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RÉSUMÉ 

L’adaptation de l’organisme à son environnement est essentielle à sa survie. 

L’homéostasie énergétique permet l’équilibre entre les apports, les dépenses et le stockage 

d’énergie. Un surplus calorique important dérègle ce processus et mène au développement 

du syndrome métabolique caractérisé, entre autres, par une obésité, un diabète de type II, 

des maladies cardiovasculaires et des dyslipidémies. La ghréline participe au maintien de 

l’équilibre énergétique durant le jeûne en stimulant la production de glucose par le foie et le 

stockage lipidique dans le tissu adipeux. Le coactivateur transcriptionnel                      

PGC-1surexprimé en situation de jeûne, est impliqué dans l’induction de la production 

de glucose par le foie et l’oxydation des acides gras. Notre hypothèse est que ces deux 

acteurs clés du métabolisme énergétique constituent un axe de régulation commun. 

Dans cette étude, nous montrons que la ghréline participe à la régulation de      

PGC-1. Son récepteur GHS-R1a, possédant une forte activité constitutive, est également 

impliqué de façon indépendante au ligand. GHS-R1a réduit l’activité transcriptionnelle de 

PGC-1 tandis que l’ajout du ligand inverse modérément cette action. L’effet de GHS-R1a 

corrèle avec l’acétylation de PGC-1 qui est fortement augmentée de façon dose-

dépendante. La stabilité de PGC-1 est également augmentée par le GHS-R1a 

indépendamment de l’ubiquitine. La ghréline diminue la capacité de PGC-1 à lier PPAR, 

un récepteur nucléaire partenaire de PGC-1. De plus, la ghréline réduit, de façon ligand-

dépendante, la capacité de coactivation de PGC-1 sur PPAR dans les hépatocytes. 

L’ensemble de ces résultats identifie PGC-1 comme cible du signal de la ghréline et 

suggère un axe de régulation ghréline/PGC-1/PPARUne meilleure compréhension de 

cet axe de régulation va permettre la mise en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques 

pour faire face aux pathologies associées au syndrome métabolique. 

Mots-clés : PGC-1, PPAR, GHS-R1a, ghréline, récepteurs nucléaires, 

coactivateur transcriptionnel, syndrome métabolique 
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ABSTRACT 

The adaptation of an organism to its environment is essential to its survival. Energy 

homeostasis is defined as the balance between intakes, expenses and storage of energy. An 

excess of calories disrupts this process and leads to the development of the metabolic 

syndrome that is characterized by obesity, type II diabetes, cardiovascular diseases and 

dyslipidemia. During fasting, ghrelin participates in the maintenance of energy balance by 

stimulating hepatic production of glucose and lipid storage in adipose tissue. The 

transcriptional coactivator PGC-1 is overexpressed in the liver during fasting and is 

involves in the induction of the hepatic glucose production and fatty acid oxidation. Our 

hypothesis is that these two key performers in the energy metabolism constitute a common 

axis control. 

In this study, we show that ghrelin plays a role in the regulation of PGC-1. The 

ghrelin receptor GHS-R1a is also involved because of its strong constitutive activity in 

absence of ligand. We found that GHS-R1a inhibited PGC-1transcriptional activity 

whereas adding ghrelin to cells moderated this effect. PGC-1 activation by GHS-R1a 

correlated with a dose-dependent increase of PGC-1 acetylation. The stability of PGC-1 

was also increased by ghrelin receptor in a manner involving the ubiquitin-independent 

proteasome pathway. Ghrelin decreased the ability of PGC-1 to bind to PPAR, one of its 

nuclear receptor partners. Furthermore, ghrelin decreased the ability of PGC-1 to 

coactivate PPAR in a ligand-dependent manner in hepatocytes. Together, these results 

identify PGC-1 as a metabolic target of GHSR-1a signaling and defines a new regulatory 

axis involving ghrelin/PGC-1/PPAR in hepatocytes. A better understanding of this 

regulation axis will provide novel aspects in therapeutic targeting of diseases associated 

with the metabolic syndrome. 

Keywords : PGC-1, PPAR, GHS-R1a, ghrelin, nuclear receptors, transcriptional 

coactivator, metabolic syndrome 
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1.1 L’homéostasie énergétique 

 

Depuis l’origine de la vie, les organismes vivants doivent s’adapter constamment à 

leur environnement pour assurer leur survie; que se soit face au climat, aux agents 

pathogènes ou aux ressources nutritionnelles. Les premiers concepts d’homéostasie datent 

des années 1840, durant lesquelles les études du médecin et physiologiste Claude Bernard, 

sur le fonctionnement de l’organisme, révèlent l’existence d’un « milieu intérieur » 

permettant de conserver un équilibre avec l’extérieur (Bernard 1966). Ce principe 

s’applique également à l’énergie, essentielle au maintien de la vie. L’homéostasie 

énergétique est alors le processus qui permet l’équilibre entre la consommation, le stockage 

et la dépense calorique au sein de l’organisme.  

La variation des apports nutritionnels évolue au cours de la journée et des saisons. 

L’organisme doit faire face efficacement aux moments de festin comme aux périodes de 

famine. Dans les pays développés, où l’alimentation est de plus en plus grasse et sucrée, le 

corps tente également de s’adapter aux excès à long terme. Malheureusement, ce système 

n’est pas infaillible et trop d’excès mènent à des pathologies telles que l’obésité et le 

diabète de type II qui caractérisent le syndrome métabolique. 

Lors du jeûne, l’organisme est en balance énergétique négative. Il est alors 

nécessaire de protéger les organes dépendant du glucose (substrat énergétique très peu 

stocké) en maintenant une glycémie optimale. Le foie joue un rôle très important dans ce 

processus puisqu’il est responsable, dans un premier temps, de l’augmentation de la 

glycogénolyse hépatique (dégradation du glycogène) puis, dans un deuxième temps, de 

l’augmentation de la gluconéogenèse hépatique (production de glucose à partir de lactate, 

glycérol ou acides aminés). En parallèle, les acides gras (substrat majoritairement stocké) 

vont devenir les principales sources énergétiques (augmentation de l’oxydation des acides 

gras). La régulation de cette adaptation est majoritairement hormonale. Elles jouent le rôle 
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de signaux et induisent les voies de signalisation intracellulaires appropriées dans les tissus 

concernés. La régulation d’expression des gènes qui codent pour des protéines impliquées 

dans les voies métaboliques fait partie des modes de contrôle de ces hormones.  

 

1.2 La ghréline 

 

La ghréline est un peptide naturel de 28 acides aminés sécrété par l’estomac lors du 

jeûne (Figure 1). Elle est connue pour stimuler la prise alimentaire mais cette hormone 

joue également un rôle important sur la régulation du métabolisme énergétique. Cette 

section présente son récepteur, sa découverte inattendue, sa structure particulière et ses 

fonctions diverses. 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Structure de la ghréline humaine acylée 

Extrait de (Kojima 2008). 
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1.2.1 Le récepteur de la ghréline : GHS-R1a 

L’histoire de la ghréline débute en 1996, par le clonage de son récepteur Growth 

Hormone Secretagogue-receptor (GHS-R) (Howard et al. 1996). Dans les années 70, les 

recherches d’analogues d’opiacé mènent à la découverte de la première sécrétine de 

l’hormone de croissance (GHS) (Bowers et al. 1980). Il s’agit d’un composé synthétique 

(dérivé d’opiacé) capable de provoquer la sécrétion de l’hormone de croissance (GH) dans 

l’hypophyse, sans avoir d’activité opiacée. Par la suite, la création de composés analogues 

plus stables et plus efficaces a été réalisée. Grâce aux recherches effectuées sur le 

mécanisme d’action de ces composés dans l’hypophyse, il s’est avéré que la voie de 

signalisation de ces composés était différente de la voie de la somatolibérine (peptide 

endogène responsable de la sécrétion d’hormone de croissance), supposant ainsi deux types 

de récepteurs différents (Smith et al. 1997). S’engage ensuite la recherche de ce GHS-R 

dont l’activation provoque une augmentation du calcium intracellulaire. C’est grâce à une 

approche de criblage de banque d’ARNc de l’hypophyse, dans des œufs de Xenopus, que 

l’identification de GHS-R a été possible. La stimulation était effectuée avec une GHS puis 

l’augmentation du calcium intracellulaire était mesurée via l’aequorine (protéine 

luminescente sensible au calcium) (Howard et al. 1996). 

1.2.1.1 Structure 

L’analyse de l’ARNm identifié a révélé une structure de récepteur à 7 domaines 

transmembranaires et lié aux protéines G (GPCR) (Howard et al. 1996). Les GPCRs 

forment une superfamille de protéines largement représentée dans le génome qui compose  

5 grandes familles. GSH-R1a appartient à la famille A de type rhodopsine caractérisée par 

un domaine N-terminal court et certains motifs d’acides aminés conservés. Par homologie, 

le récepteur de la ghréline partage 52 % de sa séquence avec le récepteur de la motiline 

(Feighner et al. 1999). Le pré-ARNm de GHS-R code pour deux isoformes, GHS-R1a et 

GHS-R1b, issues de l’épissage alternatif. La protéine GHS-R1a est composée de 366 acides 

aminés (Figure 2).  
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Figure 2. Représentation serpentine et hélicale du GHS-R1a 

Extrait de (Holst et al. 2009). 

 

1.2.1.2 Distribution 

Le récepteur GHS-R1a est exprimé au niveau du système nerveux central et des 

tissus périphériques. Dans le cerveau, il est présent dans les zones de l’hypothalamus et de 

l’hypophyse impliquées dans la régulation de la sécrétion d’hormone de croissance, mais 

également dans les noyaux hypothalamiques qui contrôlent de la balance énergétique  

(Guan et al. 1997, Cowley et al. 2003). Parmi les organes périphériques, GHS-R1a a été 

détecté dans l’estomac, l’intestin, les reins, la rate et le myocarde ainsi que dans plusieurs 

glandes endocrines, comme les gonades, le pancréas, les glandes surrénales et la glande 

thyroïde (Gnanapavan et al. 2002). Les lymphocytes T, les neutrophiles et les monocytes du 

système immunitaires semblent également exprimer GHS-R1a (Hattori et al. 2001, Dixit et 

al. 2004). 
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1.2.1.3 Signalisation 

La liaison de la ghréline à son récepteur induit la signalisation cellulaire. Après     

20 minutes, le récepteur est rapidement phosphorylé et le recrutement des -arrestines à la 

place des protéines G induit la désensibilisation (Camina et al. 2004). GHS-R1a est par la 

suite internalisé avec son ligand. Une fois dans les endosomes, la ghréline est dégradée.  

(Pantel et al. 2006). Le récepteur est ensuite recyclé lentement à la membrane. Le nombre 

de GHS-R1a exposé à la surface revient à son niveau basal après 3 à 6 heures (Camina et 

al. 2004). Il a été démontré que la formation du complexe stable de GHS-R1a avec les      

-arrestines peut induire une voie de signalisation alternative du récepteur (Camina et al. 

2007).  

 

Les différentes voies de signalisation du récepteur GHS-R1a engendrées par la 

liaison de son ligand semblent tissu-spécifiques. La première voie de signalisation 

identifiée dans les cellules de l’hypophyse correspond à une voie classique des GPCRs 

(Figure 3) (Adams et al. 1995, Lei et al. 1995, Chen et al. 1996). GHS-R1a est couplé avec 

les protéines Gq11. En présence du ligand, le récepteur active les protéines Gq11 qui 

activent la phospholipase C (PLC) et engendre la production des messagers secondaires 

inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). L’augmentation d’IP3 induit 

l’augmentation du calcium dans le cytosol qui permet la translocation de la protéine kinase 

C (PKC) à la membrane plasmique où elle est activée par sa liaison avec le calcium et sa 

phosphorylation par DAG. L’élévation de la concentration du calcium intracellulaire 

stimule la sécrétion de GH (Herrington et al. 1994).  
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Figure 3. Signalisation classique de GHS-R1a en présence de ligand 

 

Par la suite, de nombreuses autres études ont révélé différentes voies de 

signalisation selon les types cellulaires pouvant faire intervenir d’autres récepteurs. Par 

exemple, l’hétérodimérisation de GHS-R1a et du récepteur cannabinoide de type 1 (CB1) a 

été rapportée dans l’hypothalamus (Kola et al. 2008, Alen et al. 2013, Lim et al. 2013). 

Dans les cellules  du pancréas, la transduction du signal est effectuée via la sous-unité Gi2 

(Dezaki et al. 2007). Dans le foie, c’est la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3-K)/AKT qui 

est impliquée (Murata et al. 2002). Les voies des MAPKs peuvent également être activées 

comme par exemple dans les adipocytes (Lodeiro et al. 2009) et les cellules de la glande 

surrénale (Mazzocchi et al. 2004). Cette voie des MAPKs semble être la voie alternative 

stimulée par les-arrestines dans les cellules de rein humain HEK293 (Holliday et al. 

2007).  
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1.2.1.4 Activité constitutive 

La plupart des GPCRs ont été décrit comme possédant une activité constitutive,  

c'est-à-dire qu’ils peuvent être dans un état actif et engendrer un signal en absence de leur 

ligand  (Costa et al. 2005). D’après une étude effectuée dans les cellules HEK293 

transfectées, l’augmentation du messager secondaire IP3 en absence de ligand représente  

50 % de l’activité totale de GHS-R1a (Holst et al. 2003). Les domaines et résidus impliqués 

dans cette activité basale ont été identifiés (Holst et al. 2004) (Schwartz et al. 2006). 

L’activité constitutive est estimée à 40 % de l’activité maximale dans un système in vitro 

de disque lipidique (Damian et al. 2012). Ces résultats ont également été confirmés in vivo, 

dans l’hypothalamus, grâce à l’administration d’un antagoniste (Petersen et al. 2009). Les 

voies de signalisation par lesquelles GHS-R1a transmet son signal en absence de ligand 

n’ont pas encore été identifiées. Néanmoins, il semblerait que la transduction du signal soit 

différente selon la présence ou non du ligand. Par exemple, dans les cellules HEK293 

transfectées avec le vecteur d’expression du GHS-R1a, l’activation des voies des MAPKs 

n’est pas observée en absence de son ligand (Chu et al. 2007). 

L’activité constitutive de GHS-R1a est régulée selon son expression à la surface de 

la membrane plasmatique. Ce récepteur détient la capacité de s’internaliser en absence de 

son ligand, contrairement à d’autres GPCRs constitutivement actifs (Holst et al. 2003). Ce 

phénomène n’est cependant pas comparable à l’internalisation du récepteur en présence de 

ghréline. Effectivement, en absence de ligand, les GHS-R1a endocytés ne sont pas 

phosphorylés et ne recrutent pas les-arrestines (Mary et al. 2012). Le recrutement des     

-arrestines de façon ligand-dépendante explique pourquoi la voie des MAPKs n’est pas 

activée en absence de ghréline. L’internalisation est indépendante de l’environnement 

cellulaire puisqu’elle se produit également dans un système in vitro de disque lipidique. 

(Damian et al. 2012). 

L’implication physiologique de l’activité constitutive de GHS-R1a n’est pas encore 

bien comprise. Il s’avère que les lignées de souris qui possèdent une invalidation totale 
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pour le gène Ghs-r1a (Ghs-r1a


) ont un phénotype comparable à celui des souris 

sauvages. Afin de mieux comprendre le rôle de GHS-R1a, une approche alternative 

intéressante est l’identification, chez l’homme, de mutations naturelles grâce à une analyse 

génétique. La caractérisation au niveau cellulaire de ces mutations permettra d’en 

comprendre l’effet sur l’activité de GHS-R1a ligand-dépendante ou non. Ainsi une 

mutation de deux familles avec un phénotype de petite taille a permis de révéler 

l’importance de l’activité constitutive du récepteur de la ghréline dans la croissance (Pantel 

et al. 2006). D’une façon générale, GHS-R1a est un récepteur dont la signalisation est tissu-

spécifique. Son activité constitutive lui confère une importance capitale dans la 

transmission et la régulation de l’action de la ghréline. 

