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Résumé :

La myogenése du muscle squelettique est un pracessoplexe dont certaines étapes
sont régulées par la voie de signalisation de Naittez les Mammiferes, la présence de
O-fucosylglycannes sur la partie extracellulaire dEepteurs Notch influence I'activation de
la voie de signalisation. Leur synthese débutel’pation de laO-fucosyltransférase Pofutl.
Au cours de ce travail de thése, nous avons migwence, par mutagenese dirigée,
l'implication du site conservé de-glycosylation N° pour I'intégrité structurale de Pofutl.
Ceci constitue un nouvel exemple de I'influencdald-glycosylation dans le repliement des
glycoprotéines. Des analyses combinant l'utilisatée la lignée de cellules myoblastiques
C2C12 et le suivi de I'expression des genes de logenese, constructeurs des
O-fucosylglycannes et des acteurs de la voie deM\ptar PCR quantitative en temps réel et a
haut débit, nous ont permis de proposer un mod&ewant le fonctionnement de la voie de
signalisation de Notch durant la différenciationaggnique. Ce modéle met en évidence le
réle majeur de plusieurs acteurs de cette voieigialkssation comme DII1, Notch3, Lfng et
Pofutl. Il constitue un point de départ nécessaireanalyses de la sur- et sous-expression de
Pofutl lors de la différenciation myogénique. Dae$te perspective, nous avons construit
une souche de cellules C2C12 surexprimant Pofutkre, les études sur les modifications
de l'expression des génes impliqués dans la bibeget desO-fucosylglycannes nous
permettront de connaitre plus précisément, les n&o&s moléculaires qui orchestrent la

voie de signalisation de Notch dans le processusyidgenese.



Abstract :

Skeletal myogenesis is a complex process in wéiche steps are regulated by Notch
signaling pathway. In mammals, the presenceOdiucosylglycans on the extracellular
domain of Notch receptors influences the activavbrsignalling pathway. Pofutl is aD-
fucosyltransferase that initiat€sfucosylglycans synthesis. During this thesis wovk, have
identified, by site-directed mutagenesis, the imgolent of the conserveld-glycosylation
site at position 65, \,in Pofutl structural integrity. This is an additad example of the
influence ofN-glycosylation in glycoprotein folding. Analysis agi myogenic C2C12 cell
line, and real-time quantitative PCR allowed usstody expression of genes involved in
myogenesis, Notch signaling ar@-fucosylglycans synthesis. We consequently suggest a
model which defines the mechanism of Notch sigigadinring myogenic differentiation. This
model highlights the essential role of several @&ctd this signalling pathway including DII1,
Notch3, Lfng and Pofutl. It constitutes a necessstarting point for further studies
concerning Pofutl over- and down-expression, dunmggenic differentiation. Therefore,
we created a C2C12 cell line over-expressing PofUlitimately, studies on expression
modifications of genes implicated @-fucosylglycan biosynthesis will enable us to more
precisely understand molecular mechanisms thaestcite Notch signalling in the process of

myogenesis.
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Avant-propos

Au sein du département de génétique animale deRAINI'Unité de Génétique
Moléculaire Animale porte un intérét particulietearecherche des déterminants génétiques
conditionnant le développement musculaire. La cémgnsion des mécanismes qui régulent
la myogenese pourrait s’avérer primordiale pour futere étude de la variabilité génétique
déterminant la masse musculaire chez les animaugrde. Ainsi, nous nous intéressons aux
mécanismes moléculaires qui orchestrent les étdgpesolifération et de différenciation de la
cellule musculaire. Ces études sur des mécanismedarientaux du développement
présentent aussi, a moyen ou a plus long termsjepits autres intéréts y compris dans le
domaine de la recherche biomédicale. Les connaissaur le déroulement de la myogenése
pourraient permettre la mise au point de thérapiesernant les maladies liées aux muscles
squelettiques comme les dystrophies ou les myaggmthDe plus, les cellules souches
musculaires, responsables de la formation (déveloept embryonnaire et fcetal, croissance)
et de la régénération (vie adulte) des musclesgseptent un espoir convaincant pour les
thérapies cellulaires des dégénérescences mussuddicardiaques.

Au cours du développement des vertébrés, certaieigles somitiques vont se
spécialiser en myoblastes puis se différencier nessjvement en fibres musculaires. Cette
différenciation est initiée et régulée par un réseamplexe de protéines. Certaines d’entre
elles sont glycosylées. Plusieurs données biblpigoaes récentes soulignent I'importance
fonctionnelle des glycoprotéines (Smalheis¢ral, 1998) et des protéoglycannes (Papy-
Garciaet al, 2002) dans les processus myogeéniques et la pbgsadu muscle squelettique
(Cieniewski-Bernardet al, 2005). Certaines pathologies neuromusculairesainea sont
notamment dues a des mutations dans des géned dedaglycosyltransférases (De Bernabe
et al, 2003).

Les structures saccharidiques ont pu accéder e® d98ang qui leur était dd, grace a
l'avenement d'une nouvelle discipline scientifiqusaptisée « Glycobiologie » par
Rademacher, Parekh et Dwek. La Glycobiologie esicdme discipline récente alliant les
fondements de la biochimie et de la biologie mdiical des glucides. Son but est de décoder

le sens de ce troisieme alphabet des sucres, ajoute a celui des protéines et des acides



nucléiques. La structure, la (bio)synthese et le dBun grand nombre de glycannes ont
aujourd’hui pu étre définis dans des processusogigles aussi variés allant de la
fécondation chez les mammiféres a [lintégrité dearois de certaines bactéries
(peptidoglycannes), en passant par la structuretidsss chez les végétaux (cellulose,
pectine,...). Etant donnée l'importance des ces m#&cdans le monde vivant, leur étude
revét aujourd’hui un intérét économique et un namilmonséquent d’entreprises de
biotechnologies spécialisées dans la glycobiologievu le jour (synthése de vaccins dirigés
contre des oligosaccharides, mise au point de pgheacontre des protéines de la
glycosylation, synthése de biopolymeres d’origitigasaccharidique,...). Cependant, I'étude
des glucides demeure trés complexe (« | would lsatyglycoproteomics is at least an order of
magnitude more difficult than proteomics », AnndlDRr. de Biochimie des carbohydrates a
I'Imperial College de Londres) et les travaux lea@ernant sont encore loin d’étre achevés.
L’'unité de génétique moléculaire animale (UGMA, wwwmr1061.unilim.fr) est une
unité mixte de recherche dont les tutelles somiversité de Limoges et 'INRA. Son objectif
scientifique principal est d’approfondir la conrsgisce du génome bovin et de son
fonctionnement pour mieux comprendre comment laialdité génétique contréle la
variabilité phénotypique de certains caractéresitéfét agronomique. Son activité de
recherche s’articule autour de deux grands axésude du glycogénome et sa contribution
dans des processus physiologiques (différenciatiaaculaire) et pathologiques (maladies a
prions), et I'étude du déterminisme génétique dasaatéristiques du muscle et de la

coloration de la robe chez les bovins (cf. Orgamgne).

