,
mais des régulateurs actifs de la signalisation cellulaire et de la programmation transcriptionnelle. Ce
mécanisme post-traductionnel ouvre la voie a un nouveau paradigme dans la compréhension de la
régulation du métabolisme, ol les acides gras agissent non seulement comme substrats, mais aussicomme
signaux post-traductionnels modulant I’expression des voies lipogéniques. || mériterait d’étre exploré dans
des modeles physiologiquement plus pertinents comme des organoides hépatiques 3D dérivés de
coculture de cellules souches pluripotentes induites (iPSC), mimant la complexité du microenvironnement

hépatique.

Nous avons ensuite identifié, par modélisation bioinformatique Alphafold et validation fonctionnelle,
plusieurs acyltransférases de type zDHHC susceptibles de catalyser cette modification. Parmi celles-ci,
zDHHC5 a montré un effet modeste mais reproductible sur I'expression de SREBP1c et de certains de ses
génes cibles lipogéniques, suggérant une implication fonctionnelle possible. Toutefois, ces effets restent
légers et ne permettent pas de conclure de maniere définitive quant a son réle direct dans I'acylation. De
méme, l'inhibition de zDHHC17 a produit des effets biologiques limités, ce qui n’exclut pas une
contribution ou une S-acylation sur un site distinct. Il est plus plausible que nos résultats soient limités par
I'efficacité partielle des inhibitions par ARNsi, souvent inférieure a 70 %. L’expression résiduelle pourrait
suffire a maintenir un niveau d’acylation fonctionnel, surtout considérant que les zDHHC sont hautement
actives et stables. Pour déméler précisément les réles respectifs de chaque zDHHC dans I'acylation des

cystéines C3 et C380 de SREBP1c, des approches plus robustes — telles que I’édition génique par CRISPR-
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Cas9 ou 'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques — seront nécessaires. A ce jour, il existe
peu d’inhibiteurs pharmacologiques hautement spécifiques d’'une zDHHC donnée; la majorité des
composés disponibles ciblent plus largement la S-acylation (ex. inhibiteurs «pan-palmitoylation»), ce qui
limite leur utilité. Cette distinction entre les cystéines cibles et les zDHHC impliquées pourrait refléter une
spécialisation fonctionnelle, avec un réle différentiel de chaque site d’acylation dans la maturation, la
localisation subcellulaire ou I'activité transcriptionnelle de SREBP1c. Cela ouvre la voie a une cartographie
plus fine du code d’acylation régulant les facteurs de transcription lipogéniques. De plus, les spécificités
de substrats selon le type d’acide gras impliqué (palmitate vs oléate vs myristate) représentent un champ

encore inexploré aux implications majeures.

Ce mémoire contribue a repousser les frontieres du savoir en intégrant des approches expérimentales et
computationnelles pour explorer une régulation encore méconnue de SREBP1c. Nos résultats positionnent
la S-acylation non pas comme un simple marqueur passif, mais comme un véritable interrupteur
moléculaire, dynamique, nutritionnellement modulable et potentiellement ciblable
pharmacologiquement. Dans un monde ou I'obésité et les maladies métaboliques représentent un fardeau
croissant pour les systémes de santé, comprendre ces mécanismes peut ouvrir la voie a des thérapies de
précision, ciblant spécifiquement des régulateurs moléculaires clés comme SREBP1c, en fonction du profil

lipidique individuel.

Ce travail met en lumiére un nouveau paradigme dans la régulation du métabolisme hépatique : la
modulation nutritionnelle de I'activité transcriptionnelle via la S-acylation. Il souligne I'importance de
considérer les modifications lipidiques post-traductionnelles comme des acteurs de premier plan dans les
réseaux de signalisation métabolique. Ce projet ouvre la voie a des investigations futures sur

I'identification des acides gras endogénes responsables de ces modifications, la dynamique de leur
régulation selon I'alimentation et le microbiote, et I'impact clinique potentiel de leur modulation dans le
traitement des maladies métaboliques. Ce mémoire, en intégrant biologie moléculaire, métabolisme, bio-
informatique et modélisation structurelle, illustre comment la recherche translationnelle et

interdisciplinaire peut enrichir notre compréhension des mécanismes fondamentaux de la santé humaine.

Pour approfondir ce nouveau cadre conceptuel, plusieurs avenues expérimentales prometteuses s’offrent
a nous. Premierement, il serait intéressant de distinguer le S-palmitoyl-protéome du S-oléoyl-protéome

dans les hépatocytes, via I'incorporation métabolique d’analogues azides d’acides gras saturés et mono-
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insaturés (ex. azido-palmitate et azido-oléate), suivie d’une chimie click pour la biotinylation et
I’enrichissement des protéines acylées. Cette approche permettrait d’identifier avec précision les cibles de
chaque type d’acide gras, et de mieux comprendre leur contribution différentielle a la régulation
transcriptionnelle. En deuxiéme lieu, il serait intéressant de développer des modeles murins transgéniques
ciblant les sites d’acylation de SREBP1c, notamment des souris knock-in Cys3Ala, Cys380Ala et double
mutants. Ces modeles offriraient une plateforme puissante pour tester I'impact physiopathologique de
ces modifications dans des contextes nutritionnels variés (régime HFD, je(ine/reprise alimentaire, etc.).
Troisiemement, il serait intéressant d’explorer les interactions protéines-protéines spécifiques modulées
par la S-acylation de SREBP1c, en combinant immunoprécipitation suivie de spectrométrie de masse (IP-
MS) avec des formes WT et mutantes (C3A, C380A). Cela permettrait de révéler si la S-acylation affecte le
recrutement de cofacteurs transcriptionnels ou de chaperones de transport intracellulaire, et d’identifier

de nouvelles cibles thérapeutiques.