 

L’isoforme 1b, formée des 5 premiers domaines transmembranaires, est quant à lui 

exprimé de façon ubiquitaire. Le récepteur GHS-R1b ne lie pas la ghréline et ne possède 

pas d’activité de signalisation (Howard et al. 1996). Cependant, il détient la capacité de 

former un hétérodimère avec GHS-R1a. Il a été démontré dans les cellules HEK293 

transfectées que la présence de GHS-R1b réduit l’activité constitutive de GHS-R1a en 

réduisant son expression à la surface de la cellule (Chow et al. 2012). 

 

1.2.2 Identification de la ghréline 

A la fin des années 90, l’équipe du Dr Kenji Kangawa débute leur projet de 

recherche du ligand endogène du récepteur GHS-R1a (Kojima 2008). Pour atteindre leurs 

objectifs, les auteurs ont mis au point un système basé sur la mesure du calcium 

intracellulaire de cellules transfectées. Des extraits protéiques de cerveau, principal lieu 

d’expression du récepteur, sont ajoutés ou non dans le milieu. Les signaux positifs obtenus 

par la liaison du GHS-R1a avec certains GHS comme l’hexareline leur ont permis de 

calibrer leur système. Sans grand succès, ils décident de rechercher le ligand endogène 
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inconnu du récepteur de la motiline (GPR38), très homologue au GHS-R1a, en espérant 

ensuite identifier par homologie de séquence le ligand endogène du GHS-R1a (Kojima 

2008). Le GPR38 étant très exprimé dans l’estomac, leurs premiers essais portent sur des 

extraits protéiques d’estomac. A leur grande surprise, ces mêmes extraits induisent une très 

forte augmentation du calcium intracellulaire dans les cellules transfectées par le récepteur 

GHS-R1a. Persuadés d’un artefact, ils se rendent compte par la suite que seulement 

quelques mg d’extrait de peptide suffisent à engendrer un fort signal positif. La ghréline fut 

ainsi identifiée par cette même équipe en 1999 (Kojima et al. 1999). 

 

1.2.3 Synthèse et structure de la ghréline 

La ghréline est majoritairement sécrétée par les cellules X/A-like de la muqueuse de 

l'estomac. Elle peut également être exprimée dans d’autres organes périphériques tels que 

l’intestin, le pancréas, les reins, les poumons, les glandes surrénales, le foie, la vésicule 

biliaire, les muscles, la rate et la thyroïde (Gnanapavan et al. 2002). Le gène humain de la 

ghréline est localisé sur le chromosome 3p25-26. Il encode un précurseur de 177 acides 

aminés, la prépro-ghréline (Kojima et al. 1999). La prépro-ghréline est clivée en deux 

peptides : la ghréline et l’obestatine (Figure 4). La séquence de la ghréline a été identifiée 

par l’équipe du Dr Kenji Kangawa grâce à la méthode Edman dégradation. Le peptide se 

compose de 28 acides aminés (Figure 1) (Kojima et al. 1999). Le troisième acide aminé a 

été difficilement caractérisé du fait de sa modification (Kojima 2008). En effet, la sérine 3 

possède un groupement acyl (acide octanoïque) qui confère à la ghréline toute son activité. 

Cette η-octanoylation est une modification post traductionnelle effectuée par                  

l’O-acétyltransférase de la ghréline (GOAT) découverte en 2008 parmi les membres de la 

famille des O-acétyltransférases liées à la membrane (MBOATs) (Yang et al. 2008). La 

ghréline est le premier peptide naturel sur lequel on a rapporté une modification post-

transcriptionnelle d’acylation.  



 

 

 

25 

La forme désacylée de l’hormone (désacyl-ghréline) est également sécrétée. Elle 

représente 90 % de la ghréline totale circulante dans le sang (Patterson et al. 2005). Bien 

qu’elle ne soit pas capable de lier GHS-R1a, il semblerait qu’elle provoque des effets 

physiologiques via un autre récepteur inconnu (Granata et al. 2007, Chung et al. 2008). 

Certains de ces effets seraient inverses à ceux de la ghréline acylée. (Broglio et al. 2004, 

Gauna et al. 2005).  

 

Figure 4. Synthèse de la ghréline 

Modifié à partir de (Lim et al. 2011). 
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1.2.4 Activités biologiques de la ghréline  

Outre son action sur la sécrétion de GH, la ghréline est impliquée dans d’autres 

processus dont la régulation de l’homéostasie énergétique (Figure 5). La ghréline est 

sécrétée lors du jeûne. Son action à court terme est de stimuler la prise alimentaire en 

induisant un signal au niveau de l’hypothalamus. A long terme, elle agit au niveau des 

tissus périphériques pour maintenir l’équilibre énergétique. 

 

 

Figure 5. Fonctions biologiques principales de la ghréline 

Extrait de (Gil-Campos et al. 2006). 
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1.2.4.1 Effets neuroendocrines 

Le premier effet démontré de la ghréline a été sa capacité à stimuler la sécrétion de 

GH dans l’hypophyse. Cette action, dose-dépendante, s’effectue via le GHS-R1a et de 

façon synergique avec celle du neurohormones GH-releasing hormone (GHRH, 

somatolibérine) sécrété par l’hypothalamus (Takaya et al. 2000, Hataya et al. 2001). Cela 

indique qu’il s’agit de deux signalisations indépendantes. Toutefois, il semblerait que la 

ghréline nécessite l’intégrité de la fonction du système GH-releasing hormone pour agir 

(Tannenbaum et al. 2003). La ghréline stimule également faiblement la sécrétion de 

l'hormone adrénocorticotrope (ACTH), du cortisol et de la prolactine (Arvat et al. 2001). 

De plus, l’injection de ghréline inhibe la sécrétion de l’hormone lutéinisante (LH), une 

hormone gonadotrope sécrétée par l’hypophyse (Furuta et al. 2001).  

1.2.4.2 Effets orexigéniques 

L’effet le plus connu de la ghréline est sans doute sa capacité à stimuler la prise 

alimentaire via son action sur les noyaux arqués de l’hypothalamus. Chez l’homme, la 

concentration de la ghréline dans le sang augmente pendant le jeûne puis diminue après un 

repas ou une ingestion de glucose (Tschop et al. 2000) (Cummings et al. 2001). 

L’expression de la ghréline semble également inversement corrélée avec l’insulinémie 

(Purnell et al. 2003), bien que ceci ait été contredit par l’équipe du Dr Luger qui suggère 

que la ghréline n’est régulée ni par l’insuline ni par le glucose (Schaller et al. 2003). 

Les premières expériences révélant l’action orexigènique de la ghréline ont été 

effectuées par l’équipe du Dr Heiman qui démontre qu’une administration intra-cerebro-

ventriculaire chez le rat augmente la prise alimentaire et la prise de poids à court terme 

(Tschop et al. 2000). Des études électro-physiologiques confirment ces résultats en 

démontrant l’effet de la ghréline sur l’activation des neurones des noyaux arqués (NPY) 

(Traebert et al. 2002, Riediger et al. 2003). L’effet orexigénique de la ghréline est 

dépendant de son récepteur GHS-R1a mais aussi du récepteur CB1 (Kola et al. 2008, Alen 

et al. 2013, Lim et al. 2013). Lors de l’utilisation de ghréline exogène, il est possible de ne 
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pas induire cet effet en utilisant une faible dose injectée (200 μg/injection) (Barazzoni et al. 

2007). 

1.2.4.3 Effets sur le métabolisme énergétique 

Lors du jeûne prolongé, la ghréline a pour rôle de maintenir l’homéostasie 

énergétique. De ce fait, elle va entre autres augmenter le stock lipidique dans le tissu 

adipeux, augmenter la production de glucose au niveau du foie et diminuer la production 

d’insuline par le pancréas. La ghréline réduit la lipolyse et induit la différenciation in vitro 

des pré-adipocytes (Choi et al. 2003). Chez le rat, une injection quotidienne de ghréline 

induit l’adipogénèse. Ceci s’accompagne de l’augmentation du quotient respiratoire 

traduisant une diminution de l’utilisation des lipides au profit des glucides (Tschop et al. 

2000).  

 

Au niveau du foie, l’insuline inhibe la gluconéogenèse via la voie de signalisation 

IRS/PI3-K/AKT qui mène notamment à la répression du gène de la phosphoénolpyruvate 

carboxykinase (PEPCK). Dans des cellules hépatiques, des évidences montrent que la 

ghréline module la signalisation de l’insuline en inhibant AKT ce qui favorise la 

gluconéogenèse (augmentation de l’expression de PEPCK) (Murata et al. 2002). In vivo, 

chez le rat, deux injections quotidiennes de ghréline pendant 4 jours engendrent une 

hyperglycémie. Chez ces animaux, la ghréline diminue la phosphorylation d’AKT 

hépatique, ce qui induit la gluconéogenèse (Barazzoni et al. 2007). Dans le même sens, il a 

été démontré qu’un traitement à la ghréline provoque, dans des hépatocytes primaires de 

porc à jeun, une augmentation de la production de glucose (Gauna et al. 2005). De plus, la 

ghréline provoque une déphosphorylation de la kinase activé par l’AMP (AMPK) dans le 

foie de rat, ce qui induit les gènes d’enzymes lipogéniques (acetyl-CoA carboxylase, ACC 

et synthétase des acides gras, FAS), glycogéniques (Glucose-6-Phosphatase, G6-Pase) et 

impliqués dans la phosphorylation oxydative (uncoupling protein 2, UCP2) (Barazzoni et 
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al. 2005). Cet effet de la ghréline sur l’AMPK dans le foie a été démontré dépendante de 

GHS-R1a (hépatique ou non) (Lim et al. 2013). En accord avec ces résultats, un effet 

négatif de la ghréline a également été observé sur la β-oxydation hépatique de rat (Rigault 

et al. 2007). D’après cette même étude, le rôle de la ghréline dans la régulation de 

l’oxydation des acides gras dans le foie ne serait pas direct (effets observés lorsque le 

traitement est réalisé dans l’animal, pas lorsque les cellules primaires sont traitées). Enfin, 

chez l’humain, un apport de ghréline exogène à long terme provoque également une 

hyperglycémie (Vestergaard et al. 2008). 

 

La ghréline module également la sécrétion d’insuline par le pancréas. In vitro, un 

traitement ghréline sur des cellules de pancréas en culture inhibe la sécrétion d’insuline en 

réponse au glucose (Colombo et al. 2003). Il en est de même, dans les modèles animaux 

(Reimer et al. 2003). De plus, chez l’humain, un apport de ghréline exogène provoque une 

hypoinsulinémie qui revient à la normale lorsque que l’administration est stoppée 

(Vestergaard et al. 2008). L’hypoinsulinémie peut être expliquée par une action répressive 

de la ghréline sur la libération d’insuline dans le pancréas (Dezaki et al. 2004).  

 

L’administration de ghréline a également été réalisée chez des patients déficients en 

GH ou en présence de somatostatine (neuro-hormone antagoniste qui inhibe la libération de 

GH) (Gauna et al. 2005, Vestergaard et al. 2008). Dans tous les cas, les effets 

diabétogéniques du traitement ghréline sont constatés (hyperglycémie, augmentation du 

taux d’acide gras libre et diminution de l’insulinémie). Ceci démontre que l’action de la 

ghréline sur ces tissus périphériques est indépendante de la présence de GH.  
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1.2.5  Modèles animaux 

Le phénotype métabolique basal des souris dont les gènes Ghs-r1a (Ghs-r1a


) et 

Ghréline (Ghr


) ont été invalidés est comparable au phénotype sauvage. Le mutant double 

(Ghs-r1a, Ghr


 montre une faible réduction de la dépense énergique (Pfluger et al. 2008). 

Un test de tolérance au glucose révèle une sécrétion de l’insuline et une clairance du 

glucose plus rapide chez la souris Ghr


 que chez la souris sauvage (Sun et al. 2003, 

Dezaki et al. 2004) 

Une déficience de l’enzyme GOAT responsable de l’octanoylation de la ghréline 

révèle une augmentation des dépenses énergétiques, une diminution modérée 

d’accumulation de gras et une glycémie normale (Kirchner et al. 2009). En condition de 

restriction calorique, ces souris présentent une forte incapacité à maintenir leur glycémie 

(insulinémie normale). Un jeûne de 7 jours suffit à les rendre mourantes tandis qu’une 

injection de ghréline améliore leur état de santé (Zhao et al. 2010). 

 

1.3 La régulation génique 

 

1.3.1 Les récepteurs nucléaires 

La superfamille des récepteurs nucléaires regroupe des facteurs de transcription de 

structure semblable qui sont activés directement par des ligands dans le but de réguler 

l’expression de gènes cibles. Cette régulation est centrale dans bon nombre de grands 

processus cellulaires tels que le développement et le métabolisme. Les récepteurs nucléaires 

sont classés en trois familles selon la nature de leur ligand (Moore et al. 2002). 
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La première famille est composée des récepteurs stéroïdiens qui fonctionnent en 

homodimères (ligands hormonaux). Il s’agit par exemple du récepteur des estrogènes (ER) 

et du récepteur des glucocorticoïdes (GR). Le second groupe comprend les récepteurs 

reconnus par des ligands dérivés des acides gras alimentaires. Ils fonctionnent en 

hétérodimères avec le retinoic X receptor (RXR). Parmi ceux-ci : les peroxisome 

proliferator-activated factor (PPAR), le liver X receptor (LXR) et le farnesoid X receptor 

(FXR) sont comptés. Enfin le troisième groupe correspond aux récepteurs nucléaires 

orphelins (sans ligand connu) tels que le human nuclear factor 4 (HNF4) et le estrogen-

related receptor  (ERR). 

La structure des récepteurs nucléaires, commune à toutes les familles, est composée 

de six domaines distincts, désignés de A à F (depuis l’extrémité N-terminale jusqu’à 

l’extrémité C-terminale) (Laudet et al. 1992). Le domaine A/B est responsable de la 

fonction d’activation ligand-indépendante (AF-1). Le domaine de liaison à l’ADN (DBD, 

domaine C) est hautement conservé et contient deux motifs en doigts de zinc 

(Khorasanizadeh et al. 2001). La partie D forme une région charnière qui maintient 

l’intégrité de la structure (Ylikomi et al. 1992). Le domaine E est responsable de la liaison 

au ligand (LBD) et de la fonction d’activation ligand-dépendante (AF-2). Le domaine F, 

dont la fonction reste inconnue, n’est pas présent chez tous les récepteurs nucléaires. 

La fonction des récepteurs nucléaires est en lien direct avec leur structure. D’une 

part, via leur DBD, ils reconnaissent des séquences spécifiques des promoteurs des gènes 

cibles, typiquement formées de deux motifs hexa-nucléotidiques séparés par quelques 

nucléotides. D’autre part, via leur domaine LBD, les récepteurs nucléaires peuvent former 

des dimères avec d’autres récepteurs nucléaires et lier leur ligand (Nagy et al. 2004). 

Lorsque le ligand active le récepteur, il se produit un changement de conformation qui rend 

possible le recrutement de cofacteurs. C’est la liaison avec ces cofacteurs qui va permettre 

la transcription ou non des gènes cibles. 
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1.3.2 Les cofacteurs 

L’activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires est possible grâce au 

recrutement des cofacteurs (coactivateurs ou corépresseurs) (Figure 6). En règle générale, 

le récepteur nucléaire est lié à des corépresseurs jusqu’à ce que la présence de son ligand lui 

permette d’interagir avec les coactivateurs. Des exceptions existent néanmoins pour 

certains corépresseurs dont leur liaison avec le récepteur nucléaire est ligand-dépendante. 

Les activités enzymatiques de ces cofacteurs sont nombreuses. Les complexes activateurs 

sont essentiellement des remodeleurs de la chromatine et des acétyltransférases des histones 

(HAT) qui permettent la décondensation de la chromatine puis la liaison des facteurs 

généraux de la transcription (initiation de la transcription). Les complexes corépresseurs 

quand à eux, sont essentiellement des histones desacétylases tels que le répresseur du 

récepteur nucléaire (NCoR) et le médiateur silencieux des rétinoïdes et de l’hormone 

thyroïdienne (SMRT) (Perissi et al. 2005). La plupart des cofacteurs ne présentent par de 

spécificité tissulaire d’expression, à l’exception notable du peroxisome proliferator 

activator receptor  coactivator-1 (PGC-1). 
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. 