Déterminisme génétique
Glycogénome du muscle squelettique et
de la robe chez le bovin

Processus pathologique Processus physiologique Evolution des
Maladie a prions Myogenese Glycosyltransférases

Approche globale

Organisation des équipes de recherche dans la thématique « Glycogénome »
Unité de Génétique Moléculaire Animale

Approche géne candidat

Mon travail de these s’inscrit dans la thématiguélycogénome », qui compte une
dizaine de statutaires qui se sont intéresses sleglques années a la caractérisation des

genes bovins de glycosyltransférases (Barredual, 2000 ; Javauet al, 2000 ; Loriolet



al., 2006), a I'étude des relations structure-foncties enzymes codées par ces genes (Dupuy
et al, 1999 ; Holmet al, 2000 ; Dupuyet al, 2004 ; Loriolet al, 2007), a I'évolution de
ces enzymes dans le réegne animal (Sawtiad, 2001 ; Dupuyet al, 2002 ; Javaueét al,
2003 ; Petikt al, 2006 ; Harduin-Leperst al, 2008) mais aussi, depuis peu, aux rbles de ces
genes dans certains processus développementauxectanmyogenese ou pathologiques tels
gue les maladies a Prion (Barettal, 2005 ; Ermonvaét al, 2008).

En octobre 2005, jai rejoint I'équipe qui, au seile cette thématique, étudie
implication des glycannes et donc des génes mesgdaes de leur synthése, dans le processus
de myogenese. Cette équipe composée de quatretastsuutilise deux approches
complémentaires pour répondre de maniére optimsds @bjectifs. Une approche globale qui
s’appuie sur l'utilisation d’outils technologiques haut débit et qui consiste a examiner
simultanément I'expression de 375 genes de la gigaton au cours de la différenciation de
la cellule musculaire. Cette stratégie est condafitede révéler de nouveaux génes pertinents
a étudier plus en détail dans le processus de mgsge Une seconde approche dite « géne
candidat », qui s’appuie sur les données de &adittire et les résultats de I'approche globale,
cible les génes qui contrdlent la glycosylatiorréecepteur Notch.

Les chercheurs impliqués dans la thématique « @Bmome » se sont beaucoup
intéressés par le passé aux fucosyltransférasdsuat d’entre elles, Pofutl et Pofut2, ont
particulierement retenue leur attention. L'enzynoduPl est le point de départ essentiel de la
synthese de®-fucosylglycannes trouvés en abondance sur les tetaspNotch, connus pour
leurs implications dans l'inhibition du processies myogenése. Tres peu de choses étaient
connues, a I'époque, sur la deuxieme enzyme, PofliEat ainsi que I'étude des deux génes
PofutletPofut2a été entreprise, avec I'idée future de compreledne(possible) implication
dans la myogenese.

Mon projet de these s’est inscrit dans la conténdit travail de Céline Loriol dont la
these, publiée en 2006, a été consacrée a lidmtidn, la caractérisation (organisation
génomique, expressions spatio-temporelle,...) eévolution (analyse phylogénétique) des
genes bovingofutl et Pofut2 Par la création et la maitrise de nombreux o(tidture de
cellules de mammiféres, construction plasmidiguméicarps anti-Pofutl, ...), sa contribution
scientifique a aussi permis d’initier plusieursd&s fonctionnelles sur 'enzyme Pofutl (étude
structure-fonction, réle lors du processus de mgege) qui ont servi de socle a mon travalil
de these.

D’un point de vue général, I'objectif de ma thesété de contribuer a I'étude du role

desO-fucosylglycannes lors du processus de myogenédeaars de la voie de signalisation



de Notch. Afin de répondre de facon optimale dobgtctif, ma these peut se décliner en trois
parties.

1- Caractérisation fonctionnelle de Pofutl respondde de la biosynthese des

O-fucosylglycannes portés par les motifs EGF-like.

L’étude des caractéristiques des genes et dedrmstéesponsables de la synthése des
O-fucosylglycannes est un élément essentiel dansomaphension des mécanismes de
régulation de la voie de signalisation de Notchlif@éLoriol a déja caractérisé les genes
bovins codant la protéine Pofutl. L'étape suivaujd, constitue la premiére partie de ce
manuscrit, est I'étude du fonctionnement enzymatigqle Pofutl avec un intérét tout

particulier pour s&-glycosylation.

2- Analyse de la voie de signalisation de Notch

au cours du processus de myogeneése.

La voie de signalisation de Notch impliquée dansnigogenese fait intervenir de
nombreux acteurs plus ou moins bien décrits danistdsature. De plus, quelques données
bibliographiques contradictoires rendent l'influende cette voie difficile a analyser dans ce
contexte développemental. Cette partie de monitresten quelque sorte une mise a jour de
la voie de signalisation de Notch au cours du Esue de myogenése. Pour aboutir a ce
résultat, j'ai analysé I'expression des acteurtadeie de signalisation de Notch, notamment
des enzymes constructrices d@gucosylglycannes, et des marqueurs myogéniques YBoi
total de 90 genes), au cours de la différenciatiesm myoblastes de la lignée murine C2C12,
en prétant une attention toute particuliere auxxdgpes cellulaires que sont les myotubes et
les cellules de réserve.

3- Conséquences de la modification d&-fucosylglycannes sur la myogenese

Une fois la voie de signalisation de Notch analydées un contexte de myogenese
«normale », il convient de modifier I'expressionesd genes constructeurs des
O-fucosylglycannes. Dans cette troisieme partie,pfegsion deofutl est modifiée dans la
lignée de cellules C2C12 afin d’examiner |'effetas changements sur les acteurs de la voie

de signalisation de Notch et sur le déroulemergrdgramme myogénique.
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La myogenése du muscle squelettique

Du somite a la fibre musculaire contractile

Le corps humain comprend plus de 640 muscles guésentent en moyenne 40% du
poids sec du corps. Chez les vertébreés, il eneekists grands types qui se distinguent par
leurs caractéristiques développementales, streturaet fonctionnelles: le muscle
squelettique, le muscle lisse et le muscle cardiagfin de s’accorder au mieux aux objectifs
de cette these, ce manuscrit fera référence unigieau muscle squelettique, qui, relié au

systeme nerveux central et associé aux os du stpjglermet par sa contraction, la motricité.

La myogenése du muscle squelettique est un pracessoplexe qui se caractérise par
un enchainement d’évenements cellulaires incluanite autres, des étapes de détermination,
de prolifération et de différenciation (Figure ©es processus sont observables, a différents
niveaux de complexité, de la méduse a I'étre hupetiplusieurs especes modeéles sont plus
particulierement étudiées. Les principales conaaisss sur le sujet sont issues d’études sur la
drosophile, le poisson zebre, le xénope, le pailéd souris que ce soit par une observation
du processus « sauvage » Ou grace au geénie ganéug@a permis de générer de nombreux
mutants. Des résultats complémentaires ont aussibdenus grace a l'utilisation de cellules
en culture que I'on peut séparer en deux types cddules fraichement isolées et utilisées en
cultures primaires et les lignées cellulaires imad@ées. Leur utilisation présente deux
intéréts majeurs, tout d’abord elle permet de gaithir des questions de bioéthiques posées
par I'expérimentation animale, ensuite, elle sifigpli’'étude de processus souvent trop
complexes pour étre étudiés dans leur globalitpe@dant, cette derniere caractéristique
introduit un certain biais dans les résultats pugsig modeéle cellulaire isolé s’éloigne quelque
peu du processus vivo. Les lignées cellulaires myoblastiques, issuesidscle squelettique,

les plus utilisées sont la lignée murine C2C12sgtignées de rat L6 et L8.