Ces résultats ouvrent de multiples perspectives de recherche fondamentales et translationnelles. A
I’échelle moléculaire, l'identification d’'un éventuel « code d’acylation » gouvernant la stabilité, le
transport ou I'activité des facteurs de transcription lipogéniques — incluant possiblement ChREBP ou LXRs
— constituerait une avancée majeure. Sur le plan pharmacologique, la mise au point d’inhibiteurs sélectifs
ou d’activateurs ciblant les enzymes zDHHC ou les déacylases pourrait offrir de nouveaux leviers pour
moduler I'activité de SREBP1c dans des contextes pathologiques. Enfin, les implications systémiques de la
S-acylation mériteraient d’étre explorées dans d’autres tissus métaboliguement actifs (tissu adipeux,
pancréas, cerveau) et a la lumiére de facteurs environnementaux, tels que le microbiote intestinal, capable
d’influencer la reserve d’acides gras disponibles pour ces modifications. Cette compréhension élargie
pourrait ouvrir la voie a l'identification de biomarqueurs ou a des stratégies d’intervention ciblées pour

les maladies métaboliques chroniques comme la NAFLD, I'obésité ou le diabéte de type 2.

Ce mémoire, en intégrant biologie moléculaire, biochimie lipidique, modélisation structurale et bio-
informatique, illustre comment une approche translationnelle et interdisciplinaire peut enrichir notre
compréhension des mécanismes fondamentaux de la régulation métabolique. Il ouvre ainsi la voie a des
stratégies innovantes visant a moduler finement 'activité des facteurs de transcription lipogéniques dans

le traitement des maladies métaboliques.
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ANNEXE A
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Figure 4.1 Carte circulaire du plasmide recombinant codant pour GFP-SREBP1c

Représentation schématique du plasmide recombinant de 10 052 pb utilisé pour I'expression de la
protéine SREBP1c fusionnée a GFP en N-terminal. Ce plasmide contient plusieurs éléments fonctionnels
essentiels : des promoteurs viraux puissants (CAG, CMV, T7, SV40, etc.), des genes de résistance a
I’'ampicilline et a la néomycine (AmpR, NeoR/KanR), des origines de réplication bactérienne (pBR322, SV40,
f1), et une séquence rapporteur fluorescent (EGFP). Le gene SREBP1c, inséré en aval d’'un promoteur fort,
est localisé entre les sites de restriction BamHI et Notl. Les éléments de régulation transcriptionnelle et de
terminaison sont également annotés, tels que le terminateur BGH_PA. Les régions amplifiables par PCR
sont indiquées avec les amorces spécifiques. Les séquences codantes pour la protéine fluorescente est
mises en évidence en cyan, tandis que SREBP1c en jaune.
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Tableau 4.1 Composition des dietes

Diets

Composition (%)

Proteins

Carbohydrates

Fat

Total

kcal/g

Compounds

Casein, 80 mesh

L-Cystine

Corn starch

Maltodextrine

Sucrose

Cellulose

Soy oil

Lard

MCT

Minerals

Vitamins

Total
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Tableau 4.2 Liste des amorces utilisés pour les PCR

Geéne

Séquence

SCD1, Sens

SCD1, Antisens

5’-TAGCCCACGTCGTAGCAAAC-3

5’-ACAAGGTACAACCATCGGC-3’

SREBP1, Sens

SREBP1, Antisens

5’-ACAAGTCCCGGAGAGGAGACT-3’

5-TGCCATTGCTCAACTCTTTTC-3’

FASN, Sens

FASN, Antisens

5’-TTAACGCCCCACTCACCTG-3’

5-CTCTTGAGCTTGGTGACAAAAACTA-3’

ACC, Sens

ACC, Antisens

5-TGGCCCAGAAATCAAGGAGC-3’

5-ATGGCCTTGTAGACACCTTGG-3’

zDHHCS5, Sens

zDHHCS5, Antisens

5 -CTGGAGGTGGAAGGTTTGGA-3’

5 -TTGTAGCCCTCTTCTTGTCGT-3’

zDHHC17, Sens

zDHHC17, Antisens

5 -GCTGTTCGTTTGGCTCTGTT-3’

5’-AAGGGCAGTACAGGTTGGAA-3’

SREBP1 mutée, Sens

SREBP1 mutée, Antisens

5-GAGCCATGGCGCAGCGAGGAG-3’