Figure 6. Complexes coactivateurs et corépresseurs nécessaires à la régulation 

transcriptionnelle via les récepteurs nucléaires 

Les complexes de coactivateurs sont représentés en vert et les complexes de corépresseurs en rouge. Extrait 

de  (Perissi et al. 2005). 
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 Le coactivateur transcriptionnel PGC-1

 

Pendant longtemps, les facteurs de transcription liés à l’ADN ont représenté 

l’essentiel des études effectuées sur la régulation de la transcription. Depuis quelques 

années, de nouvelles évidences portent à croire que la modulation de l’expression génique 

est également due à la régulation tissus-spécifique ou condition-spécifique des cofacteurs 

impliqués. L’un des premiers exemples a sans doute été le Peroxisome proliferator-

activated receptor  coactivator-1 (PGC-1) découvert en 1998. A cette époque, les 

processus de différenciation des adipocytes bruns spécialisés dans la thermogénèse 

adaptative en réponse au froid, commençaient à être mieux compris. L’implication du 

récepteur nucléaire PPAR a été démontré et son activation s’est révélée tissus-spécifique 

(Sears et al. 1996). Dans le but d’étudier les coactivateurs de ce récepteur nucléaire 

l’équipe du Dr Spiegelman a entrepris une recherche de partenaire de PPAR par une 

approche de système double hybride en levure (criblage de banque d’ADNc d’adipocyte 

brun). Ils découvrent alors qu’un partenaire, nommée PGC-1, lie et active PPAR 

lorsqu’il est induit en condition de froid. Ce coactivateur transcriptionnel s’avère essentiel 

dans la régulation du processus de thermogénèse via la biogénèse mitochondriale 

(Puigserver et al. 1998). Depuis, de nombreuses autres fonctions telle que son implication 

dans la régulation du métabolisme gluco-lipidique hépatique lors du jeûne lui ont été 

associées. 

Deux homologues de PGC-1 ont par la suite été découverts et composent 

maintenant la famille des PGC-1 : PGC-1 et PGC-1-related coactivator (PRC). Ces trois 

protéines possèdent des parties N-terminale et C-terminale conservées. D’après leur profil 

d’expression et les régulations qui en découlent, certaines de leurs fonctions biologiques 

semblent être communes à celles de PGC-1 tandis que d’autres concernent différents 

processus cellulaires (Lin et al. 2002). 
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1.4.1 Structure de PGC-1 

Le coactivateur transcriptionnel PGC-1 est une protéine de 798 acides aminés 

dépourvue d’activité enzymatique et dotée d’une structure permettant de nombreuses 

interactions protéine-protéine (Figure 7). La partie N-terminale de ce cofacteur possède un 

domaine activateur qui interagit avec les complexes d’histone acétylase dont le steroid 

receptor coactivator 1 (SRC-1) et cAMP response element binding protein (CREB) binding 

protein/p300 (CBP/p300) (Puigserver et al. 1999). La liaison entre PGC-1 et ses 

partenaires facteurs de transcription s’effectue grâce aux motifs riches en leucine (L1, L2 et 

L3). S’en suit une région inhibitrice cible de modifications post traductionnelles. La partie 

C-terminale lie les complexes thyroid receptor-associated protein (TRAP)/vitamin D 

receptor-interacting protein (DRIP)/Mediator facilitant ainsi l’interaction avec la 

machinerie de transcription (Wallberg et al. 2003). Cette même partie détient un motif de 

reconnaissance et de liaison à l’ARN (RRM) et un domaine riche en résidus arginine et 

sérine (RS), caractéristique des protéines régulatrices de l’épissage.  

 

 

Figure 7. Structure du coactivateur transcriptionnel PGC-1 

Extrait de (Tiraby et al. 2005). 
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1.4.2 Régulation de PGC-1 

L’homéostasie énergétique est un processus qui permet l’équilibre entre l’apport, le 

stockage et les dépenses énergétiques. Pour que l’organisme puisse s’adapter, il est 

nécessaire que cet équilibre soit robuste et flexible. Le coactivateur transcriptionnel     

PGC-1, qui joue un rôle central dans cette adaptation, doit être finement régulé aussi bien 

au niveau de son expression, de sa localisation spatiale, de sa stabilité que de son activité. 

La modulation de la quantité protéique de PGC-1 intervient dans une réponse à long 

terme tandis que les modifications post-traductionnelles sont impliquées en premier lieu en 

réponse rapide aux stimuli aigus. Deux importantes caractéristiques de PGC-1 sont d’une 

part son induction suite à différents stimuli spécifiques et d’autre part ses effets tissu-

spécifiques. 

1.4.2.1 Régulation transcriptionnelle 

La transcription de PGC-1 est stimulée par différents facteurs selon le tissu 

concerné. D’une façon générale, PGC-1 est surexprimé dans les situations de manque 

d’énergie (exercice, exposition au froid et jeûne) (Annexe 1). Au sein du muscle, 

l’expression de PGC-1 est induite suite à un exercice (Goto et al. 2000, Baar et al. 2002, 

Norrbom et al. 2004). Au point de vue moléculaire cela se traduit par une augmentation du 

calcium intracellulaire due à la stimulation nerveuse. Il va alors se produire d’une part 

l’activation de Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase IV (CaMKIV) qui phosphoryle 

le facteur de transcription CREB et d’autre part l’activation de calcineurin A (CnA) qui 

active à son tour les myogenic transcription factors myocyte enhancer factor 2C (MEF2C) 

et MEF2D (Handschin et al. 2003). L’exercice engendre également l’activation de p38 

mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) qui, par la suite, active MEF2 et activating 

transcription factor 2 (ATF2), deux facteurs de transcription qui induisent l’expression de 

PGC-1 via les éléments de réponse MEF2 et CRE respectivement (Akimoto et al. 2005). 

Il a également été démontré que l’AMPK activée lors de l’exercice pourrait également 
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jouer un rôle dans l’augmentation de l’expression de PGC-1 à long terme mais le 

mécanisme moléculaire reste inconnu (Suwa et al. 2003). L’insuline semble être impliqué 

dans la répression de PGC-1 dans le muscle en activant AKT qui phosphoryle et désactive 

le facteur de transcription forkhead box class-O (foxO1) (Southgate et al. 2005). 

 

Au sein du tissu adipeux brun et du muscle, une exposition aux basses températures 

induit l’expression de PGC-1(Puigserver et al. 1998, Wu et al. 1999). Cette condition 

environnementale est détectée par le système nerveux sympathique via les récepteurs 

adrénergiques (AR). Il a été démontré que l’expression de PGC-1 était modulée via le  

3-AR dans les deux tissus (Boss et al. 1999, Gomez-Ambrosi et al. 2001). L’activation de 

ce type de récepteur engendre une signalisation via le messager secondaire adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) qui active la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle le 

facteur de transcription CREB. Dans les adipocytes bruns, il a été démontré que p38MAPK 

était également impliqué dans la signalisation de l’AMPc (Cao et al. 2004). 

Dans le foie, c’est le jeûne qui induit l’expression de PGC-1(Yoon et al. 2001). 

Ceci se traduit par une stimulation au glucagon (hormone pancréatique sécrété en situation 

de manque d’énergie) qui augmente l’AMPc et donc active PKA (Herzig et al. 2001). A 

l’inverse, l’insuline réduit l’expression de PGC-1 via AKT (Southgate et al. 2005). Les 

acides gras libres sont capables d’induire l’expression de PGC-1 via l’activation de 

p38MAPK (Collins et al. 2006). L’induction de l’expression de PGC-1 en réponse au 

jeûne est réduite lorsque l’AMPK est activée, la translocation du coactivateur 

transcriptionnel de CREB (TORC2) dans le noyau étant bloquée (Shaw et al. 2005).  

 



 

 

 

38 

1.4.2.2 Modifications post-traductionnelles 

Tout au long de sa séquence, PGC-1 possède des sites ciblés par de nombreuses 

modifications post-traductionnelles (Figure 8) qui modulent son activité, sa stabilité ou sa 

localisation cellulaire. Jusqu’à maintenant il a été démontré que PGC-1 pouvait subir des 

modifications de types acétylation, phosphorylation, ubiquitination, méthylation et 

glycolysation impliquant une -N-acetylglucosamine (GlcNAcylation) (Fernandez-Marcos 

et al. 2011). Seules les trois premières seront exposées.  

 

Figure 8. Régulation post traductionnelle de PGC-1

Extrait de (Fernandez-Marcos et al. 2011). 
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1.4.2.2.1 Acétylation 

L’acétylation est une modification caractérisée par l’ajout d’un groupement acétyl 

sur un résidu lysine. La réaction inverse est appeler la désacétylation. Les enzymes 

responsables de ces réactions sont les acétyltransferases et les desacétylases, 

respectivement. Les voies métaboliques (cataboliques ou anaboliques) de la majorité des 

macronutriments conduisent à la formation d’acétyl-coA et du coenzyme nicotinamide 

adenine dinucleotide (NAD
+
). Le premier est le substrat des acétyltransferases et le second 

des desacétylases NAD-dépendantes. C’est pour cela que l’acétylation est courant dans la 

régulation des protéines impliquées dans l’homéostasie énergétique. Treize résidus lysine 

ont été identifiés dans la séquence de PGC-1 (Rodgers et al. 2005). L’état d’acétylation de 

PGC-1 est directement lié au statut énergétique de la cellule puisqu’il est augmenté en 

conditions d’excès énergétique (activité réduite) et diminué en condition de restriction 

calorique (activité augmentée).  

 

Plusieurs acétyltransferases sont capables de lier PGC-1 mais une seule a été 

démontrée comme responsable de son acétylation : GCN5 (Lerin et al. 2006). Ceci se 

traduit par une diminution de l’activité transcriptionnelle de PGC-1 en test d’activité de 

gène rapporteur mais aussi par une diminution de l’induction d’expression des gènes de la 

gluconéogenèses hépatique in vitro et in vivo (Lerin et al. 2006). Il a également été 

démontré qu’une surexpression de GCN5 induisait une relocalisation de PGC-1 dans des 

focis nucléaires causant l’éloignement du coactivateur vis-à-vis de ces promoteurs cibles 

(Lerin et al. 2006).  

L’acétylation de PGC-1 est régulée par l’activité de GCN5 (Figure 9). Des 

évidences démontrent que l’expression de GCN5 est augmentée par la présence du steroid 

receptor coactivator protein (SRC-3) lui-même induit chez l’animal en condition de régime 

alimentaire riche (Coste et al. 2008). Une étude récente démontre que l’acétylation de  
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PGC-1 peut également être régulée par un signal hormonal. C’est le cas du glucagon qui 

induit l’expression et la phosphorylation de Cbp/p300-interacting transactivator 2 

(CITED2) via l’activation de la PKA. CITED2 inhibe l’acétylation de PGC-1 en liant 

GCN5. L’insuline va produire l’effet inverse puisqu’elle inhibe l’interaction CITED-GCN5 

de façon PI3-K/AKT dépendante (Sakai et al. 2012). L’acétylation de PGC-1 est 

également modulée selon la disponibilité du substrat de GCN5 (Figure 9). Le pool 

d’acétyl-coA est en partie dépendant du citrate (dérivé du glucose) produit par l’enzyme 

adénosine triphosphate (ATP) citrate lyase (ACL) (Wellen et al. 2009). Il a été observé que 

la réduction d’expression d’ACL bloque l’acétylation des histones dans le noyau tout 

comme la réduction d’expression de GCN5 (Wellen et al. 2009). Il est alors possible 

d’envisager que l’enzyme ACL joue un rôle dans l’action de GCN5 au niveau des 

coactivateurs également.  

 

La seule désacétylase connue comme responsable de la désacétylation in vivo et in 

vitro de PGC-1par liaison directe est la protéine Sirtuin (Sirt1) (Nemoto et al. 2005, 

Rodgers et al. 2005). Il a été rapporté qu’une surexpression de Sirt1 induit l’expression des 

gènes de la gluconéogenèses cibles de PGC-1 dans le foie (Rodgers et al. 2007). De la 

même façon, dans le muscle, une modulation de l’expression de Sirt1 module l’expression 

des gènes cibles de PGC-1 (Lagouge et al. 2006). Il semble également que la 

désacétylation de PGC-1 est dépendante de sa phosphorylation par AMPK (Canto et al. 

2009). L’effet activateur de Sirt1 sur PGC-1 n’est pas encore bien établi. Il semblerait 

que, selon les gènes cibles observés, Sirt1 peut voir un effet répresseur comme c’est le cas 

pour les gènes de la glycolyse dans le foie (Rodgers et al. 2005). De plus, des essais 

d’activité en gène rapporteur révèlent un effet inhibiteur de Sirt1 justifié par un recrutement 

possible de corépresseurs (Nemoto et al. 2005).  

Trois mécanismes semblent réguler la desacétylation de PGC-1 par Sirt1 ; le 

niveau protéique de Sirt1, l’activité de Sirt1 selon la quantité de NAD
+
 et l’activité de Sirt1 
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selon ses modifications post traductionnelles ou la liaison avec d’autres facteurs (Figure 9). 

L’expression de Sirt1 est induite en cas de restriction calorique (implication du facteur de 

transcription FoxO3a ou du corépresseur CtBP) et réprimée en cas de surplus nutritionnel 

(via le facteur de transcription ChREBP) (Nemoto et al. 2005, Zhang et al. 2007, Noriega et 

al. 2011). Grâce à la surexpression de l’enzyme nicotinamide phosphoribosyltransferase 

(NAMPT), responsable de la transformation du nicotinamide en nicotinamide 

mononucleotide (qui forme ensuite le NAD
+
), il est possible de moduler l’activité de Sirt1. 

Ceci démontre la régulation de cette désacétylase via la quantité de son substrat (Revollo et 

al. 2004). L’augmentation des niveaux de NAD
+
 dans les conditions de manque énergétique 

comme le jeûne et l’exercice a été observé dans de nombreux tissus. A contrario, dans les 

situations de surplus énergétique comme lors d’un apport nutritionnel riche, les niveaux de 

NAD
+
 diminuent (Revollo et al. 2013). Ceci impliquerait le ratio AMP/ATP qui active 

l’AMPK et engendre l’augmentation des niveaux de NAD
+
 de façon NAMPT-dépendante 

(Fulco et al. 2008) ou NAMPT-indépendante (Canto et al. 2009). L’activité de Sirt1 est 

également modulée par sa phosphorylation, sa SUMOylation et sa méthylation (Revollo et 

al. 2013). La liaison de Sirt1 avec des protéines régulatrices telles que AROS ou DBC1 

semble activer et inhiber respectivement Sirt1 (Revollo et al. 2013). 
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Figure 9. Régulation de l’acétylation/désacétylation de PGC-1 

Les flèches vertes représentent les activations tandis que les rouges représentent les inhibitions. Extrait de 

(Dominy et al. 2010). 

1.4.2.2.2 Phosphorylation 

D’une façon générale, la phosphorylation est l’ajout d’un groupement phosphate sur 

un résidu sérine, thréonine ou tyrosine. Cette modification est catalysée par une kinase 

tandis que la déphosphorylation est l’action d’une phosphatase. La séquence de PGC-1 

comporte dix sites de phosphorylation ciblés soit par l’AMPK, AKT, p38MAPK, S6 

Kinase 1 (S6K1), Glycogen synthase kinase 3 (GSK3 ou par PKA (Figure 8). Seules les 

kinases dont l’action a été la mieux caractérisée seront présentées ici. 

 

L’AMPK joue un rôle de senseur dans la régulation du métabolisme énergétique. 

Activée par une augmentation du ratio AMP/ATP, cette kinase déclenche les réactions 

cataboliques cellulaires et inhibe les réactions anaboliques dans le but de rééquilibrer la 

balance énergétique. La liaison et l’activation directe de PGC-1 par l’AMPK a été décrite 

dans le muscle en réponse à un traitement 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide 

(AICAR), activateur de l’AMPK. S’en suit une induction des gènes de la biogénèse 
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mitochondriale (Jager et al. 2007). Le rôle de l’AMPK dans la régulation de PGC-1 au 

sein du foie est moins clair. L’activation de PGC-1 induit les gènes impliqués dans la 

gluconéogenèses tandis que l’AMPK activé par AICAR ou par la metformine engendre la 

réduction des gènes de la gluconéogenèses. 