Cet exposé bibliographique se focalise sur la myege squelettigue chez les
vertébrés, et plus particulierement sur I'étudghcessus myogénique chez les mammiferes
dont l'organisme modéle principal est la souris.s Ledonnées exposées comprennent
également les résultats obtenus grace aux culteesllules (cultures primaires et lignées
établies). Bien sOr le modéle murin n'est pas esitlat les résultats majeurs amenés par

I'étude d’autres especes sont aussi consideres.
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Le processus myogénique peut étre subdivisé en ambmeux mécanismes
moléculaires et cellulaires. Ceux-ci peuvent quelgueu varier en fonction du type de
muscles en formation, la myogenése des musclesdesores étant la plus complexe du fait
de I'éloignement entre le site ou naissent lesyye&eirs myogeéniques et la localisation finale
des cellules musculaires matures. Afin de couwimaximum de mécanismes importants
dans la myogenése, sans pour autant surcharger armisorit, cet exposé sera plus

particulierement centré sur la myogenese des naidele membres.
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Fig.1 : La myogenése du muscle squelettiqgue du membre chez les vertébrés. Cette
figure montre les différentes étapes qui menent a la formation de fibres musculaires
contractiles a partir des cellules somitiques. Les embryons de souris correspondant a ces
différents stades de la myogenése sont montrés sur la gauche. Les geénes et voies de
signalisation majoritairement impliqués dans les divers stades de la myogenése sont
indiqués en italique. E : Ectoderme, N : Notocorde, TN : Tube Neural.

|- La formation des somites

Il est maintenant largement admis que tous les Iesissquelettiques chez les
vertébrés, a I'exception des muscles du crane etishige, dérivent de précurseurs présents
dans les somites (Christ et Ordahl, 1995). Cheembryon de vertébré, le somite est une
structure épithéliale, transitoire, de forme spinégi qui entoure une cavité appelée
somitoccele. Les somites sont délimités par unetmtrés dense de matrice extracellulaire
qui les sépare des structures adjacentes quesstuiid neural, la notocorde, I'ectoderme et le
mésoderme latéral (Figure 2). lls proviennent deelgmentation du mésoderme paraxial et se
développent de chaque coté du tube neural etmgtdé@orde suivant un axe antéro-postérieur,

de sorte que le somite formé le plus précocemembaee du coté de la téte de I'embryon.

En 1976, le modéle « clock and wavefront » a éx@@sé pour expliquer la régulation
spatiale et temporelle de la somitogenese (CookBeeman, 1976). Dans le mésoderme
présomitique, I'horloge moléculaire (« clock ») gghmée par I'oscillation spatio-temporelle
de I'expression de genes de la famille Hes deLfng (voir plus bas pour plus de détails), de
I’ Axin2 (Aulehlaet al, 2003) et deNdkn1(Ishikawaet al, 2004), les deux derniers étant des
inhibiteurs de la voie de signalisation des WnigyFfe 3). Une étude sur des embryons de
souris a pu montrer que I'activation de la voiestignalisation de Notch, impliquée dans la
somitogenese, était sous le contr6le de la voie \Wesgs (Aulehlaet al, 2003). Ces
oscillations dues a I'activation et l'inhibition szessives des voies de signalisation de Notch
et des Wnts permettent en quelque sorte au mésedendsomitique de préparer sa

segmentation.

L’horloge moléculaire est un mécanisme crucial ptarformation des somites ;
cependant il ne permet pas, a lui seul, dexpligleersegmentation du mésoderme
présomitique. Un deuxiéme processus appelé « wauesrest nécessaire a la somitogenéese.
Trois acteurs majeurs de ce processus sont expsieh@s des gradients spécifiques le long du

mésoderme présomitique.
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Fig.2 : Le somite, origine des précurseurs cellulaires impliqués dans la myogenése.

(A) Hybridation in situ sur un embryon entier de souris agé de 9,5 jours post-coitum
(p.c.) avec une sonde dirigée contre le géne Uncx1.1. Ce géne est exprimé dans la région
caudale du somite mais pas dans le mésoderme présomitique (Gridley, 2006). (B) Coupe
transversale d’embryon de poulet illustrant le caractére épithélial du somite (juste apres
sa formation) ainsi que les tissus qui I'entourent. NT : Tube Neural ; S : Somitoccele ;
Ec: Ectoderme; En: Endoderme; IM: Mésoderme Intermédiaire. (C) Coupe
transversale d’'un embryon de poulet illustrant la dissociation du somite en différents
tissus soumis a des « destins » différents. D : ganglion dorsal ; Ao : Aorte dorsale ; Scl :
Sclérotome ; DM : Dermomyotome. L'immunomarquage (marron) contre la Desmine met
en évidence le myotome. (D’aprés Kalcheim et Ben-Yair, 2005)

Les gened-GF8 et Wnt3asont exprimés dans le mésoderme présomitique selon
gradient décroissant qui débute dans la partie ataudour se terminer au « front de
détermination ». Au-dela de ce front, le mésodgpnésomitique se segmente pour former les
somites (Dubrullest al, 2001, Aulehlaet al, 2003). L'acide rétinoique joue aussi un role
primordial dans la segmentation du mésoderme priisom puisque le géne codant I'enzyme
responsable de sa synthese est exprimé selon diemgfranverse de celui deGF8 (il part des
somites déja formés). Ce gradient d’acide rétin@iqurait par consequent un effet
antagoniste a FGF8 (Diez del Corealal, 2003) (Figure 3).

Pour résumer, le front d’ondes crée par ces greli@éfinit une zone limite ou le
mésoderme va se segmenter alors qu’en paralledepseillations spatio-temporelles de
I'horloge moléculaire permettent de spécifier I'daggment et la taille du futur somite au
sein du mésoderme présomitique. En 2007, I'équipiivier Pourquié, du Stowers Institute
for Medical Research a Kansas City (E.U.), a dénéold lien entre les deux mécanismes
puisque les oscillations normalement observées [@suncteurs des voies de Notch et des
Wnts sont absentes chez les embryons de souridgsmurels le récepteur a FGF8, Fgfrl, est
muté (Wabhlet al, 2007).
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Fig.3 : Voies de signalisation majeures régulant la somitogenese. La périodicité de la
formation des somites est orchestrée par un oscillateur moléculaire appelé I'horloge de
segmentation. Les geénes impliqués dans ce mécanisme (Lfng et Hes7) présentent une
expression cyclique dans le mésoderme présomitique qui progresse selon la direction
postéro-antérieure (fleche noire en pointillés). Le signal périodique généré par I'horloge
est converti en somites régulierement espacés par un mécanisme de positionnement qui
implique un gradient d’expression postéro-antérieur décroissant de Fgf8 et Wnt3a (fléche
verte). Ce gradient nécessaire au bon positionnement des limites somitiques est affiné
par un gradient inverse d’acide rétinoique (indiqué par l'expression du gene Raldh2,
fleche rouge). S1 : Somite formé le plus récemment ; SO : Somite en formation ; S-1 :
Région du mésoderme présomitique ou un somite va se former. (D'aprés Gridley, 2006)