5’-CTCCTCGCTGCGCCATGGCTC-3’

HPRT1, Sens

HPRT1, Antisens

5’-TCAGTCAACGGGGGACATAAA-3’

5’-GGGGCTGTACTGCTTAACCAG-3’
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Tableau 4.3 Cycles utilisés pour les PCR quantitative

. Température
Etape Temps Nombre de cycle
(Celcius)
Préincubation 95 3mins 1
95 15s
58 25s 40
Amplification
72 25s
95 10s
Melting curve 65 10s 1
95 -
Refroidissement 40 30s 1
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Tableau 4.4 Modélisations AlphaFold3 de SREBP1c dans divers contextes fonctionnels

ipTM | pTM

mSREBP1c S-palm C3 + | 0.38 0.38
C380 E-BOX

2x mSREBP1c SRE 0.32 0.32

2x mSREBP1c C3 S-palm | 0.36 0.36
SRE

2x mSREBP1c C380 S-palm | 0.37 0.36
SRE

2x mSREBP1c S-palm C3 + | 0.39 0.38
C380 SRE

2x mSREBP1c SRE 035 |0.34

2x mSREBP1c S-palm C3 | 0.38 | 0.37
SRE

2x mSREBP1c S-palm C380 | 0.38 | 0.37
SRE

2x mSREBP1c S-palm C3+ | 041 |04
C380 SRE

2x mSREBP1c E-BOX 0.37 |0.36

2x mSREBP1c S-palm C3 E- | 0.4 04
BOX
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2x mSREBP1c S-palm C380 | 0.41 | 0.41
E-BOX

2x mSREBP1c S-palm C3 + | 0.44 | 0.43
C380 E-BOX

pSREBP1c - 0.56
pSREBP1c + oleate 0.82 0.53
pSREBP1c + palmitate 0.9 0.51
pSREBP1c + myrsitate 0.9 0.52
pSREBP1c 3CA + oleate 0.85 0.53
pSREBP1c 3CA + palmitate | 0.88 0.52
2x mSREBP1c 0.28 | 0.28
2x mSREBP1c + oleate 0.3 0.29
2x mSREBP1c + palmitate 0.31 0.3
2x mSREBP1c + myrsitate 0.31 0.3
2x mSREBP1c C3 S-palm - 0.56
2x mSREBP1c C380 S-palm | - 0.54
2x mSREBP1c C476 S-palm | - 0.55
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2x  mSREBP1c (C3-C380- | - 0.56
C476 S-palm

SREBP1c triple S-palm | 0.22 0.4
ZDHHCS5

SREBP1c triple S-palm | 0.26 0.44
ZDHHC6

SREBP1c triple S-palm | 0.3 0.42
ZDHHC11

SREBP1c triple S-palm | 0.26 | 0.44
ZDHHC17

SREBP1c triple S-palm | 0.62 | 0.59
ZDHHC13

mSREBP1c ZDHHC5 60-154 | 0.23 | 0.21
1S-palm

mSREBP1c ZDHHC6 79-149 | 0.35 | 0.21
2s-palm

mSREBP1c ZDHHC11 91-|0.21 | 0.21
176 1S-palm

mSREBP1c ZDHHC13 1S-|0.35 | 0.21
palm

pSREBP1c ZDHHC5 C134S- | 0.23 | 0.38

PALM
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pSREBP1c ZDHHC6 4xS- | 0.29 0.45
PALM

pPSREBP1c ZDHHC11 | 0.35 0.4
C155S-PALM

pPSREBP1c ZDHHC13 | 0.19 0.41
C456S-PALM

msrebp dhhc5SpalmC134 | 0.19 0.35
msrebpl dhhcl7 0.56 0.5
msrebp dhhc5SpalmC134 | 0.19 0.35
msrebpl 0.57 0.53
dhhc17C467spalm

msrebpl dhhcl3 0.56 | 0.5
msrebp dhhc13C456Spalm | 0.58 | 0.53
2xmsrebpl dhhc13 0.26 0.44
2xmsrebpCys3SPalm 0.25 0.33
dhhc5

2xmsrebpl dhhcl7 0.22 |042
2xmsrebp dhhc5 0.24 | 0.3
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2xmsrebp 0.26 0.44
dhhc13C456Spalm

Modélisations AlphaFold3 réalisées pour la protéine SREBP1c, dans ses formes précurseur ou mature,
seule ou en dimeére, et avec différents partenaires moléculaires incluant : des ligands lipidiques, des
séquences promotrices d’ADN (E-box et SRE), ou des interacteurs protéiques (ex. : zDHHC5, zDHHC17).
Pour chaque condition, les scores ipTM (interface predicted TM-score) et pTM (predicted TM-score) sont
rapportés afin d’évaluer respectivement : la confiance de I'interaction entre les chaines ou partenaires
(ipTM), et la confiance globale dans le repliement structural (pTM) du modéle généré. Les structures sont
classées selon les combinaisons de modifications post-traductionnelles (S-palmitoylation sur C3, C380
et/ou C476) et les différents contextes biologiques simulés.
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