Suite à un apport nutritionnel, le pancréas sécrète l’insuline qui a une action 

hypoglycémiante en réduisant notamment la gluconéogenèses et la glycogénolyse dans le 

foie. La kinase AKT est un effecteur de la voie de signalisation de cette hormone. Dans 

cette situation de balance énergétique positive, AKT, alors activée, inhibe l’activité 

transcriptionnelle de PGC-1 en le phosphorylant (Li et al. 2007). Ceci bloque l’effet 

inducteur de PGC-1 sur l’expression de gènes impliqués dans la gluconéogenèses ou la    

-oxydation.   

L’exposition au froid dans les adipocytes bruns et l’état de cachexie dans le muscle 

induisent tous deux l’activation de la kinase p38MAPK. La cachexie est une conséquence 

d’un état de dénutrition sévère qui implique des cytokines inflammatoires. Dans le cas 

d’une stimulation aux cytokines dans le muscle, il a été démontré que p38MAPK active 

PGC-1 en phosphorylant trois sites présents dans le domaine répresseur (Puigserver et al. 

2001). La phosphorylation de PGC-1 par p38MAPK engendre d’une part l’augmentation 

de la stabilité (Puigserver et al. 2001) et d’autre part l’inhibition de la liaison                

PGC-1/corépresseurs (Fan et al. 2004). La kinase p38MAPK est également induite par 

l’exercice dans le muscle (Akimoto et al. 2005) et par les acides gras libres dans le foie 

(Collins et al. 2006). Cependant, aucune donnée n’est disponible sur la phosphorylation de 

PGC-1 par p38MAPK dans ces conditions.  

Deux nouveaux sites de phosphorylation par S6K1 ont été découverts récemment 

sur la protéine de PGC-1 (Lustig et al. 2011). Toutes deux dans le domaine riche en 

résidus arginine et sérine (RS), ces modifications altèrent l’activité transcriptionnelle de 

PGC-1 de façon promoteur-spécifique. S6K1 est activée dans le foie, par l’insuline ou des 
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acides aminés, lorsque les apports nutritionnels sont suffisants (Um et al. 2006). La 

phosphorylation de PGC-1 qui s’en suit altère sa capacité à induire les gènes de la 

gluconéogenèses mais pas de la biogénèse mitochondriale ou de la -oxydation. Les 

groupements phosphate ajoutés semblent perturber l’interaction entre PGC-1 et HNF4 

(qui implique un motif LxxLL de PGC-1 mais également son domaine RS) sans moduler 

son interaction avec d’autres partenaires tels que FoxO1, ERR et PPAR impliqués dans 

la régulation des gènes de la biogénèse mitochondriale ou de la -oxydation (Lustig et al. 

2011). 

1.4.2.2.3 Ubiquitination  

L’ubiquitination est caractérisée par l’ajout d’une ou plusieurs ubiquitines sur un 

résidu lysine suite à l’action de trois classes d’enzymes (E1, E2 et E3 ligases). La 

polyubiquitination est généralement le signal d’une dégradation dépendante du protéasome 

(chaîne formée via la lysine 48 de l’ubiquitine) ou un signal de modification protéique 

telles que la relocalisation cellulaire et le changement de conformation tridimentionnelle 

(chaîne formée via la lysine 63 de l’ubiquitine) (Passmore et al. 2004). Deux sites 

d’ubiquitination ciblés par Skp1/Cullin/F-box-cell division control 4 (SCFCdc4) ont été 

identifiés dans la séquence de PGC-1 (Olson et al. 2008). Cette liaison, phospho-

dépendante (par GSK-3 et p38MAPK), mène à la dégradation protéasomale de PGC-1. 

Ceci est en contradiction avec l’effet stabilisateur de p38MAPK sur PGC-1. Néanmoins 

ces deux régulations ne sont pas nécessairement actives dans les mêmes conditions ou les 

mêmes tissus.  

La voie de dégradation ubiquitine-dépendante n’est pas la seule dégradation 

impliquée dans la régulation du niveau protéique de PGC-1. Une nouvelle étude a 

récemment mis en évidence une dégradation ubiquitine-indépendante de PGC-1  

(Adamovich et al. 2013). Il s’agit d’une dégradation par défaut régulée par la flavoprotein 

NADH quinone oxidoreductase 1 (NQO1), une protéine située auprès de la sous unité 
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catalytique du protéasome et sensible au NADH. NQO1 lie et protège PGC-1 de la 

dégradation par défaut (Adamovich et al. 2013). Responsable de la conversion du NADH 

en NAD, NQO1 participe également à l’activation de Sirt1. Les expériences effectuées sur 

des hépatocytes primaires révèlent que NQO1, induit durant le jeûne, est essentielle dans 

l’action de PGC-1 sur gluconéogenèse et la -oxydation (Adamovich et al. 2013). 

 

Les modifications post-traductionnelles de PGC-1 sont très nombreuses et leurs 

positions n’expliquent pas toujours le mécanisme de régulation impliqué. C’est le cas des 

acétylations qui couvrent l’ensemble de la protéine. Aucun élément ne permet, pour le 

moment, de déterminer si l’acétylation est responsable d’une autre action que la 

relocalisation de PGC-1 dans les focis nucléaires. Il semblerait que l’affinité des 

interactions entre PGC-1 et ses partenaires récepteurs nucléaires reste la même (Dominy 

et al. 2010). A contrario, certaines phosphorylations se sont révélées responsables de 

conséquences mécanistiques classiques telles que la perturbation d’une interaction (par 

exemple la phosphorylation via p38MAPK). Bien qu’il existe des effets contradictoires, les 

régulations transcriptionnelles et post-traductionnelles de PGC-1 semblent impliquer un 

ensemble de facteurs redondants. 

 

1.4.3 Fonctions de PGC-1dans la régulation de l’expression génique 

Le coactivateur PGC-1 est un intermédiaire entre certains facteurs de transcription 

et la machinerie de transcription qui lui confère la capacité d’induire l’expression de gène 

cible (Figure 10). Il détient également un rôle, moins exploré, dans l’épissage de l’ARN 

messager. Ici seront présentés la majorité des gènes régulés par PGC-1 et impliqués dans 

la thermogénèse adaptative, le métabolisme des acides gras, le métabolisme du glucose et la 

détoxification des espèces réactives de l’oxygène. Le phénotype des certains modèles de 
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souris transgéniques pour lesquelles le gène de PGC-1 est invalidé (perte de fonction) sera 

présenté afin de conforter les résultats des études effectuées avec une approche de 

surexpression de PGC-1 (gain de fonction). Parmi ces modèles animaux, deux lignées de 

souris avec le gène de PGC-1 invalidé (Pgc-1
, ont été développées de façon 

indépendante par les équipes du Dr Spiegelman (Lin et al. 2004) et du Dr Kelly (Leone et 

al. 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Mécanisme d’action de PGC-1sur le promoteur de ses gènes cibles 

Extrait de (Finck et al. 2007).  
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1.4.3.1 La thermogénèse adaptative 

La thermogénèse adaptative est un processus physiologique qui permet la 

production de chaleur en réponse à un stimulus environnemental tel qu’une exposition au 

froid. Chez le rat, le tissu adipeux brun est le principal organe responsable de la 

thermogénèse adaptative en réponse au froid. Cependant, chez les humains adultes 

dépourvus de dépôts majeurs d’adipocytes bruns, les muscles squelettiques peuvent 

également réaliser ce processus indépendant des frissons. Dans ces deux tissus, la 

thermogénèse adaptative implique la biogenèse des mitochondries, l’oxydation des acides 

gras et le découplage de la phosphorylation oxydative (OXPHOS). L’objectif est, lors d’une 

exposition au froid, d’utiliser les acides gras pour produire de l’énergie qui va être dissipée 

sous forme de chaleur (Annexe 2).  

In vivo, une surexpression de PGC-1 dans le muscle engendre une conversion des 

fibres blanches glycolytiques en fibres rouges oxydatives caractérisées par une importante 

biogénèse mitochondriale (Lin et al. 2002). Chez l’homme, il a été démontré qu’un 

entrainement physique engendre l’expression de PGC-1 et de la troponine (protéine 

contractile des fibres oxydatives) accompagnées d’une augmentation de proportions de 

fibres rouges oxydatives (Russell et al. 2003). Une autre étude démontre, qu’une 

surexpression de PGC-1 dans le muscle augmente l’expression des nuclear respiratory 

factors 1 and 2 (NRF1 et 2) qui vont induire l’expression d’enzymes impliquées dans la 

phosphorylation oxydative telles que ATP-synthase, cytochrome c, et cytochrome oxidase 

IV (Wu et al. 1999). De plus, PGC-1 coopère directement avec NRF1 pour induire 

l’expression de mitochondrial transcription factor A (mtTFA) impliqué dans la réplication 

de l’ADN mitochondrial (Wu et al. 1999). De la même façon, dans les adipocytes, un 

apport exogène de PGC-1 induit l’expression de gènes mitochondriaux tels que ATP 

synthase, cytochrome oxidase II et IV tout en augmentant considérablement le nombre de 

mitochondries (Puigserver et al. 1998). Dans ces deux dernières études, un découplage de la 

phosphorylation oxydative est également causé par PGC-1via l’induction du gène de 

l’enzyme UCP2 dans les myotubes et UCP1 dans les pré-adipocytes. Ces enzymes sont 
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responsables du découplage entre la consommation d’oxygène et la synthèse d’ATP 

permettant la dissipation de l’énergie sous forme de chaleur. Seuls les adipocytes bruns 

expriment UCP1, tandis qu’UCP2, dont la fonction est moins connue, est exprimée de 

façon ubiquitaire.  

Les deux modèles de souris Pgc-1
 possèdent une activité mitochondriale réduite 

avec des niveaux protéiques des enzymes de la chaine respiratoire diminués. De plus, ces 

souris sont intolérantes au froid et possèdent une faible performance musculaire. (Lin et al. 

2004, Leone et al. 2005). Il a été démontré, également, que les souris créées par l’équipe du 

Dr Spiegelman ne sont pas dépourvues en tissus adipeux bruns ce qui est étonnant au vu du 

rôle essentiel de PGC-1 dans la différenciation des pré-adipocytes en adipocyte bruns. 

Ceci pourrait s’expliquer par une compensation via PGC-1. (Lin et al. 2004). De la même 

façon, un autre modèle de souris, où PGC-1 n’est pas exprimé dans le tissu adipeux, 

possède des adipocytes bruns fonctionnels (Kleiner et al. 2012). 

1.4.3.2 Le métabolisme des acides gras 

Dans les situations de balance énergétique négative (exercice ou jeûne), le substrat 

privilégié pour la production d’ATP sont les acides gras. Des études démontrent que 

l’expression de PGC-1 dans les pré-adipocytes, les adipocytes blancs et les myocytes 

cardiaques entraîne une augmentation de la transcription des gènes codants pour medium 

chain acyl coenzyme A dehydrogenase (MCAD) et carnitine palmitoyl transferase 1   

(CPT-1) qui contrôle l’étape limitante de l’oxydation des acides gras (Lehman et al. 2000, 

Vega et al. 2000, Tiraby et al. 2003). Dans le muscle squelettique également, PGC-1 

augmente l’expression de fatty-acid translocase, CPT-1 et MCAD (Olesen et al. 2010). Les 

récepteurs nucléaires impliqués dans cette régulation sont PPAR ou ERR selon les types 

cellulaires (Vega et al. 2000, Schreiber et al. 2003). Dans le foie également, PGC-1 

coopère avec le récepteur nucléaire HNF4 pour augmenter l’expression de CPT-1 (Louet et 

al. 2002). L’implication de PGC-1 dans le métabolisme des acides gras hépatique se 
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révèle dans le phénotype d’une des deux lignées de souris PGC-1


 qui présente, suite à 

un jeûne, le développement de stéatoses hépatiques causées par l’accumulation de gras dans 

leur modèle (Leone et al. 2005).  

1.4.3.3 Le métabolisme du glucose 

Lors du jeûne, il est important de maintenir la glycémie stable. Dans le but de 

protéger les organes dépendants exclusivement du glucose, le foie augmente la 

gluconéogenèse. Dans les hépatocytes primaires, une surexpression de PGC-1 augmente 

l’expression des trois enzymes clés de la gluconéogenèse : PEPCK, fructose-1,6-

bisphosphatase, et G6-Pase. Ceci mène à l’augmentation de production de glucose 

hépatique (Yoon et al. 2001). In vivo, la surexpression de PGC-1 chez les souris nourries 

normalement induit les gènes de PEPCK et G6-Pase. L’implication des récepteurs 

nucléaires HNF4 et GR a été démontré dans cette même étude (Yoon et al. 2001). Dans une 

des deux lignées Pgc-1
, une défaillance est décrite au niveau de la modulation de la 

gluconéogenèse hépatique en réponse aux hormones (Lin et al. 2004). Chez ces animaux, il 

se produit un phénomène compensatoire qui induit une gluconéogenèse constitutivement 

active insensible aux apports alimentaires. 

Une surexpression de PGC-1 dans des myotubes induit une augmentation de 

l’expression de GLUT4 (un transporteur du glucose) dans les cellules en culture, ce qui 

provoque une augmentation de l’absorption de glucose dans ces cellules (Michael et al. 

2001). Cet effet est dû en partie à la liaison et la coactivation du régulateur transcriptionnel 

myocyte enhancer factor-2 (MEF2).  

1.4.3.4 Détoxification des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

Il a été démontré dans le cerveau que PGC-1 est impliqué dans la régulation de 

gènes responsables de la détoxification des ROS, dont superoxide dismutase (SOD1), 

manganese SOD (SOD2) et glutathione peroxidase 1 (St-Pierre et al. 2006). Ceci 
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représente un mécanisme de protection des neurones contre le stress oxydatif. De plus, les 

souris des deux lignées Pgc-1
 présentent des anomalies structurales dans le système 

nerveux central (Lin et al. 2004, Leone et al. 2005). 

 

D’une façon générale, les fonctions de PGC-1 sont très variées et souvent tissu-

spécifiques. Son rôle est essentiel dans les situations de manque d’énergie (exercice, jeûne, 

exposition au froid). De ce fait, le phénotype des souris Pgc-1
 ne varie pas beaucoup du 

phénotype sauvage lorsque la balance énergétique est à l’équilibre. La divergence entre les 

deux lignées des phénotypes sur certains points peut être expliquée par une variation du 

fond génétique ou de la méthode utilisée pour les développer (Leone et al. 2005). De plus, 

d’après ces modèles animaux, il semble que les actions de PGC-1 (non présentées ici) 

soient en partie redondantes avec celles de PGC-1. Les souris Pgc-1Pgc-1
 meurent 

de défaillances cardiaques peu de temps après leur naissance (Lai et al. 2008). Ces souris 

présentent également des adipocytes bruns dont la fonction est affectée et la densité 

mitochondriale fortement réduite (Lai et al. 2008).  

La figure 11 représente schématiquement les différents rôles tissu-spécifiques de 

PGC-1 sur le métabolisme énergétique. La régulation de PGC-1, tant au niveau de son 

expression que de son activité, est ciblée dans les tissus concernés par le stimulus 

environnementale. Une autre voie permet de réguler l’activité de PGC-1 : la régulation de 

ses partenaires récepteurs nucléaires. 
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Figure 11. Différents rôles de PGC-1 dans le muscle, le foie et le tissu adipeux brun 

Extrait de (Finck et al. 2006). 

 

1.4.4 Partenaires de PGC-1 

Les partenaires de PGC-1sont très nombreux et peuvent être des cofacteurs 

comme des facteurs de transcription. Parmi ceux-ci, PGC-1 coopère avec FXR, 

ERR, PPAR, ER, LXR, GR, HNF4, NRF 1 et 2 et FoxO1 (Liang et al. 

2006). Seule la coopération entre PGC-1 et PPAR sera présentée ici. 
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1.4.4.1 Peroxisome proliferator-activated receptor β (PPARβ) 

Les récepteurs nucléaires de la famille des peroxisome proliferator-activated 

receptor sont des facteurs de transcription activés par un ligand endogène dérivé des acides 

gras ou par des composés synthétiques (thiazolidinediones). Les trois membres (PPAR 

et ), exprimés à partir de trois gènes différents, tiennent des rôles dans différentes voies 

métaboliques tels que le contrôle des gènes de l’oxydation des acides gras et de la 

lipogenèse dans différents tissus. Ils ont été à l’origine découverts comme cibles des 

proliférateurs du peroxysome (Issemann et al. 1990). A l’inverse des deux autres membres, 

la fonction PPAR est relativement peu étudiée. L’expression de PPAR est ubiquitaire, 

mais un niveau élevé a été découvert dans les muscles et les macrophages (Vosper et al. 