II- Axialisation dorso-ventrale des somites

Peu de temps apres la formation des somites, phgsgggnaux provenant des tissus
environnants vont entrainer leur compartimentatioes transformations, au sein des somites
néoformés, sont dues a l'intégration de signauxtifiost négatifs provenant du tube neural,
de la notocorde, de I'ectoderme dorsal et du mésualéatéral. lls impliquent les protéines
wnts, FGFs, IGFs, Shh, TGFs et BMPs (voir thésén€dloriol, 2006). En partie ventrale, le
somite va former le sclérotome (Figures 1 et 2nposé de cellules mésenchymateuses, qui
donnera la colonne vertébrale, les coétes, les tendbles méninges. Le sclérotome peut étre
identifié par les marqueurs moléculair@axl, Pax9 et Scleraxis(Cossuet al, 1996). La
partie dorsale du somite, le dermomyotome, demguoeestructure épithéliale qui comme son
nom l'indique, héberge les précurseurs cellulathesderme et des muscles (Buckinghaim
al., 2003). Le dermomyotome peut étre caractéris@@amarqueurs comniax3 (Williams
& Ordahl, 1994) ePax7 (Joste=t al, 1990). A ce stade, on note I'apparition de I'egsion
deMyf5 dans la partie épaxiale du dermomyotome de I'eotbde souris (Ot al, 1991). |l
est intéressant de noter que chez les embryonsediax, c’esMyoD qui est exprimé en lieu

et place déMyf5 (Pownall et Emerson, 1992).
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[ll- Formation du myotome :

Tres tét apres I'apparition du dermomyotome (claegduris vers 8,75 jours p.c.), des
cellules se décrochent des extrémités du dermomngott migrent en dessous de ce dernier
pour former un nouveau tissu: le myotome (Figutest 2). Il se compose de cellules
musculaires mononucléées et différenciées appetégscytes qui expriment certains

marqueurs du muscle comme la Desmine (Kathad, 1988) (Figure 4).

- ~. Derme

Musculature du dos

Colonne vertébrale,

Cotes, Musculature abdominale
Tendons,
M¢ninges Muscles des membres

Fig.4 : Spécification des cellules somitique chez les mammiféres. Le dermomyotome
(gris), le myotome (rouge) et le sclérotome (noir) sont issus de la spécification des
cellules des somites. Ils donneront naissance aux muscles et aux structures indiqués sur
la figure. L'origine des muscles du dos est aujourd’hui controversée.

Le myotome peut donc étre considéré comme le premmescle squelettique
observable au cours du développement. Sa formdtpend de I'expression déyf5, elle-
méme sous le contréle &hh(Borycki et al, 1999). Ensuite, au cours de leur différenciation,
les cellules du myotome vont aussi exprimer leegbtyog puisMyoD (Ottet al, 1991). Il y
a 20 ans, on le présentait comme le précurseunwdelés muscles squelettiques (lire Ordahl
et Le Douarin, 1992, par exemple). Le role du mywast actuellement trés discuté. Selon le
modele actuele myotome médian produit les muscles épaxiauwxdqaineront la musculature
du dos (Christ et Ordahl, 1995 ; Brand-Saletrial, 1996a), alors que le myotome latéral
ainsi que la portion latérale du dermomyotome \dmrtner des muscles hypaxiaux (Sp@te
al., 1996) qui produiront les futurs muscles abdomindes muscles des membres sont aussi
considérés comme des muscles hypaxiaux mais iEept@nt une situation assez spéciale
puisqu’ils dérivent non plus du myotome latéral snaniquement du dermomyotome latéral.
Ce dernier se désagrége et libére des cellulesidudiles, non différenciées, capables de
proliférer, qui vont migrer vers les bourgeons desmbres (Williams et Ordahl, 1994).

Cependant, le modele actuel commence a étre distutértains auteurs considergpuie la
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musculature du dos proviendrait de précurseurslagks présents dans la partie épaxiale du

dermomyotome (Biressit al, 2007 ; Shitet al, 2008) et non pas du myotome médian.

IV- Migration des précurseurs cellulaires des musels :

Lors du développement des vertébrés, alors que stamites continuent leur
transformation, les membres vont commencer a seefopar I'apparition des bourgeons. Le
probléme qui se pose alors, est que les précurselitdaires qui formeront les muscles se
situent dans le dermomyotome tandis que les musicdieent étre mis en place au sein des
membres. Les cellules présentes au sein de I'dépithé&u dermomyotome vont donc devoir

se détacher puis migrer vers le site des bourggemsembres (Figure 5).

Au niveau -
des membres i‘ & wn 9

Régions entre
les membres

Précurseurs cellulaires Meésenchyme du
des muscles en migration bourgeon des membres

Shh

v
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|
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3
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Fig.5 : Délamination et migration des cellules a I'origine des muscles des membres.
(A) Les précurseurs myogéniques en migration sont visualisés (bleu) dans un embryon
de souris de 10,5 jours p.c. par hybridation in situ avec une sonde dirigée contre le géne
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Lbx1, un facteur de transcription utilisé comme marqueur des cellules en migration. Les
cellules se sont décrochées au niveau des membres antérieurs (fleche 1) et postérieurs
(fleche 2). La fléche 3 indigue un flux de cellules en migration qui part du somite et sera
a l'origine des muscles de la langue. Lbx1 est aussi exprimé dans la moelle épiniere. (B)
Au niveau des membres, les précurseurs cellulaires des muscles des membres (rouge) se
détachent du dermomyotome (jaune) latéral et sont capables de migrer a des distances
éloignées. (C) Diagramme schématique de la hiérarchie génétique qui controle le
développement des précurseurs myogéniques en migration. Pax3 contrdle, directement
ou indirectement, I’expression des genes c-met et Lbxl. SF/HGF produit par le
mésenchyme du membre controle |'activité de c-met. La production de SF/HGF est sous
le contréle de FGFs et de la protéine Shh, secrétés par les tissus environnants. (D’aprés
Birchmeier et Brohmann, 2000)

Dans le cas des somites situés a proximité des mesmlles précurseurs myogéniques
Pax3/Pax7-positifs vont se décrocher du dermomyetoppaxial. Ce processus a lieu grace a
I'expression du géne-met qui code un récepteur a activité tyrosine kin@etrich et al,
1999). Son ligand SF/HGF (Scatter Factor/Hepato&ytewth Factor) a été caractérisé
comme un facteur qui induit la dissociation dewdeB épithéliales en culture. Il est exprimé
par le mésenchyme présent au niveau des bourgesnsie@mbres (Birchmeier et Gherardi,
1998). Contrairement aux mutations dans le geae3 les mutants-metet SF/HGF ne
présentent pas de défaut dans la formation du deyoimme, par contre les précurseurs
cellulaires qui doivent normalement migrer, restanproximité des somites, accolés au
dermomyotome. Ceci a pour conséquence l'absenceplétande muscles au niveau des
membres, du diaphragme et de la langue (tous lexlesuimpliguant une migration des
précurseurs myogeniques) (Blagttal, 1995). Ces études ont permis de considérer le gen
c-metcomme I'acteur principal de la délamination etl@enigration des cellules jusqu’aux
sites de myogenese.

Parmi les précurseurs myogéniques Pax3/Pax7-posififésents dans le
dermomyotome, certains expriment tres tot le g&bel, un facteur de transcription
comportant un homéodomaine. Il existe une coraaéntre les cellules qui expriment ce
gene et les cellules qui migrent pour former, pasdite, les masses musculaires des membres
(Jaglaet al, 1995). De plus, I'expression debx1l est induite avant la délamination des
cellules, maintenue pendant la migration puis ddésgquand les cellules se différencient
(Mennerichet al, 1998). Dans les embryons de souris mutés swereldx], les précurseurs
migrateurs se forment et se décrochent du dermamgtypaxial mais migrent de fagon
anormale (Shafer et Braun, 1999). L'expression Kanée dec-metet Lbx1 définit donc une
population de cellules capables de migrer depuitetenomyotome jusqu’a un site éloigné de

sa position initiale (Figure 5).
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V- Détermination myogénique

La découverte des facteurs myogéniques de la famijloD représente une avancée
remarquable dans la recherche sur les processuégissent la myogenese (voir thése Céline
Loriol, 2006, pour les caractéristiques structigakt les cinétigues d’expression chez
'embryon de souris). Chez les mammiferes, on teoguatre MRF, « Myogenic Regulation
Factors » : Myf5, MyoD, Myogénine (Myog) et Myf6.e€ protéines, qui appartiennent a la
super-famille des facteurs de transcription a domabHLH (kasic-Helix-Loop-Helix),
présentent deux caractéristiques trées importantespécifiques: elles sont présentes
uniquement dans les cellules du muscle squeletaggartout elles sont toutes capables, avec
des degrés d'efficacité qui leur sont propres, itlin le processus myogénique apres
transfection dans un autre type cellulaire (Weturdtret al, 1991).

Chez la sourisMyf5 est le premier gene de cette famille & étre ex@rion le détecte
dans le dermomyotome épaxial puis dans le myotdarespression précoce delyf5, bien
avant que la différenciation des cellules ne sbénotypiquement visible, a permis de lui
attribuer un réle dans la détermination des prétuwss myogéniques (Odt al, 1991). La
détermination myogénique des cellules qui formetestmuscles des membres n’intervient
cependant qu’une fois les bourgeons des membreisitatbu les précurseurs myogéniques
Lbx1/c-met-positifs commencent a exprimer simultaaat MyoD et Myf5 (Tajbakhsh et
Buckingham, 1994). L’expression de ces deux gesescels le contrble des signaux émis par
les tissus environnants. Etonnamment, l'inactivatidun des genesMyf5 ou MyoD,
n'entraine, a premiére vue, aucun défaut dans\eloigpement du muscle, ce qui démontre
un degré de redondance dans la fonction assoctés @eux genes. Cependant, aprés des
recherches plus poussées, il apparait que lesddyfs’ présentent de Iégers défauts dans la
musculature du tronc alors que les souris MyoRontrent un développement retardé des
muscles des membres. Ceci démontre que les fosctierMyf5 et de MyoD peuvent étre
redondantes dans certains tissus (muscles des m®mbt spécifiques dans d’autres
(formation des muscles épaxiaux) (Braeinal, 1992 ; Rudnickiet al, 1992 ; Berkes et
Tapscott, 2005). Par contre, le KO simultané das<dgnes entraine I'absence totale de
muscles squelettiqgues et de myoblastes dans lesyensbde souris. La présence d’au moins
un des facteursMyoD ou Myf5, est donc nécessaire pour que les cellules saragiq
multipotentes s’engagent dans la voie myogéniquediiiRki et al, 1993). On a, par

conséquent, attribué a ces deux facteurs un réldétermination myogénique. Une étude
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supplémentaire, menée avec une série alléliquemdenutantsVyfs, a réecemment révélé que
Mrf4 (d’habitude assigné a un rdle dans la matomaties myotubes en fibres musculaires
contractiles, voir plus bas) est aussi impliqué sddes événements de détermination

myogénique (Kassar-Duchossetyal, 2004).

VI- Prolifération des myoblastes

Au cours de la myogeneése, les cellules somitiqued subir une spécialisation qui
sera a l'origine de fibres musculaires fonctiorell Cependant, le nombre de cellules
présentes dans les somites n’est pas suffisantgssurer la formation de tous les muscles du
corps. Apres leur délamination du dermomyotome et imigration jusqu’aux bourgeons des
membres, les précurseurs des cellules musculargsdevoir se multiplier et ainsi générer un
nombre suffisant de cellules musculaires, on pdideape de prolifération. On trouve peu de
données sur I'étud@ vivo, du phénomeéne de prolifération des cellules myatigjaes. De ce
fait, de nombreux éléments ont uniquement pu éigean évidencein vitro, grace a des
cellules en culture.

Pax3 est directement ou indirectement par I'adtivatiu génec-met nécessaire au
maintien des cellules dans une phase proliférgBrekinghamet al, 2003). Un facteur a
homéodomaine, Msx1 (muscle-segment homeobox 1),pesent dans les précurseurs
cellulaires des muscles en cours de migrationédgmnte la capacité de garder des myoblastes
en culture dans un état prolifératif (Houselstetnal, 1999). Sa sur-expression, dans des
cellules musculaires différenciées, entraine méeoe & dédifférenciation » et un retour a
I'état prolifératif (Odelberget al, 2000). Les deux facteurs de transcription PaXx@s¢tl ont
donc des réles clés dans la prolifération des nagibs mais on connait peu de choses sur les
genes gu'ils activent et donc sur les changemastiigsl@ires qu’ils induisent. Un autre facteur
important, le « Serum Response Factor » (SRF)pwajaux deux premiers, sa fonction
principale est I'induction de génes impliqués denprolifération et le cycle cellulaire (Chai
et Tarnawski, 2002).

Plusieurs membres de la famille des FGFs, donplies étudiés dans le cadre de la
myogenése sont FGF2 (Cleggal, 1987 ; Olwinet al, 1994a), FGF4 et FGF6 (Armaed
al., 2006), sont impliqués dans le prolifération dg®bhastes (Brand-Sabest al, 1999). On
suppose que les voies de signalisation impliquesitHGFs (voir Ornitz et Itoh, 2001, pour

revue) initient cette prolifération (Edom-Vovaed al, 2001). En effet, il a été montri
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vitro, sur des cellules myoblastiques, que la réductionniveau d’expression des FGFs
provoque la sortie du cycle cellulaire, 'augmeiatatde I'expression des MRFs et la
différenciation terminale des cellules (Olson, 1992

Le traitement de lignées cellulaires de musclelgttiques et de cellules primaires
musculaires par les T@BE inhibe, de facon dose-dépendante, I'expressioriodg les
principaux marqueurs de la différenciation myogénricet stimule la prolifération des cellules
(Florini et al, 1991 ; Loriol, 2006). Les TG¥ sont aussi capables de maintenir les
myoblastes dérivés de culture primaire dans unpétdifératif et indifférencié (Brand-Saberi
et Christ, 1999). Enfin, I'un des acteurs essemtidll processus de prolifération est le
récepteur Notch dont I'implication sera détailléagsdoin (voir page 59).