2001, Wang et al. 2003).  

Il a été démontré dans les cultures de macrophages que l’activation de PPAR par 

un agoniste synthétique favorise l’entrée et l’oxydation des acides gras réduisant ainsi 

l’accumulation de triglycérides (Bojic et al. 2012). D’autres rôles de PPAR ont été 

caractérisés dans les macrophages in vivo et in vitro (Bojic et al. 2013), les adipocytes, les 

muscles et le cœur (Wagner et al. 2010). Parmi ceux-ci, l’augmentation de l’oxydation des 

acides gras et de la fonction mitochondriale dans les adipocytes et le muscle impliqueraient 

l’AMPK (Narkar et al. 2008). De nouvelles fonctions de PPAR commencent à être 

découvertes notamment dans le foie. Une surexpression PPAR hépatique, chez la souris, 

cause une accumulation de lipide et une augmentation de l’utilisation du glucose et de la 

lipogénèse de novo (Liu et al. 2011). D’autres études avaient montré au préalable, qu’une 

activation de PPAR avec un agoniste synthétique diminue la production de glucose 

hépatique et favorise l’utilisation du glucose par le foie (Tanaka et al. 2003, Lee et al. 

2006). L’activation de PPAR est effectuée de façon endogène par les acides gras, 

triglycérides, prostacycline et acide rétinoique et de façon pharmacologique grâce à de 

nombreux agonistes synthétiques tels que GW0742 et GW501516 (Wagner et al. 2010). 
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La structure de PPAR est semblable à celle des autres membres de la superfamille 

des récepteurs nucléaires (décrite dans la section 1.3.1). Ce récepteur nucléaire fonctionne 

en hétérodimère avec RXR (Matsusue et al. 2006). Le ligand de PPAR augmente son 

affinité avec RXR et leur interaction est indépendante de leur liaison avec l’ADN 

(Matsusue et al. 2006). L’effet du ligand sur la capacité des PPARs à lier l’ADN est 

controversée (Wagner et al. 2010). Une étude qui porte sur la capacité de PPAR à lier 

l’ADN démontre une liaison ligand-dépendante (Forman et al. 1997) tandis qu’une autre 

révèle une liaison ligand-indépendante (Wagner et al. 2009). 

1.4.4.2 Interaction PGC-1/PPAR

La majorité des études effectuées sur l’interaction entre le coactivateur 

transcriptionnel PGC-1 et le récepteur nucléaire PPAR ont été réalisées dans le muscle 

(organe pour lequel les rôles de PPAR sont les plus connus). Les similitudes entre les 

gènes cibles de PGC-1 et les gènes cibles de PPAR (dont UCP) ainsi que les mêmes 

actions sur la thermogénèse amènent à croire que ces deux protéines pourraient agir 

ensemble (Wang et al. 2003). Il s’avère effectivement que PGC-1 lie (via son motif 

LxxLL) et coactive PPAR de façon ligand-indépendante, même si le traitement au 

GW501516 augmente ces effets (Wang et al. 2003). La coactivation en essai de gène 

rapporteur a été confirmée par une autre étude qui révèle une coativation ligand-dépendante 

cette fois (Dressel et al. 2003). L’activation de PPAR par PGC-1 engendre l’induction 

du gène CPT1 impliqué dans l’oxydation des acides gras (Dressel et al. 2003). Par la suite, 

une étude réalisée sur le muscle in vivo et in vitro révèle une spécificité, selon les 

promoteurs cibles, de l’action de PGC-1 seul, PPAR seul ou des deux ensembles. Par 

exemple, PGC-1 est impliqué dans l’action de PPAR sur les promoteurs de Cpt-1b et 

Pdk4 mais pas de Ucp3. Néanmoins le promoteur de pdk4 peut être activé sans PGC-1 en 

présence du ligand de PPAR. Selon les gènes cibles, la présence de PGC-1 n’est pas 

toujours essentielle (Kleiner et al. 2009). 
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En ce qui concerne l’interaction PGC-1/PPAR dans le foie, il est possible que 

PPARsoit préférentiellement activé par PGC-1 plutôt que par PGC-1 qui va, lui, 

coactiver PPAR (très présent dans le foie) (Liu et al. 2011). D’après cette étude, 

l’interaction PGC-1/PPAR est impliquée dans la régulation de l’expression de     

l’acetyl-CoA carboxylase 2 (ACC2). 
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1.5 Hypothèse et objectifs 

 

Dans les conditions de restrictions caloriques, la ghréline cause une augmentation 

de la gluconéogenèse. Cette réponse physiologique fait intervenir des mécanismes de 

régulation de la transcription des gènes impliqués dans le contrôle du métabolisme      

gluco-lipidique. Deux des actions du coactivateur transcriptionnel PGC-1sont 

d’augmenter l’expression des gènes de la gluconéogenèse et de la lipolyse au niveau du foie 

durant le jeûne.  

Notre laboratoire étudie la biologie cellulaire des récepteurs nucléaires hormonaux. 

Nous avons mis en évidence, au cours de précédentes études, une activation de PPAR 

(partenaire de PGC-1) en réponse à la ghréline dans les macrophages (Demers et al. 

2009). Cette régulation se traduit par une augmentation de l’efflux de cholestérol, important 

dans la réduction du développement de l’athérosclérose. Ces résultats démontrent un rôle 

de la ghréline au niveau périphérique dans les pathologies cardiovasculaires associées au 

syndrome métabolique. 

Nous émettons l’hypothèse que la ghréline est impliquée dans la régulation du 

coactivateur transcriptionnel PGC-1. Nos objectifs de recherche sont de déterminer la 

régulation de PGC-1 en réponse à la ghréline, au niveau de l’activité transcriptionnelle, de 

certaines modifications post-traductionnelles telles que l’acétylation et l’ubiquitination et 

de la capacité de PGC-1à lier et coactiver un de ses partenaires, PPAR. 

Les activités transcriptionnelles de PGC-1 et de PPAR seront réalisées grâce à 

des tests d’activité de gène rapporteur à la luciférase. Les expériences concernant les 

modifications post-traductionnelles de PGC-1et l’interaction PGC-1/PPAR seront 

effectuées en Western blot. Les modèles cellulaires utilisés dans cette étude sont les cellules 

embryonnaires de rein humain HEK293 ainsi que les cellules d’hépatome humain HepG2.
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2 MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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2.1 Culture cellulaire 

Les cellules embryonnaires de rein humain HEK293 et les cellules d’hépatome 

humain HepG2 sont maintenues en culture dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) (Sigma) avec phénol rouge et supplémenté avec 5 % ou 10 % de sérum bovin 

fœtal (FBS), respectivement. Les cellules sont incubées dans un milieu à 37 °C contenant   

5 % de CO2. Lorsque les cellules atteignent environ 70-80 % de confluence, elles sont 

transfectées transitoirement grâce à la méthode par phosphate de calcium pour les cellules 

HEK293 et par l’agent polycationique polyéthylènimine (PEI) pour les cellules HepG2. 

Pour chaque expérience, les quantités d’ADN utilisées pour chaque puits sont compensées 

avec du plasmide CMX vide de façon à avoir la même quantité d’ADN total dans chaque 

condition. 

 

2.2 Analyses par immunoprécipitation et Western blot 

Test d’acétylation : Les cellules (pétris de 100 mm) sont transfectées avec 5 μg du 

vecteur d’expression pCMX-HA-mPGC-1d'homologie avec hPGC1), 3 μg de 

pCMX-CBP et 2 μg de pCMX-CFP (utilisé comme contrôle de transfection) auxquels est 

ajouté 0,1 μg de pCDNA-hGHS-R1a. Les quantités de GHS-R1a varient de 0 à 0,1 μg pour 

l’expérience de la figure 13B. Le milieu de culture est changé pour un milieu frais le 

lendemain matin. Environ 36 h (heures) après la transfection, pour les conditions de 

contrôle positif d’acétylation, les cellules sont traitées 6 h avec 10 mM de nicotinamide 

(NAM) et 1 μM de trichostatine A (TSA) qui sont des inhibiteurs de désacétylases. Les 

traitements ghréline acylée (EZBiolab) sont effectués avec une dilution fraiche de 10
-7

 M 

pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite rincées puis récoltées dans 1 mL de PBS froid 

(Phosphate-buffered saline) supplémenté avec 10 mM de NAM et 1 μM de TSA. La lyse 

est effectuée dans un RIPA contenant 20 mM d’HEPES-KOH 0,8 M pH 7,9, 150 mM de 
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chlorure de sodium (NaCl), 0,5 % de Triton X-100, 2 mM d’acide éthylène diamine 

tétraacétique (EDTA), 10 mM de NAM, 1 μM de TSA, 20 mM de fluorure de sodium 

(NaF), 1 mM d’orthovanadate de sodium (Na3VO4) et des inhibiteurs de protéase (Roche). 

Au moins trois expériences indépendantes ont été effectuées. 

 

Test d’ubiquitination : Les cellules (plaque de 6 puits) sont transfectées avec 1 μg 

du vecteur d’expression pCMX-MYC-mPGC-1, 1,5 μg de pCMX-HA-Ubi et 0,035 μg de 

pCDNA-hGHSR-1a selon les conditions. Le milieu de culture est changé pour un milieu 

frais le lendemain matin. Le soir même, les cellules sont traitées avec 1 μM de MG132 dans 

du milieu frais pendant 16 h. Le lendemain les cellules sont traitées 30 minutes avec        

10
-7

 M de ghréline acylée. Les cellules sont ensuite rincées avec du PBS froid puis récoltées 

dans 0,5 mL de PBS froid supplémenté avec 20 mM de N-éthylmaleimide (NEM) et 0,5 M 

de EDTA. La lyse est effectuée dans un RIPA contenant 50 mM de TRIS pH 7,5, 20 mM 

de NEM, 1 % de Triton X-100, 100 mM de NaCl, 0,8 % de dodécylsulfate de sodium 

(SDS),  1 mM de fluorure de phénylméthylsulfonyl (PMSF), 1 mM de NaF, 1 mM de 

Na3VO4 et des inhibiteurs de protéase. Trois expériences indépendantes ont été effectuées. 

 

Co-immunoprécipitation : Les cellules (plaque de 6 puits) sont transfectées avec 

1,75 μg du plasmide d’expression pCMX-HA-hPPAR μg de pCMX-mPGC-1 et    

1,05 μg de pCMX-CBP (0.035 μg pCDNA-hGHSR-1a est ajouté au besoin). Le milieu de 

culture est changé pour un milieu frais le lendemain matin. Un jour plus tard, les cellules 

sont traitées 30 minutes avec 10
-7

 M de ghréline acylée. Elles sont ensuite rincées avec du 

PBS froid puis récoltées dans 0,5 mL de PBS froid. La lyse est effectuée dans le même 

RIPA que les tests d’acétylation à l’exception du Triton X-100 remplacé par 0,5 % de 

IGEPAL et des inhibiteurs NAM et TSA qui ne sont pas présents. Trois expériences 

indépendantes ont été effectuées. 
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Les extraits lysés sont ensuite centrifugés dans le but d’enlever les débris cellulaires 

puis incubés à 4 °C pendant une nuit avec leur anticorps respectifs anti-HA (Roche) ou 

anti-MYC (hybridome 9E10). Le lendemain, les billes enrobées de protéines A/G      

PLUS-Agarose (Santa Cruz) sont ajoutées pour 4 ou 5 h d’incubation à 4 °C. 

Les immunoprécipités sont lavés dans le tampon de lyse, résolus par SDS-PAGE et 

analysés par immunoblot. Les membranes sont bloquées avec un réactif bloquant (Roche) 

dans une solution TBS 1X (Tris-buffered saline), sondé avec les anticorps primaires    

PGC-1 (Santa Cruz), anti-HA (hybridome 12CA5), AcK
2
100 (Cell Signaling, anti-acétyl 

lysine) et les anticorps secondaires correspondants. Les signaux sont finalement visualisés 

sur des films d’autoradiographie avec une solution de révélation (Roche). 

 

2.3 Test de stabilité protéique 

Les cellules (plaque 6 puits) sont transfectées avec 1,75 μg du vecteur d’expression 

pCMX-HA-mPGC-1 (0,035 μg de pCDNA-hGHS-R1a est ajouté selon les conditions). 

Le milieu de culture est changé pour un milieu frais le lendemain matin. Le lendemain, les 

cellules sont traitées avec du milieu frais contenant 50 μM de cycloheximide qui bloque la 

synthèse protéique. La ghréline acylée (10
-7 

M) est ajoutée au besoin. Les récoltes sont 

effectuées selon le temps indiqué (de 0 à 2 h) dans 0,5 mL de PBS froid. Les extraits 

protéiques sont ensuite lysées dans le même RIPA que les expériences de co-

immunoprécipitation puis résolus par SDS-PAGE et analysés par immunoblot comme 

précédemment expliqué. Deux expériences indépendantes ont été effectuées 
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2.4 Test d’activité transcriptionnelle 

Les cellules (plaque 24 puits) sont transfectées avec 500 ng de vecteur rapporteur 

(UAS-tk-Luciférase), 100 ng de plasmide d’expression d’intérêt (Gal4-mPGC-1 ou Gal4-

hPPAR) et 200 ng de pCMX--gal dans un total de 1,5 μg par puits (2 ng de plasmide 

pcDNA-hGHS-R1a est ajouté pour les cellules HEK293). Après 5 à 6 h de transfection, le 

milieu des cellules est remplacé avec du milieu frais contenant au besoin 10
-7

 M de ghréline 

acylée et/ou 1 μM de GW0742 (Tocris). Après 16 h, les cellules sont lysées dans un tampon 

potassium phosphate contenant 1 % de Triton X-100. Ce test est réalisé pour déterminer les 

niveaux d’activité de la luciférase suite à l’addition de son substrat, la D-luciférine (Roche), 

et l’émission de lumière est mesurée avec un luminomètre (Wallac).  

Les valeurs de luciférase sont normalisées par rapport à l’activité de la                    

-galactosidase et exprimées en activité luciférase relative. Les tests d’activité luciférase 

sont faits en triplicata et reproduits au moins trois fois. La comparaison des moyennes 

obtenues a été faites à l’aide du test t de Student pour données non-appariées grâce au 

logiciel GraphPad Prism 6. Les barres d’erreur des graphiques représentent l’erreur 

standard à la moyenne (SEM). 
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L’hormone ghréline et le coactivateur transcriptionnel PGC-1 sont deux acteurs 

clés du métabolisme gluco-lipidique. Les modes de régulation de PGC-1 sont variés et 

peuvent concerner sa stabilité, sa transcription, sa localisation cellulaire ou ses 

modifications post traductionnelles qui régulent à la fois son activité mais aussi sa capacité 

à lier ses partenaires (récepteurs nucléaires, coactivateurs ou répresseurs). 

Afin de savoir si un traitement ghréline peut avoir un effet sur PGC-1, deux 

lignées ont été employées : des cellules embryonnaires de rein HEK293 dans lesquelles 

l’expression du récepteur GSH-R1a sera exogène et des hépatocytes carcinomiques HepG2. 

 

 La ghréline et son récepteur GHS-R1a modulent l’activité 

transcriptionnelle de PGC-1

 

La première étape de notre étude sur le rôle de la ghréline dans la régulation du 

coactivateur PGC-1 a été d’évaluer l’activité transcriptionnelle de ce dernier, c'est-à-dire 

sa capacité à induire l’expression d’un gène cible, en réponse au traitement. Des tests 

d’activité de gène rapporteur à la luciférase (système Gal4/UAS) ont été effectués sur des 

cellules HEK293 traitées ou non à la ghréline (10
-7

 M) pendant 16 h en présence ou non du 

récepteur GHS-R1a. Deux plasmides d’expression ont été utilisés pour cotransfecter les 

cellules. Le premier, UAS-tk-Luciférase, est le gène rapporteur précédé d’une séquence 

activatrice de levure (UAS) en amont du promoteur minimal de la thymidine kinase (tk). Le 

second, Gal4-PGC-1 contient la région codante de PGC-1fusionnée au domaine de 

liaison à l’ADN Gal4 une protéine de levure qui reconnait le UAS. 

Les expériences démontrent une inhibition significative de PGC-1 de près de 40 % 

en réponse à l’expression transitoire de GHS-R1a seul (Figure 12). Ceci met en évidence 
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l’activité constitutive de GHS-R1a qui a été démontrée dans la littérature et qui représente 

près de 50 % de son activité totale (Holst et al. 2003). Étonnamment, lors de l’ajout de son 

ligand naturel, nous observons une activation de PGC-1 de 30 % qui suggère que la 

ghréline et GHS-R1a ne régulent pas PGC-1 de la même façon. Cependant, cette 

augmentation de l’activité ne suffit pas à rétablir l’inhibition de PGC-1 causée par     

GHS-R1a. Les traitements réalisés sur le rapporteur seul ainsi que sur Gal4-PGC-1 en 

absence de GHS-R1a démontrent une absence de réponse (contrôles négatifs). Les 

contrôles des cellules transfectées avec le rapporteur seul en présence de GHS-R1a 

également effectués ne montrent pas d’effet significatif (données non présentées). Ceci 

permet de nous assurer, d’une part, que le promoteur de la thymidine kinase présent dans le 

gène rapporteur UAS-tk-Luciférase n’est pas sensible à la ghréline, et d’autre part, que les 

cellules HEK293 ne possèdent pas de récepteur reconnu par la ghréline. Nous concluons 

que le récepteur de la ghréline induit une forte inhibition de PGC-1 tandis que l’ajout de 

la ghréline induit l’activation de PGC-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. La ghréline active PGC-1 tandis que GHS-R1a l’inactive 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec les vecteurs UAS-tk-Luciférase avec ou sans Gal4-PGC-1 en 

présence ou non de GHS-R1a. Le traitement a été effectué avec 10
-7

 M de ghréline pendant 16 h. Les valeurs 

sont normalisées selon l’activité -galactosidase et exprimées en activité relative selon la condition non traitée 

A B
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sans Gal4-PGC-1. Le graphique représente les moyennes ±SEM de valeurs en triplicata d’au moins trois 

expériences indépendantes. (*) p < 0.05 selon la condition non traitée ; (#) p < 0.05 selon la condition non 

traitée sans GHS-R1a. 

 

3.2 Le récepteur GSH-R1a induit l’acétylation de PGC-1  

 

Plusieurs études ont été réalisées sur la régulation de l’activité transcriptionnelle de 

PGC-1. Il est reconnu que l’acétylation de PGC-1 réduit son activité de façon 

significative (Lerin et al. 2006). De plus, l’acétylation est une modification post-

traductionnelle directement liée au statut énergétique de la cellule. Nous nous sommes alors 

intéressés à l’effet de la ghréline et de son récepteur sur l’acétylation de PGC-1. Pour cela 

des expériences d’immunoprécipitation de PGC-1 suivies d’analyses en Western avec un 

anticorps anti-acétyl-lysine ont été réalisées.  

Dans un premier temps, nous avons voulu évaluer l’impact du GHS-R1a seul dans 

les cellules HEK293 (Figure 13). Un traitement aux inhibiteurs de désacétylases 

(TSA/NAM) a été utilisé en tant que contrôle positif du signal d’acétylation. Les résultats 

démontrent une augmentation significative de l’acétylation de PGC-1 estimée à 3,5 fois 

en réponse au GHS-R1a et à 10,5 fois en présence de TSA/NAM comparativement à la 

situation contrôle (Figure 13A). De plus, cet effet est dose-dépendant selon la quantité de 

GHS-R1a utilisée (Figure 13B). Ces résultats sont cohérents avec ceux mesurant l’activité 

transcriptionnelle en test d’activité luciférase (Figure 12). Il est donc probable que 

l’inhibition de PGC-1 dans les cellules HEK293 par le GHS-R1a soit conséquente d’une 

augmentation de son acétylation. 
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Figure 13. GHS-R1a induit l’acétylation de PGC-1 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec les plasmides d’expression HA-PGC-1 et CBP en présence 

ou en absence de GHS-R1a. Les extraits cellulaires ont été immunoprécipités avec un anticorps dirigé contre 

le tag HA et l’acétylation a été détectée avec un anticorps anti-acetyl-lysine. Les chiffres indiquent la 

quantification du niveau d’acétylation de PGC-1 relatif au niveau protéique de PGC-1 total. Au moins trois 

expériences indépendantes ont été effectuées. (A) Les cellules ont été traitées 6 h avec 1 M de trichostatine 

A et 10 mM de nicotinamide (inhibiteurs de désacétylases) en tant que contrôle positif. La quantité de     

GHS-R1a utilisée est de 0,1 μg par puits. (B) Les cellules ont été transfectées avec des doses croissantes de 

GHS-R1a (de 0 à 0,1 μg par puits). 

 

Nous avons par la suite déterminé l’effet de la ghréline sur les niveaux d’acétylation 

de PGC-1 dans les cellules HEK293 en présence de GHS-R1a (Figure 14). Après avoir 

traité les cellules avec 10
-7

 M de ghréline pendant 30 minutes, des expériences 

d’immunoprécipitation suivies d’analyses Western ont été réalisées comme précédemment. 

Etonnamment, nous constatons, d’après ces expériences, que la ghréline n’a pas provoqué 

d’effet significatif sur l’acétylation de PGC-1. L’activation du PGC-1 en réponse à 

l’hormone observée dans les tests d’activité luciférase n’est donc pas la résultante d’une 

réduction de l’acétylation. 
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Figure 14. L’acétylation de PGC-1 n’est pas modulée par la ghréline 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec les plasmides d’expression HA-PGC-1 et CBP en présence 

ou en absence de GHS-R1a. Les traitements ont été réalisés avec 10
-7

 M de ghréline durant 30 minutes. Les 

extraits cellulaires ont été ensuite immunoprécipités avec un anticorps dirigé contre le tag HA et l’acétylation 

a été détectée avec un anticorps anti-acetyl-lysine. Trois expériences indépendantes ont été effectuées. Le 

graphique représente la quantification des bandes normalisées selon les niveaux protéiques de PGC-1 total. 

 

En conclusion, GHS-R1a augmente les niveaux d’acétylation de PGC-1tandis que 

la ghréline n’a pas d’effet. Ces résultats corrèlent avec l’action de la ghréline qui semble 

différente de celle de GHS-R1a. De plus, le processus d’acétylation semble requis dans 

l’effet inhibiteur de PGC-1.  

 

 

Ghréline - - +

HA-PGC-1 - + +

IP HA
IB Acetyl-lys

IB PGC-1



 

 

 

67 

3.3 L’activité constitutive du récepteur de la ghréline protège 

PGC-1 d’une dégradation indépendante de 

l’ubiquitination 

 

Outre les modifications post-traductionnelles comme l’acétylation, la stabilité 

protéique est également un mode de régulation de PGC-1. Nous nous sommes alors 

intéressés en premier lieu aux niveaux protéiques de PGC-1 en réponse au GSH-R1a et à 

la ghréline. Des analyses en Western dans les cellules HEK293 nous ont permis de 

constater une importante accumulation de PGC-1 de 172 à 228 % en présence du 

récepteur, et ce, de façon dose-dépendante comparativement à la condition contrôle (Figure 

15A). Une fois de plus, ceci suggère que l’activité constitutive du GHS-R1a engendre un 

effet significatif sur PGC-1. Il est également intéressant de constater que la ghréline, 

contrebalance l’activité de son récepteur en réduisant modérément l’accumulation du 

coactivateur de 17 à 23 % selon la concentration utilisée de GHS-R1a. En absence de  

GHS-R1a, la quantité protéique de PGC-1 suite au traitement ghréline,ne semble pas être 

modulée significativement. Ceci confirme une fois de plus l’absence de réponse des 

cellules HEK293 à la ghréline en absence de récepteur. 

Il a été démontré dans la littérature que l’acétyltransférase GCN5 permettait 

d’acétyler et ainsi réduire l’activité transcriptionnelle de PGC-1(Lerin et al. 2006), ce que 

nous avons également confirmé dans nos expériences (résultats non présentés). Comme 

nous avons vu précédemment, l’expression du récepteur GHS-R1a provoque l’acétylation 

et la désactivation de PGC-1. Nous avons donc voulu déterminer si la capacité de      

GHS-R1a à augmenter les niveaux protéiques de PGC-1 était commune à GCN5. Pour 

cela nous avons co-transfecté les cellules HEK293 avec HA-PGC-1 et GCN5 puis nous 

avons analysé les extraits protéiques en Western blot (Figure 15B). Il s’avère que 

l’expression de GCN5, en présence de GHS-R1a, fait accumuler également les quantités de 
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PGC-1 de l’ordre de 250 %. Ceci est également observé en absence de GHS-R1a 

(résultats non présentés). 

 

 

 

 

Figure 15. GHS-R1a et GCN5 engendrent l’accumulation de PGC-1 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec HA-PGC-1 et CBP. (A) Le vecteur d’expression de        

GHS-R1a (de 0 à 4 ng) est ajouté. (B) Le plasmide de GCN5 est ajouté. Les cellules ont été traitées ou non 

avec  10
-7

 M de ghréline pendant 30 minutes puis les extraits protéiques ont été analysés en Western et révélés 

avec un anticorps dirigé contre PGC-1 ou -actine. Plus de trois expériences indépendantes ont été 

effectuées. Les graphiques représentent la quantification des bandes normalisées selon la -actine puis 

rapportées à la condition non traitée et sans GHS-R1a ou sans GNC5.  
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Afin de savoir si l’accumulation de PGC-1 révèle une augmentation de la stabilité 

protéique, nous avons effectué des tests de stabilité (Figure 16). Il s’agit de traiter les 

cellules à la cycloheximide avec ou sans traitement ghréline puis de les récolter à des temps 

précis (de 0 à 2 h). La cycloheximide est un composé chimique qui bloque la traduction 

protéique. Ainsi, pour un temps t, il est possible de rapporter la quantité protéique observée 

en Western blot à celle du temps 0 après avoir normalisé les niveaux avec la -actine. Ces 

expériences nous permettent de déterminer les niveaux de dégradation. L’action du      

GHS-R1a seul révèle une forte stabilisation de PGC-1 dont le temps de demi-vie 

augmente de 0,3 h à plus de 2 h. A contrario et de façon moins significative, la ghréline 

déstabilise PGC-1 jusqu’à un temps de demi-vie de 1 h 45.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. GHS-R1a stabilise PGC-1 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec HA-PGC-1 et CBP en présence ou en absence de GHS-R1a. 

Les cellules ont été traitées à la cycloheximide (50 μM) et traitées ou non à la ghréline (10
-7

 M) pendant le 

(-)
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temps indiqué. Les extraits cellulaires ont été analysés en Western et révélé avec un anticorps dirigé contre 

PGC-1 ou la -actine. Deux expériences indépendantes ont été effectuées. Le graphique représente la 

quantification des bandes normalisées par rapport à la -actine puis rapportées au temps 0 indépendamment 

fixé à 100 % pour chacune des conditions. 

 

Nous avons voulu, par la suite, déterminer si l’action de GHS-R1a était dépendante 

de l’état d’ubiquitination de PGC-1 (Figure 17). Il est connu que la dégradation protéique 

est effectuée selon différents systèmes dont celui du protéasome de façon dépendante ou 

indépendante de l’ubiquitine. Des expériences d’immunoprécipitation suivies d’analyses 

Western ont donc été réalisées en présence de PGC-1 (tagué MYC) et d’ubiquitine (tagué 

HA) en réponse ou non à GHS-R1a. Les conditions MYC-PGC-1 seul, HA-Ubi seul et 

non transfecté sont utilisées comme contrôle de spécificité du signal. Les cellules ont été 

traitées 16 h au MG132 pour inhiber la dégradation protéasome-dépendante de PGC-1 et 

préserver l’intégrité de PGC-1 ubiquitiné. Un traitement de 30 minutes est ensuite 

effectué avec 10
-7

 M de ghréline. A l’aide d’un anticorps anti-MYC, PGC-1 est 

immunoprécipité puis les extraits cellulaires sont analysés en Western blot et révélés avec 

un anticorps anti-HA. La quantité totale de PGC-1 est également révélée avec un 

anticorps anti-PGC-1 comme contrôle. En prenant en considération le contrôle de      

PGC-1 total présent dans l’extrait, nous n’avons constaté aucune différence significative 

des niveaux d’ubiquitination entre les différentes conditions (Figure 17). 
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Figure 17. L’ubiquitination de PGC-1 n’est pas modulée par la ghréline ou son 

récepteur 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec les plasmides d’expression MYC-PGC-1 et HA-Ubi en 

présence ou en absence de GHS-R1a. Les extraits cellulaires ont été immunoprécipités avec un anticorps 

dirigé contre le tag MYC et l’ubiquitination a été détectée avec un anticorps anti-HA. Trois expériences 

indépendantes ont été effectuées. 

 

En conclusion, les résultats suggèrent que GHS-R1a stabilise PGC-1 de façon 

indépendante de l’ubiquitine. Néanmoins cette stabilisation ne semble pas corréler avec 

l’inhibition observée en test d’activité transcriptionnelle. 
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 La ghréline diminue l’interaction PGC-1/PPAR etréduit 

la capacité de coactivation de PGC-1 envers PPAR

 

Les partenaires d’interaction de PGC-1 décrits dans la littérature sont nombreux et 

régulent une panoplie de gènes impliqués dans plusieurs voies métaboliques telles que la  

-oxydation des acides gras ou la gluconéogenèse. Afin de corréler l’effet de la ghréline sur 

l’activité de PGC-1 avec un effet potentiel de régulation sur ses partenaires d’interaction, 

nous avons étudié son rôle dans un contexte dépendant du partenaire coactivé dans les 

cellules HEK293 et dans les cellules d’hépatocytes HepG2. Les résultats concernant le 

récepteur nucléaire peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR sont présentés ici.  

Nous avons, dans un premier temps, mesuré l’interaction de PGC-1 avec son 

partenaire PPAR. Nous avons donc réalisé des expériences de co-immunoprécipitation sur 

des extraits protéiques de cellules transfectées avec les plasmides codants pour HA-PPAR 

et PGC-1 (les conditions où l’un des deux vecteurs est transfecté seulement ont été 

utilisées comme contrôles). Le partenaire PPAR est immunoprécipité puis le complexe est 

analysé en Western blot où PGC-1 est révélé (la révélation de PPAR a également été 

réalisée pour la normalisation). Ces expériences nous révèlent une forte diminution de 

l’interaction PGC-1/PPAR en présence de quantité croissante de ghréline soient 10
-8

 M 

et 10
-7

 M (Figure 18). L’interaction PGC-1/PPAR n’est pas visible dans la condition où 

les cellules ne sont pas transfectées avec GHS-R1a. Ceci pourrait révéler la nécessité d’un 

signal pour que PGC-1 interagisse avec PPAR. Il est possible également que 

l’accumulation de PGC-1 en réponse au GHS-R1a favorise l’observation de l’interaction. 

Le contrôle de révélation de PPAR immunoprecipité nous assure une normalisation 

adéquate. 
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Figure 18. La ghréline réduit l’interaction PCG1/PPAR 

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec HA-PPAR, PGC-1 et CBP en présence ou non du        

GHS-R1a. Les extraits cellulaires ont été immunoprécipités avec un anticorps dirigé contre le tag HA.     

PGC-1 interagissant avec PPAR a été détectée avec un anticorps anti-PGC-1. Les traitements ghréline 

sont effectués à des concentrations de 10
-8 

M et 10
-7 

M pendant 30 minutes. Les chiffres indiquent la 

quantification du niveau protéique de PGC-1 relatif au niveau protéique de PPAR. Trois expériences 

indépendantes ont été effectuées. 