Parmi les génes impliqgués dans la prolifération mg®blastes, certains sont aussi
capables d’induire la différenciation, c’est le c&s récepteurs a FGFs, FGFR1 (Templeton
et Hauschka, 1992) et FGFR4 (Mariessal, 2002). La balance entre la prolifération et la
différenciation est trés fragile et nous montraual@oint les deux processus sont liés dans le

cas de la myogeneése.

VII- Différenciation des myoblastes

1) Déroulement de la différenciation :

La différenciation des myoblastes représente uapeéimajeure dans le déroulement
de la myogenése. Aprés une phase trés active m@tion, les myoblastes sortent du cycle
cellulaire puis s’alignent pour préparer la fusien myotubes multinucléés. Enfin, les
myotubes vont subir une étape de maturation poumn&lo des fibres musculaires
fonctionnelles (Figure 1). Lors de I'embryogendad]ifférenciation des cellules musculaires
se déroule en deux phases : on parle de myogeni@sairp et secondaire. Au cours de la
premiere phase (environ 11 jours p.c.), les préwuss myogéniques (appelés myoblastes
embryonnaires) qui ont migré du dermomyotome ves finembres commencent a se
différencier en fibres musculaires multinuclééepedges « fibres primaires ». La myogenése
secondaire apparait entre 14,5 et 17,5 jours pimmique la fusion des myoblastes faetaux
entre eux, formant ainsi des fibres secondairegéeral plus petites et entourant les fibres
primaires) (Duxsoret al, 1989) et/ou avec des fibres primaires préexisga(Evanst al,
1994 ; Dunglisoret al, 1999 ; Biresset al, 2007) (Figure 6).
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Fig.6 : Devenir des précurseurs cellulaires des muscles squelettiques. Les cellules du
myotome proviennent du dermomyotome somitique. Il est actuellement admis, sans
preuve formelle, qu’aprés différenciation, les myocytes issus du myotome seront ensuite
intégrés aux fibres musculaires épaxiales. Les cellules positives pour Pax3 et Pax7 sont a
l'origine de tous les autres précurseurs des cellules musculaires (myoblastes
embryonnaires, foetaux et cellules satellites). Les myoblastes embryonnaires et foetaux
formeront des fibres primaires et secondaires, respectivement. Les cellules satellites
apparaissent a la fin de la gestation et sont responsables de la croissance et de la
régénération post-natale du muscle. D'autres précurseurs non somitiques sont impliqués
dans la régénération du muscle mais leur role dans des conditions non pathologiques
reste peu exploré. (D'aprés Biressi et al., 2007)

2) Génes impliqués dans la différenciation :

Les myoblastes en prolifération expriment déigS et MyoD. Ils sont déja destinés a
devenir des cellules musculaires, cependant uminenombre d’autres signaux se doivent
d’étre intégrés pour amorcer le processus de diffdation myogénique. Ce dernier résulte
d’'un équilibre trés fin entre arrét de la prolifiéva, arrét de I'inhibition de la différenciation
et activation de I'expression des genes myogeéniquesnaires (codant des facteurs de
transcription) induisant ensuite I'expression deseg structuraux et fonctionnels de la cellule

musculaire.

- Arrét de la prolifération et levée de I'inhibition de la différenciation :

La réception des signaux provenant des tissus @mants va tout d’abord moduler
I'expression de génes impligués dans le cycle k@) comme en témoigne I'augmentation
de I'expression des gen€xlknla(p21) etCdknlc(p57) (Kitzmann et Fernandez, 2001),
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signant I'arrét de la prolifération des myoblasi@écouvert en 1997, le gealf8 qui code la
Myostatine, une protéine de la famille des PGFst impliqué dans linhibition de la
prolifération et de la différenciation des myobéss{Joulia-Ekaza et Cabello, 2006). En effet,
certaines mutations de ce gene entrainent une larsse de la masse musculaire chez le
bovin (Grobetet al, 1998), la souris (McPherroet al, 1997) et méme chez I'Homme
(Schuelkeet al, 2004), preuve d’'un déreglement sévere dans letiomement normal du
processus de différenciation myogénique. Plusiganes exercent aussi une inhibition sur la
différenciation, I'un des exemples les plus étudEst celui de la familleSix La
sous-expressionn vivo, de Sixl dans des embryons de poulet peut induire I'exprasde
genes spécifigues du muscle (Heamteal, 1999 ; Kawakamiet al, 2000). La voie de
signalisation de Notch joue aussi un réle conséguEms I'engagement des cellules
myogéniques dans le processus de différenciatioin fage 59).

-L’activation du programme myogénique :

L’activation du programme de différenciation myomg®e se caractérise par
'apparition de protéines structurales et fonctielfes, spécifigues du muscle comme la
Créatine-kinase (MCK), le récepteur a I'acétylchel(AchR), la Desmine et les différentes
Myosines (Yun et Wold, 1996). L’'expression de cestdines est co-régulée, soit directement
soit indirectement, par les protéines de la fandiés Mrfs (MyoD, Myf5, Myog, Myf6 ou
Mrf4), des co-activateurs des Mrfs comme E47 et Ba@teurs a domaine HLH favorisant
I'action des Mrfs en formant des hétérodiméres aascderniers, voir Loriol, 2006), et des
protéines appartenant a la famille des régulatutsmaine MADS, les Mef2 (Mef2a, b, c et
d, voir Loriol, 2006). Alors que les gendtyf5 et MyoD sont exprimés trés tot au cours du
développement (voir page 20), les facteurs de drgrion Myog et Mef2 sont absents
jusqu’a l'induction de la différenciation, puis keexpression augmente considérablement au
cours du processus. Leur présence simultanée vaefieg I'activation de I'expression des
genes spécifiques des muscles et ainsi initieiffi@renciation terminale des myoblastes (Yun
et Wold, 1996). Les souris KO pour le géne de laolygnine montrent une réduction
drastique du nombre de fibres musculaires. |l sergbke les myotubes soient remplacés par
des myoblastes ce qui permet d’affirmer que la Mywige est nécessaire a la différenciation
des myoblastes en myotubes (Nabeshahal, 1993). Le dernier Mrf, Myf6, a été moins
étudié. Des données sur son expresgionivo et dans des cultures cellulaires ont soulevé
I'idée de son rdle dans la maturation des myoc{Beberet al, 1991). Les mutantslyf6 de

souris présentent en effet de légéres baissesrd'ssipn de certains marqueurs musculaires
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comme celui de la chaine lourde de la Myosine eormgire dans les fibres rapides. On
retrouve aussi quelques défauts dans les fibremdaoes. Cependant, il faut bien noter que
le phénotype de ces souris est trés modéré paontagmelui des mutanfglyog L'un des
faits majeurs des mutanidyf6 est la baisse trés importante du niveau d’exprasseMyf5
(Arnold et Braun, 1996). Un rdle beaucoup plus pcécque celui démontré jusqu’alors a été
récemment confirmé. Il a été observé que du mussglelettique était présent dans les souris
KO pour Myf5 et MyoD, a condition que I'expression ddyfé ne soit pas compromise
(Kassar-Duchaussogt al, 2004). Myf6 participe donc lui aussi a la détermination des

myoblastes (Figure 7).
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Fig.7 : Expression et hiérarchie génétique des facteurs clés du processus myogénique.
(A) Représentation schématique de l’'expression des génes myogéniques de la famille
MyoD au cours du développement musculaire chez la souris. Ces données résultent
d’expériences d’hybridation in situ sur des embryons de souris et montrent I’expression
temporelle des transcrits dans les somites et les bourgeons des membres. (D’aprés
Buckingham, 1992 ; Loriol, 2006). (B) Pax3, Myf5 et Mrf4 agissent en amont de MyoD
pour la myogenése dans le tronc et dans les membres. Mrf4 peut activer la myogenése
embryonnaire mais pas foetale, méme en absence de Myf5 et MyoD. MyoD peut
initialement étre activé par Myf5 et Mrf4, et plus tard par Pax3. Myf5, MyoD et Mrf4 sont
les génes de la détermination. Les fleches indiquent des relations génétiques mais pas
nécessairement des interactions directes entre protéines. (D’aprées Kassar-Duchossoy et
al., 2004)
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- L’effet des contacts cellulaires :

Pour se différencier, les cellules musculaires smumises a un phénoméne appelé
« l'effet de communauté ». Cela signifie qu’'uneluel peut entamer le processus de
différenciation et ainsi former un tissu, uniquermngrelle se trouve en présence d’un nombre
suffisant de cellules du méme type (Gurdanal, 1993). Chez la souris, des expériences
consistant a cultiver des cellules du mésodermaxarprésomitique et somitique montrent
gu’elles formeront un tissu musculaire completemdifférencié uniqguement avec un
minimum de départ de 30-40 cellules du méme typesgCet al, 1995). Cet effet de
communauté est lié a la sécrétion de FGFs (pasreerfoomellement identifiés chez les
mammiféres) qui, présents au-dela d’un certain sieutoncentration, lévent I'inhibition de la
différenciation (Maricset al, 2002). Les contacts cellulaires entre les mydbsasont aussi
nécessaires a l'activation de la difféerenciationoggnique (Krausgt al, 2005). Plusieurs
classes de protéines d’adhésion sont impliquées tlarrégulation de la différenciation
myogénique, les plus documentées font partie ddafaille des Cadhérines et de la
superfamille des Immunoglobulines.

Parmi les Cadhérines, la N-Cadhérine est exprinadesdmites nouvellement formeés
aux fibres musculaires innervées en passant panyedlastes en fusion (Cifuentes-Dieiz
al., 1994 ; Linasket al, 1998). Des anticorps qui neutralisent ces pre&imhibent la
différenciation de nombreuses cellules musculagesculture (George-Weinsteiet al,
1997 ; Charrasset al, 2002). La M-Cadhérine est, quant a elle, spasfiglu muscle
squelettique. Elle est retrouvée dans les massssulaires au cours de leur différenciation
(Donalieset al, 1991). Certains peptides capables de bloqudidiace la M-Cadhérine ou
des ARNI inhibent la production de protéines stitades spécifiques du muscle dans des
cultures de myoblastes L6 de rat (Zeschrigil, 1995).

Dans la superfamille des Immunoglobulines, la pnet&dCAM (neural cell adhesion
molecule) participe a la fusion des myoblastes.zGaesouris, les ARNm du gemeamsont
exprimés dans les somites, et tout au long de lagemnese des isoformes spécifiques
montrent des changements dans leur niveau d'expresdyons et al, 1992). La
surexpression de certaines isoformes dans les astel| de la lignée murine C2 entraine la
sortie du cycle cellulaire, amplifie I'activité @#ne-kinase et augmente le taux de fusion des
myoblastes (Dicksost al, 1990). LaO-glycosylation de ces NCAMs a aussi son importance
puisque se®-glycannes régulent positivement la fusion des rtagibs,n vitro, alors que la
polysialylation sur des chain@g-glycanniques spécifigues est connue pour augmeater

répulsion entre les membranes et empécher ainstdetacts cellulaires (Johnsat al,
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2005). Dans la famille des Immunoglobulines, ontmwégalement trois protéines associees a
la surface des cellules musculaires en différeinciatCDO (aussi appelé CDON), BOC et la
Néogénine. Leur profil d’expression au cours denlpgenése est trés similaire. Elles sont
exprimées dans les somites, le dermomyotome, letam@ et dans les muscles en
développement, mais sont absentes des fibres nairesulmatures (Kangt al, 1998 ;
Mulieri et al, 2000 ; Kanget al, 2002 ; Mulieriet al, 2002 ; Kanget al, 2004). Leur
surexpression dans des lignées cellulaires myadpleest accélére et amplifie la formation des
myotubes (Kanget al, 2003). Ces trois protéines forment un compleaasmembranaire
dont la composante extracellulaire est BOC aloes QDO et la Néogénine jouent aussi un
réle de signalisation intracellulaire (Kaagal, 2002). Ces protéines ne sont pas des protéines
d’adhésion mais elles se comportent comme un régepapable d’activer certains facteurs a
domaine bHLH et de la famille NFAT (Nuclear FaabbrActivated T-cell). Ces derniers sont
déja connus pour jouer un role dans la migratiotaatroissance des axones (Graefal,
2003), ainsi que dans plusieurs étapes de la mgsgemcluant la fusion des myoblastes
(Horsley et Pavlath, 2002).

VIII- Fusion des myoblastes :

L’activation du processus de différenciation mydgée va entrainer de profonds
changements morphologiques au sein des futureslelmusculaires qui auront comme
conséquence la formation des fibres musculairestitimelles. Différents mécanismes
entrent en jeu : l'attraction et I'adhésion des bigstes entre eux, leur allongement et leur

fusion. Ce processus aboutit a la formation destaings multinucléés (Kraugs al, 2005).

Chez les vertébrés, la quasi-totalité des donnégsises sur la fusion des myoblastes
a été obtenue a partir de cultures cellulaires tkstuelles la fusion peut étre synchronisée
(Wakelamet al, 1985). Ces études vitro ont permis de montrer I'implication de plusieurs
classes de protéines. On sait depuis longtempset@nes protéines de surface comme des
lectines (ConcanavalineA, Sanditaal, 1977 ; Wheat germ Agglutinine, Murogaal, 1994)
sont impliquées dans la fusion des myoblastes.dd@bneuses autres protéines ont ensuite été
identifiées ; elles sont listées avec leurs fomstiassociées dans la figure 8 (Abmayal,
2003 ; Horsley et Pavlath, 2004). De récentes étudeitro sur la fusion de myoblastes de
mammiféres ont démontré I'existence de deux étdpehusion : d’abord la fusion de deux

myoblastes pour former un myotube naissant puigtida fusions impliquant ce myotube et
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d’autres myoblastes (Horsley et Pavlath, 2004gstl cependant tres difficile de valider ces

donnéesin vivo, chez les vertébrés, car le processus de fusibrassmchrone et donc

difficilement analysable. Par contre, des espéoes librganisation cellulaire est plus simple

ont permis de résoudre certains de ces problemes.