 

Par la suite, nous avons déterminé si la diminution de l’interaction PGC-1/PPAR 

corrélait avec l’activité transcriptionnelle de PPAR. Pour cela, nous avons réalisé des tests 

d’activité luciférase en présence ou non de PGC-1 dans des cellules traitées ou non à la 

ghréline et/ou au GW0742 qui est un agoniste de PPAR (Figure 19). Afin de bénéficier 

d’un contexte cellulaire hépatique, ces expériences ont été effectuées avec des cellules 

HepG2 qui ont été transfectées avec Gal4-PPAR ainsi que le gène rapporteur UAS-tk-

Luciférase. Nous avons observé que la présence de PGC-1 augmente l’activité de PPAR 

de près de 28 fois en absence de traitement, démontrant ainsi la capacité de PGC-1 à 

coactiver PPAR de façon indépendante au GW0742 (Figure 19). Lorsque les cellules sont 

traitées au GW0742, l’activité de PPAR augmente de 4 fois et la capacité de coactivation 
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de PGC-1 s’élève à 23 fois. Le traitement de ghréline ne module pas l’action de PGC-1 

sur PPAR en absence de GW0742. Toutefois lorsque la ghréline est ajoutée au GW0742, 

nous constatons une tendance vers une diminution de la coactivation de PPAR via     

PGC-1 de plus de 50 % quoique ceci ne soit pas significatif dans ces conditions. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. La ghréline réduit la capacité de PGC-1 à coactiver PPAR de façon 

ligand-dépendante 

Les cellules HepG2 ont été transfectées avec les vecteurs UAS-tk-Luciférase et Gal4-PPAR avec ou sans 

PGC-1. Le traitement a été effectué avec 10
-7

 M de ghréline pendant 16 h. Les valeurs sont normalisées 

selon l’activité -galactosidase et exprimées en activité relative selon la condition non traitée sans PGC-1. 

Le graphique représente les moyennes ±SEM de valeurs en triplicata d’au moins trois expériences 

indépendantes. (*) p < 0.05 selon les conditions sans PGC-1 ; (#) p < 0.05 selon la condition non traitée au 

GW0742. 

 

En conclusion, la ghréline semble diminuer l’action de PGC-1vis-à-vis de son 

partenaire PPAR tant pour l’interaction protéique que pour la capacité à coactiver. Ceci ne 

coïncide pas avec le test d’activité transcriptionnelle (Figure 12). L’effet de la ghréline sur 

PGC-1est peut être dépendant du partenaire étudié. Ce qui expliquerait que l’effet de la 

ghréline sur l’activité de PGC-1 soit modéré (Figure 12). 

# #
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Le syndrome métabolique est la manifestation pathologique d’un surplus 

énergétique. Il est primordial d’améliorer les connaissances sur ce sujet pour développer, 

dans l’avenir, des cibles thérapeutiques. Les objectifs de notre étude ont été de définir et de 

caractériser le rôle de la ghréline et de son récepteur dans la régulation du coactivateur 

transcriptionnel PGC-1.  

De nombreuses études démontrent l’importance de la ghréline et du coactivateur 

transcriptionnel PGC-1 dans la régulation de l’homéostasie énergétique. Notre laboratoire 

a déjà mis en évidence l’axe Ghréline/GHS-R1a/PPARdans les macrophages (Demers et 

al. 2009). Aucune donnée n’est disponible sur l’existence d’un axe de régulation 

ghréline/GHS-R1a/PGC-1. 

Nos résultats démontrent que le récepteur GHS-R1a est impliqué dans l’inhibition, 

l’acétylation et la stabilisation de PGC-1 de façon significative et dose-dépendante. A 

l’inverse la ghréline active faiblement PGC-1. L’acétylation de PGC-1 ne semble pas 

être modulée tandis que la stabilité est légèrement réduite en réponse à la ghréline (des 

expériences supplémentaires permettraient d’en déterminer la significativité). L’effet 

inhibiteur de GHS-R1a sur PGC-1 corrèle avec le processus d’acétylation de PGC-1. 

L’effet de stabilisation de PGC-1 semble être indépendant de l’ubiquitine. De plus, la 

ghréline inhibe l’interaction PGC-1/PPAR en absence d’un agoniste de PPAR. La 

ghréline réduit également la capacité de coactivation de PGC-1 sur PPAR dans les 

cellules HepG2 de façon ligand-dépendante. 
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4.1 Implication du récepteur GHS-R1a et de la ghréline dans la 

régulation de PGC-1 

 

Une partie des expériences qui composent cette étude ont été réalisées dans un 

système hétérologue utilisant les cellules embryonnaires de rein HEK293 où le récepteur 

GHS-R1a et le coactivateur PGC-1 sont surexprimés. Cette approche nous permet 

déterminer le rôle de l’activité constitutive intrinsèque du récepteur indépendamment de 

l’effet de la ghréline. La plupart des GPCR atteignent un état d’activation en absence de 

ligand, ce qui engendre une signalisation fonctionnelle (Costa et al. 2005). Le récepteur de 

la ghréline possède également cette activité constitutive. D’après des mesures de 

concentration en IP3 intracellulaire dans les cellules HEK293 transfectées, cette activité est 

estimée à 50 % de son activité maximale (Holst et al. 2003). Cette capacité est intrinsèque à 

GHS-R1a et indépendante du contexte cellulaire puisque des résultats similaires ont été 

observés dans un contexte in vitro de disque lipidique (Damian et al. 2012).  

 

4.1.1 Rôle de GHSR-1a dans la régulation de PGC-1 

Au cours de nos expériences, nous avons constaté un effet significatif d’expression 

de GHSR-1a sur PGC-1. Des tests d’activité de gène rapporteur à la luciférase et des tests 

d’acétylation ont révélé un effet inhibiteur de GHS-R1a sur PGC-1 caractérisé par une 

diminution de l’activité transcriptionnelle et une augmentation de l’acétylation (Figures 12 

et 13). Ces effets sont partagés avec la surexpression de l’acétyltransférase GCN5, connue 

pour acétyler et inhiber PGC-1 (Lerin et al. 2006). De plus, GHS-R1a engendre 

l’accumulation protéique de PGC-1, tout comme le fait GCN5 (Figure 15). Il est donc 

envisageable que GCN5 soit impliqué dans la signalisation ligand-indépendante de      
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GHS-R1a. Pour vérifier cela, il serait intéressant d’étudier l’effet de l’expression du 

récepteur de la ghréline sur l’interaction entre PGC-1 et GNC5.  

 

D’après les résultats des figures 16 et 17, nous avons également observé que    

GHS-R1a protège PGC-1 d’une dégradation indépendante de l’ubiquitine par le 

protéasome. Une récente étude sur la dégradation de PGC-1 n’impliquant pas l’ubiquitine 

a révélé que la stabilité de ce coactivateur peut être régulée par NQO1 activée dans le foie 

lorsque la quantité de NADH augmente (Adamovich et al. 2013). Il s’agit d’une protection 

contre la dégradation par défaut de PGC-1. Ainsi, dans le contexte de nos résultats, la 

diminution du ratio NAD/NADH serait impliquée dans la signalisation de GHS-R1a et les 

conséquences sur la stabilité de PGC-1. Il est peu probable que cette action soit directe. 

Néanmoins, il est possible que les effets de GHS-R1a sur la consommation énergétique de 

la cellule mènent à une augmentation des voies cataboliques ou à une réduction de la 

phosphorylation oxydative (via une régulation génique). Ceci expliquerait également l’effet 

de GHS-R1a sur l’acétylation de PGC-1 puisqu’effectivement la désacétylase Sirt1 est 

désactivée suite à la diminution du ratio NAD/NADH (Houtkooper et al. 2010). Sirt1 est la 

seule désacétylase connue de PGC-1 (Nemoto et al. 2005, Rodgers et al. 2005). Une 

mesure du ratio NAD/NADH ainsi qu’une analyse de l’interaction entre Sirt1 et PGC-1 

pourraient être réalisées pour confirmer ces hypothèses. La figure 20 représente 

schématiquement ce modèle. Il est important de préciser que les expériences de cette étude 

reflètent les analyses effectuées sur PGC-1 exogène placé sous le contrôle du promoteur 

T7. L’expression de PGC-1 n’est donc pas soumise aux régulations transcriptionnelles.  
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4.1.2 Rôle de la ghréline dans l’activation de PGC-1  

La ghréline a été décrite comme ligand endogène qui engendre l’activation de son 

récepteur GHS-R1a (Kojima et al. 1999). Ces expériences ont été effectuées sur la base 

d’un système hétérologue mesurant l’augmentation de la concentration de calcium 

intracellulaire engendrée suite à l’activation du récepteur. Étonnamment, les tests d’activité 

luciférase de notre étude révèlent une action compensatoire de la ghréline sur son récepteur 

qui se traduit par une augmentation de l’activité de PGC-1 diminuée en présence de   

GHS-R1a seul (Figure 12). Cet effet inverse de la ghréline sur PGC-1 pourrait être 

expliqué par une signalisation indépendante de l’activité constitutive du récepteur (non 

induite en condition basale). En effet la transduction du signal de GHS-R1a peut être 

effectuée par l’utilisation de différentes voies intracellulaires qui varient selon la présence 

ou non de son ligand. Il a été démontré, dans les cellules HEK293, que la stimulation du 

récepteur par la ghréline engendre l’activation de la voie des MAPKs, en phosphorylant 

notamment extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2), non activée en condition 

basale (Figure 20) (Chu et al. 2007). Le rôle activateur de Sirt1 sur la phosphorylation de 

ERK a déjà été observée dans les cellules HEK293 (Li et al. 2008). Ceci est cohérent avec 

notre hypothèse, précédemment exposée, sur le rôle du GHS-R1a dans la diminution du 

ratio NAD/NADH qui inhiberait Sirt1 et donc réduirait la phosphorylation de ERK. Dans 

ce sens, Il est envisageable que la signalisation suite à liaison de la ghréline au GHS-R1a 

module d’autres facteurs de régulation qui peuvent par la suite agir sur PGC-1. Par 

exemple, la voie des MAPKs peut moduler l’activité de régulateurs encore inconnus de 

PGC-1.  

Nous savons que la ghréline et PGC-1 ont des actions similaires (ils induisent tout 

deux la gluconéogenèse) mais aussi métaboliquement opposées (PGC-1 induit la -

oxydation tandis que la ghréline favorise le stockage des acides gras). Concernant la 

ghréline, seuls les effets sur la gluconéogenèse ont été reportés dans les systèmes 

cellulaires, ce qui implique que la régulation du métabolisme lipidique hépatique ne serait 
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pas directe (Rigault et al. 2007). Nous supposons donc que l’activation de PGC-1par la 

ghréline pourrait être un signal de régulation de la gluconéogenèse. Il se peut également 

que l’effet observé soit la résultante de diverses actions dépendantes des voies métaboliques 

impliquées. 

 

Afin de corréler l’activité transcriptionnelle de PGC-1 avec son état d’acétylation, 

nous avons effectué des expériences d’immunoprécipitation suivies d’analyses Western 

pour déterminer les niveaux d’acétylation de PGC-1 en réponse à la ghréline (Figure 14). 

Il s’est avéré que la ghréline ne module pas l’état d’acétylation de PGC-1dans nos 

conditions. Au vu de l’activation qui est constatable dans les tests d’activité luciférase nous 

aurions pu nous attendre à une réduction de l’acétylation du coactivateur. Cependant, nous 

savons qu’il est fortement possible que la voie de signalisation engendrée par la ghréline 

soit différente de celle de son récepteur GHS-R1a, comme suggéré précédemment. La 

régulation post traductionnelle de PGC-1 est complexe et implique plusieurs types de 

modifications telles que la phosphorylation, la méthylation, l’ubiquitination, la 

SUMOylation, la GlcNAcylation ou l’acétylation (Rytinki et al. 2009, Fernandez-Marcos et 

al. 2011). De nombreux sites activateurs de phosphorylation de PGC-1 ont été identifiés et 

peuvent agir comme cibles en réponse à la signalisation de la ghréline. D’autre part, 

certains sites de phosphorylation ont été décrits comme étant négatifs. L’analyse de cette 

modification post-traductionnelle en Western blot nécessite l’utilisation d’anticorps 

spécifiques. Or, actuellement, le seul anticorps spécifique qui existe cible le site de 

phosphorylation négatif par la kinase AKT (Ser571). Des inhibiteurs spécifiques tels que le 

H89 ou PKAI (pour PKA), le composé C (pour AMPK), le SB203580 (pour p38MAPK) 

pourraient être utilisée pour déterminer le rôle respectif des différentes voies de kinase dans 

un contexte d’analyse Western avec un anticorps de révélation anti-serine ou thréonine. 
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L’ensemble des expériences de cette étude ont été réalisées avec des cellules 

cultivées dans un milieu de culture contenant du FBS et traitées avec une concentration 

pharmacologique de la ghréline. Il est intéressant de se demander si le sérum contenu dans 

le milieu pourrait interférer avec nos résultats. Bien qu’inactivé, le sérum peut possiblement 

moduler la stabilité de la ghréline ou être responsable de l’ajout de ghréline à une 

concentration physiologique. Afin de s’assurer de cet effet, nous avons effectué des 

expériences préliminaires sans sérum qui ont conforté les résultats obtenus en présence de 

FBS. Nous considérons donc que la présence du FBS n’interfère pas avec nos observations. 

La concentration de ghréline utilisée peut également avoir un rôle dans les effets que nous 

constatons. La concentration de 10
-7

 M, communément utilisée dans la littérature, 

correspond au maximum d’activité du récepteur GHS-R1a (Holst et al. 2003, Holliday et al. 

2007). Lors de nos expériences préliminaires, nous avons testé des concentrations de 

l’ordre de 10
-15

 M (concentration physiologique) à 10
-7

 M. Il s’avère que, dans le cadre de 

la régulation de PGC-1, nous obtenons un maximum d’effet lorsque nous traitons les 

cellules avec la ghréline à une concentration de 10
-7

 M. 
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Figure 20. Modèle proposé du rôle de GHS-R1a et de la ghréline dans la régulation de 

PGC-1

Les flèches pointillées noires représentent les effets supposés du récepteur de la ghréline (GHS-R1a). Les 

flèches pointillées orange représentent les effets supposés suite au traitement à la ghréline. Les modifications 

post-traductionnelles de PGC-1 indiquées en rouge (ac ; acétylation et P ; phosphorylation)  inhibent 

l’activité transcriptionnelle de PGC-1 
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4.2 Implication de la ghréline dans la coactivation de PPAR 

via PGC-1 

 

Dans la dernière partie de cette étude, nous avons voulu déterminer si l’effet 

activateur de la ghréline sur PGC-1 bénéficiait à la coactivation d’un de ses 

partenaires d’interaction : PPAR. Il s’agit d’un récepteur nucléaire ubiquitaire 

principalement impliqué dans la régulation de l’homéostasie gluco-lipidique au sein des 

tissus métaboliques. L’analyse est effectuée au niveau de l’interaction protéique entre  

PGC-1 et PPAR puis au niveau de la coactivation de PPAR en présence ou non de 

PGC-1 en réponse à la ghréline. 

 

4.2.1 La ghréline et l’interaction PGC-1/PPAR 

D’après nos expériences de co-immunoprécipitation, il s’avère que l’interaction 

entre PGC-1 et PPAR est fortement augmentée en réponse au GHS-R1a et réduite par un 

traitement à la ghréline (Figure 18). Au vu des résultats obtenus sur l’activité de PGC-1, 

nous nous attendions à un effet négatif du récepteur et un effet positif de la ghréline, voir 

pas d’effets du tout. La capacité de PGC-1 à lier PPAR avait été démontré dans les 

cellules HEK293 et les cellules musculaire C2C12 (Wang et al. 2003). Malheureusement, 

nous ne savons pas si cet effet persiste en présence d’un agoniste de PPAR (nos 

expériences ne comprennent pas assez de données pour émettre une conclusion). 

L’implication du GHS-R1a semble corréler avec l’accumulation protéique de PGC-1. 

Afin de confirmer cette explication, il serait nécessaire d’évaluer la quantité protéique 

totale de PGC-1 dans nos expériences de co-immunoprécipitation. Quant au rôle de la 

ghréline, il est possible que la régulation de PGC-1 soit dépendante du partenaire 

coactivé. Les rôles opposés de la ghréline et de PPAR tels que l’induction et la réduction 
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de la gluconéogenèse (Gauna et al. 2005, Bojic et al. 2013) peuvent expliquer la régulation 

négative de l’interaction PGC-1/PPAR. Afin de confirmer cette explication, nous avons 

voulu déterminer si la diminution de cette interaction engendre l’inhibition de l’activité de 

PPAR. C’est pour cela que nous nous sommes intéressés à la capacité de coactivation de 

PPAR par PGC-1 dans la lignée d’hépatome humain HepG2. 

 

Le foie est un organe primordial dans la régulation du métabolisme gluco-lipidique. 

Lors de jeûne, il permet le maintien de la glycémie grâce à ses capacités d’hydrolyse du 

glycogène (glycogénolyse) et de production de glucose (gluconéogenèse). Il produit 

également de l’énergie grâce à l’utilisation des acides gras (-oxydation). Au vu de 

l’importance de la ghréline et de PGC-1 dans le maintien de l’homéostasie énergétique, le 

foie est un organe de choix pour étudier le rôle de la ghréline dans la régulation de       

PGC-1.   

 

4.2.2 La ghréline et la capacité de coactivation de PGC-1 envers PPAR 

Nous avons réalisé des tests d’activité luciférase sur les cellules HepG2 traitées ou 

non à la ghréline et/ou au GW0742 (agoniste de PPAR) en présence ou non de PGC-1 

(Figure 19). Ces expériences révèlent que, de façon basale, la capacité de coactivation de 

PGC-1 sur PPAR est importante, soit de l’ordre de 28 fois. Bien que les valeurs globales 

ne soient pas significatives (p value de 0,1244), la capacité de coactivation de PGC-1 a été 

constatée dans la totalité des expériences réalisées dans des ordres de grandeurs variables. 

En présence de l’agoniste GW0742, nous observons une augmentation significative de 

l’activité de PPAR de l’ordre de 4 fois et une réponse à la coactivation de PGC-1 de 

l’ordre de 23 fois comparativement aux cellules non traitées. Présentement, aucune donnée 

dans la littérature n’est disponible pour conforter ces valeurs. Cependant, nos résultats 
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corrèlent avec ceux des tests d’activité luciférase effectués à partir de cellules musculaires 

transfectées par PPRE-Luciférase (élément de séquence reconnu par PPAR fusionné au 

gène rapporteur) qui révèlent une coactivation par PGC-1augmentée de façon ligand-

dépendante, comparativement au contrôle PPRE-tk-Luciférase en présence de PGC-1 seul 

(sans PPAR) (Dressel et al. 2003). Dans ce contexte, il est possible que PGC-1 coactive 

d’autres partenaires endogènes qui reconnaissent PPRE (notamment les autres isoformes 

PPAR). Nos expériences sont effectuées avec un gène rapporteur UAS-tk-Luciférase dont 

l’élément UAS, uniquement reconnu par le domaine de liaison à l’ADN Gal4, qui permet 

d’obtenir un signal indépendant des récepteurs nucléaires endogènes. Il serait tout de même 

intéressant d’ajouter dans nos expériences d’activité luciférase un contrôle composé de 

UAS-tk-Luciférase et de PGC-1 seul.  

Dans ce contexte, l’ajout de la ghréline ne provoque pas d’effet significatif sur la 

coactivation de PPAR par PGC-1 ni sur l’activité de PPAR (absence d'agoniste). Ces 

résultats ne semblent donc pas corréler avec la diminution de l’interaction PGC-1/PPAR 

par la ghréline dans les cellules HEK293. Des explications possibles concernant ces 

résultats seront exposées dans la section 4.2.3. 

D’après la figure 19, nous constatons que lorsque GW0742 est ajouté en présence 

de ghréline, la coactivation de PPAR par PGC-1 est réduite de plus de 50 %. Bien que 

ces résultats ne soit pas significatifs (p value de 0.2548), cette diminution nous indique 

qu’il est probable que la ghréline réduise la capacité de PGC-1 à coactiver PPAR dans 

un contexte ligand-dépendant. Ces résultats peuvent être expliqués par deux phénomènes. 

D’une part l’action de l’agoniste qui pourrait favoriser la liaison de PPAR avec un autre 

partenaire moins présent et d’autre part, l’action de la ghréline qui pourrait favoriser la 

liaison de PGC-1 avec d’autres récepteur nucléaire. Lorsque ces deux actions se 

produisent en même temps, un effet est constatable. Une étude récente portant sur le rôle de 

PPAR dans le foie suggère que les interactions PPAR/PGC-1 et PPAR/PGC-1 

seraient favorisées plutôt que PPAR/PGC-1 (Liu et al. 2011). Effectivement, PGC-1 et 
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PPAR semble jouer tous deux un rôle inducteur sur la synthèse des acides gras tandis que 

PPAR et PGC-1 augmente la -oxydation. La coactivation de PPAR par PGC-1 étant 

ligand-dépendante, il est possible qu’elle interfère avec ce que l’on observe dans nos 

expériences. De plus, PPAR connu pour être un autre partenaire de PGC-1 est 

fortement exprimé dans les hépatocytes. Un autre partenaire qui pourrait également 

bénéficier de la coactivation de PGC-1 est HNF4.  La ghréline et HNF4 sont tous les deux 

impliqués dans l’augmentation de la gluconéogenèse du foie (Yoon et al. 2001, Murata et 

al. 2002). Pour vérifier ces hypothèses, il est donc nécessaire d’investiguer la coactivation 

de PPAR et de HNF4 par PGC-1 en réponse à la ghréline.   

 

4.2.3 Effet de la ghréline sur le couplage PGC-1/PPAR 

D’un point de vue global, l’effet de la ghréline sur le couplage protéique               

PGC-1/PPAR reste à approfondir. Effectivement, nous démontrons que l’interaction est 

diminuée en réponse à la ghréline dans un contexte agoniste-indépendant dans les cellules 

HEK293. Cependant, la coactivation de PPAR par PGC-1 n’est diminuée par la ghréline 

dans les cellules HepG2 qu’en présence de l’agoniste de PPAR. Plusieurs hypothèses 

peuvent être émises quant à ces résultats.  

 

Tout d’abord, la présence de l’agoniste semble déterminante. La coopération entre 

PGC-1 et PPAR n’est pas encore bien comprise. Néanmoins, nous savons qu’elle est 

dépendante du contexte promoteur et que selon les études, elle s’avère agoniste-dépendante 

ou indépendante (Dressel et al. 2003, Wang et al. 2003, Kleiner et al. 2009). L’implication 

de PGC-1 auprès de PPAR semble dépendant de la présence du ligand. Par exemple, 

l’induction de l’expression du gène Pkd4, une cible reconnue de PPAR, est dépendante de 

la présence de PGC-1 uniquement en absence de l’agoniste de PPAR (Kleiner et al. 
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2009). PPAR seul induit l’expression seulement en présence de l’agoniste. Il serait donc 

intéressant d’effectuer des tests d’activité transcriptionnelle spécifique avec différents 

promoteurs de gènes cibles de PPAR. 

 

De plus, nous savons que PGC-1 est inactif et relocalisé dans des focis nucléaires 

lorsqu’il est acétylé (Lerin et al. 2006). Nous savons également que ceci engendre une 

capacité de coactivation et une régulation de l’expression génique réduite, avec un 

éloignement de PGC-1 de ses promoteurs cibles. Néanmoins, aucunes données dans la 

littérature ne démontrent jusqu’à présent et de façon claire la relation entre l’acétylation de 

PGC-1 et la liaison avec ses partenaires. Selon certains modèles, PGC-1 peut rester lié à 

ses partenaires lorsqu’il est acétylé et relocalisé dans les focis nucléaires (Dominy et al. 

2010). A l’inverse, d’autres modèles proposent que lorsque PGC-1 est acétylé, il devient 

incapable de lier ses partenaires (Jeninga et al. 2010). Dans le cadre de notre étude, Il serait 

nécessaire d’effectuer des expériences de co-imunoprécipitation et des tests de coactivation 

(gène rapporteur) en surexprimant la désacétylase Sirt1 ou l’acétyl-transferase GCN5. 

L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques tels que Ex527 (inhibiteur de Sirt1) permettrait 

également de conforter ces expériences. 

 

Il est à noter que, l’étude de l’interaction entre PGC-1 et PPAR et la capacité de 

coactivation de PGC-1 ont été réalisés dans deux contextes cellulaires différents. Les 

cellules HEK293 sont utilisées dans un contexte hétérologue où GHS-R1a est surexprimé 

de façon transitoire. Les cellules HepG2 sont utilisées dans un contexte d’expression 

endogène du récepteur. La quantité du plasmide codant pour GHS-R1a utilisée pour les 

transfections des cellules HEK293 peut induire une variation dans la signalisation du 

récepteur. Dans nos expériences, elle a été déterminée de façon à avoir le minimum de 

conséquences sur la machinerie totale de transcription et l’intégrité des cellules. Une partie 
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des études effectuées sur l’activité de GHS-R1a sont réalisées dans des cellules tranfectées 

de façon stable. Dans d’autres études, où les cellules HEK293 sont transfectées 

transitoirement avec GHS-R1a, les auteurs utilisent des quantités bien supérieures aux 

nôtres. Un test d’activité du GHS-R1a dans nos cellules transfectées pourrait nous aider à 

déterminer la quantité d’ADN adaptée à nos protocoles de transfection. Pour cela, il serait 

possible de réaliser des tests d’activité en gène rapporteur à la luciférase fusionné avec 

l’élément de réponse reconnu par un effecteur activé dans la voie de signalisation à laquelle 

on s’intéresse (Fan et al. 2005). Pour GHS-R1a, nous avons vu que ces voies peuvent 

impliquer une augmentation de calcium intracellulaire ou une activation de MAPKs. 

L’utilisation d’un peptide synthétique tel que l’hexaréline pourrait également être réalisée 

pour étudier le rôle de GHS-R1a dans la réponse à la ghréline des cellules HEK293 

(Avallone et al. 2006). 

En ce qui concerne les niveaux d’expression de GHS-R1a dans les cellules HepG2, 

les données de la littérature divergent. Certaines études démontrent l’expression de      

GHS-R1a dans le foie et la lignée cellulaire d’hépatome HepG2 (Murata et al. 2002). Alors 

que d’autres n’ont pas détecté GHS-R1a ni dans le foie (McGirr et al. 2011), ni dans des 

hépatocytes primaires (Gauna et al. 2005), ni dans les cellules HepG2 (Thielemans et al. 

2007). Dans le cadre de nos expériences, nous avons détecté la présence de l’ARNm 

spécifique du GHS-R1a dans les cellules HepG2 par étude de PCR en temps réel (données 

non présentées). Néanmoins, il est primordial de confirmer son exposition à la surface des 

cellules par analyse en cytométrie de flux. De plus, une analyse en Western blot pourrait 

nous permettre de confirmer la présence protéique de GHS-R1a. L’implication de        

GHS-R1a dans la régulation de PGC-1 au sein des cellules HepG2 peut être démontrée 

grâce à l’utilisation d’antagoniste (Substance P) ou d’agoniste inverse de GHS-R1a 

(GHRP6) et grâce à une approche de shARN contre GHS-R1a. Ces approches nous 

permettraient d’assurer le rôle spécifique de GHS-R1a dans la réponse des cellules à la 

ghréline. 
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Un déséquilibre de l’homéostasie énergétique est souvent associé aux maladies 

métaboliques. Par exemple, lorsque le surplus d’énergie est trop important, l’organisme 

n’arrive plus à s’adapter et le processus de régulation devient défaillant avec des 

conséquences néfastes sur le métabolisme. Il se développe alors le syndrome métabolique 

qui mène à des complications graves telles que l’obésité, le diabète de type II, les 

dyslipidémies et les maladies cardiovasculaires.  

Dans cette étude, nous avons montré que l’activité constitutive du récepteur de la 

ghréline (GHS-R1a) engendre une inhibition de PGC-1 caractérisée par une augmentation 

de l’acétylation. Il est possible de constater également une accumulation de PGC-1. Ces 

effets étant comparables à ceux de l’acétyltransférase GCN5 connue pour inhiber et 

acétyler PGC-1, nous avons émis l’hypothèse que l’effet de GHS-R1a sur PGC-1 

pourraient impliquer GCN5. Il est également possible que GHS-R1a diminue le ratio 

NAD/NADH qui d’une part inhiberait la désacétylase Sirt1 et d’autre part activerait 

l’oxydoréductase NQO1 (sensible au NADH) qui protègerait PGC-1 d’une dégradation 

par défaut. Dans l’avenir, il sera très intéressant d’analyser l’activité de GCN5 et Sirt1 en 

réponse au GHS-R1a ainsi que l’interaction entre PGC-1 et ces deux régulateurs.  

Nous avons également constaté que la ghréline semble, à l’inverse de son récepteur, 

activer PGC-1. L’acétylation de PGC-1 ne serait pas impliquée. Dans cette réponse, les 

effets divergents de la ghréline et de son récepteur semblent inattendus puisque la ghréline 

active GHS-R1a. Il se pourrait que la liaison du ligand induise une voie de signalisation 

spécifique et indépendante des voies activées par le récepteur seul, comme proposé dans la 

littérature. La caractérisation des effecteurs impliqués dans l’effet de la ghréline et de son 

récepteur permettrait d’expliquer ces effets.  

Enfin, nous avons observé que la ghréline diminue l’interaction entre PGC-1 et 

son partenaire PPAR de façon ligand-indépendante. Dans les cellules HepG2, l’effet 

inhibiteur de la ghréline sur la capacité de PGC-1 à coactiver son partenaire a été 
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démontré de façon ligand-dépendante. Nous avons proposé que l’activation de PGC-1 en 

réponse à la ghréline pourrait bénéficier à un autre partenaire de PGC-1, autre que 

PPAR. La présence de l’agoniste de PPAR pourrait être impliquée dans le rôle 

coactivateur de PGC-1dans les cellules HepG2. 

 

En perspective, il serait très intéressant d’approfondir l’effet du GHS-R1a sur   

PGC-1 en identifiant les effecteurs des voies de signalisation impliquées. De plus, l’étude 

de la ghréline sur l’activité et la régulation de PGC-1 dans les cellules HepG2 semble très 

prometteuse. Le contexte dépendant du partenaire et du promoteur cible devrait 

évidemment être pris en compte. Une attention particulière devrait être portée sur les 

facteurs de transcription et les promoteurs des gènes impliqués dans la régulation de la 

gluconéogenèse caractéristique au foie. De nombreuses évidences démontrent que la 

ghréline et PGC-1 sont impliqués dans la régulation des mêmes voies métaboliques dont 

la gluconéogenèse hépatique. Les effecteurs impliqués dans la signalisation de la ghréline 

sont souvent associés à la régulation post-traductionnelle de PGC-1. Les plus connus étant 

des kinases et phosphorylases, une étude poussée sur la phosphorylation de PGC-1 et les 

effecteurs impliqués serait nécessaire. 

La ghréline et PGC-1, deux facteurs important de ce processus, sont impliqués 

dans le syndrome métabolique. L’identification et la caractérisation de nouvelles cascades 

de signalisation effectuées au laboratoire s’avère très prometteur (Rodrigue-Way et al. 

2007, Rodrigue-Way et al. 2013). Effectivement, une meilleure compréhension de la 

régulation de l’équilibre énergétique nous permettra de découvrir de nouvelles cibles 

thérapeutiques aux maladies métaboliques (Demers et al. 2008). Dans les années 2007-

2009, le Canada comptait près de 19 % d’adultes touchés par ce syndrome (Riediger et al. 

2011). Compte tenu de la gravité des maladies chroniques engendrées par ce déséquilibre et 

l’accroissement incessant de leur prévalence à travers le globe, le syndrome métabolique 

est un enjeu mondial de santé publique considérable. 
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ANNEXES 

Annexe 1. Régulation transcriptionnelle de PGC-1

Extrait de (Fernandez-Marcos et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 2. Réaction et enzymes impliquées dans la thermogénèse adaptative  

Les enzymes et les fonctions démontrées comme induites par l’activation de PPAR sont représentées en vert, 

celles inhibées en rouge. La flèche verte surligne l’absorption et l’oxydation des acides gras suivies du 

découplage de la phosphorylation oxydative. Extrait de (Dressel et al. 2003). 