A
, Expression durant la . L , et
Molécules s Fonction/Activité proposée Référence
myogengse

Protéine membranaire

ADAM12 Mb Métalloprotéase Yagami-Hirosima et al., 1995

Cavéoline3 Mb, NMt, MMt ? Galbiati et al., 1999

VLA4 (Intégrine a4) NMt, MMt Alignement par intéraction avec VCAM-1 Rosen et al., 1992

VCAMI1 Mb, NMt, MMt Alignement par intéraction avec VLA-4 Rosen et al., 1992

Intégrine bl Mb Récepteur pour matrice extracellulaire Schwander et al., 2003

T-type Ca®* channels Mb, NMt, MMt Induction de I'influx de Ca’" intracellulaire Bijlenga et al., 2000

GRP9%4 Mb, NMt Interactions a la surface cellulaire Gorza and Vitadello, 2000

Facteur extracellulaire/sécrété

g N/A Régulation de I'activité de rotéines Przybylski et al., 1994
extracellulaire, Activation de voies de
signalisation intracellulaires

Cathepsine B Mb, NMt, MMt Protéase Jane et al., 2002

ILL-4 NMt Recrutement des myoblastes Horseley et al., 2003

PGE, ? ? Rossi et al., 1989

PGF,, Mt Activation de la voie NFATC2 Horseley and Pavlath, 2003

Protéine intracellulaire

Calmoduline Mb, NMt, MMt Rérrangement du cytosquelette, activation de ~ Bar-Sagi and Prives, 1983
voies de signalisation

Calpaine Mb, NMt, MMt Destabilisation du sarcoléme par protéase Schollmeyer, 1986

FKHR Mb, NMt, MMt Régulation de I'expression de genes Bois and Grosveld, 2003

Calpastatine Mb Inhibition de laCalpaine Temm-Grove et al., 1999

NFATC2 Mb, NMt, MMt Régulation de I'expression de génes dans Horseley et al., 2001
lesmyotubes naissants

B Fusion des myoblastes
Premicre phase Deuxieme phase
[ ]

Myoblastes
ADAMI12
Intégrine bl
Calpaine/Calpastatine
Cavéoline 3
Calmoduline
Cathepsine B

My

otube naissant
ADAMI12
FKHR
GRP-94
Ca-channels

Prostaglandine E1
VLA-4/VCAM-1

Myotube mature
NFATC2
Prostaglandine F2
ILL-4

Fig.8 : Processus de fusion des myoblastes chez les mammiferes. (A) Molécules régulant

la fusion des myoblastes murins. Mb : myoblaste ; NMt : myotube naissant; MMt :
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myotube mature. (B) La fusion des myoblastes se déroule en deux phases (i) des
myoblastes fusionnent d’abord entre eux pour former un myotube naissant comportant
un nombre limité de noyaux, (ii) les myotubes naissants fusionnent avec de nouveaux
myoblastes. (D'aprés Horsley et Pavlath, 2004)

L’'organisme le mieux adapté pour I'étude de la dosides myoblastes est la
drosophile. Sa musculature somatique exerce les eséfanctions que les muscles
squelettiques des vertébres et les changementtagels observes lors du processus de fusion
sont morphologiquement similaires (Dworak et SR®Q2 ; Chen et Olson, 2004).

Sur la base de leur comportement différent durafiision, deux types de myoblastes
ont été mis en évidence chez la drosophile. Cex tgues cellulaires sont spécifiés par la
voie de signalisation de Notch et le processusirdiibition latérale » qu’elle induit, (voir
page 51). On distingue les cellules «fondatrices muscle » (CF) et les cellules
« compétentes a la fusion » (CCF) (Chen et Ols604R Initialement, une CF fusionne avec
une ou deux CCF pour former un précurseur museubgirou trinucléé (Bate, 1990). Ensuite,
la fusion de ce précurseur musculaire avec d’a@@B aboutit a la formation de myotubes
multinucléés (Bate, 1990). Les données accumulgedasfusion des myoblastes chez la
drosophile sont résumées sur la figure 9. Cependdieiz les mammiféres, les protéines
homologues a celles impliquées dans la fusion dgsblastes de drosophile ne sont pas
encore établies sur le plan fonctionnel (HorsleyPatvlath, 2004). Seul un facteur de
transcription, NFATC2, a pour l'instant été décatnahez les deux especes. Son activité est
dépendante du calcium et demeure nécessaire pawitsance du muscle. Il représente un
espoir thérapeutique pour les traitements aprésblessure ou pour combler le manque de

masse musculaire di a I'age ou a la maladie (Raetdtorsley, 2003).
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B
Protein Localization Structure Vertebrate homolog
Transmembrane receptors
Dumbfounded (or Kin of FC Ig domains;TM; APD; PDZ-binding motif DM-GRASP/BEN/SC1
irregular chiasm C)
Roughest (or Irregular chiasm C) FC. FCC lg domains; TM; APD; PDZ binding motif DM-GRASP/BEN/SC1
Sticks and stones FCC lg domains; fibronectin type-lll domain; TM; target nephrin
sites for kinases
Hibris FCC Ig domains; fibronectin type-lll domain; TM; target nephrin
sites for kinases
Intracellular proteins
Antisocial (or Rolling pebbles) FC Lipolytic-enzyme signature sequence; ATP- and GTP- mants
binding site; ankyrin repeats; TPR; coiled-coil domain
Loner FC 1Q motif; Sec7 domain; PH domain; coiled-coil domain ARF-GEP; 0o
Myoblast city FC, FCC SH3 domain; Crk binding sites; Docker domain Dock180
DCrk Mesoderm SH2 and SH3 domains CRK-Il and CRKL
Drac1 and Drac2 Mesoderm GTPase Rac
dARF6 Ubiquitous GTPase ARF6
D-Titin FC, FCC Ig domains; fibronectin type-Ill domains; PEVK domain Titin
Paramyosin Mesoderm Coiled-coil domains Unknown
Blown fuse FC, FCC PH domain Unknown

Fig.9 : Le processus de fusion des myoblastes chez la drosophile. (A) Evénements
cellulaires impliqués dans la fusion des myoblastes. i) Une cellule compétente pour la
fusion, CCF (bleu) étend des filopodes jusqu’au précurseur musculaire binucléé (violet).
ii) La CCF reconnait et s’attache au précurseur. iii) Des vésicules se forment par paires
(complexe de préfusion) le long des membranes des deux cellules. iv) Une plaque dense
aux électrons se forme le long des membranes. v) Les cellules s’alignent. vi) Les
membranes se « cassent », ce qui s'accompagne de la formation de pores de fusion. vii)
Un myotube multinucléé est formé. Les génes en bleu s’expriment a différentes étapes
de la fusion des myoblastes. (B) Protéines impliquées dans la fusion des myoblastes chez
la drosophile et leurs homologues <chez les vertébrés. APD: domaine
d’autophosphorylation ; ARF : facteur d’ADP-ribosylation ; FC: cellules fondatrices ;
FCC : cellules compétentes pour la fusion ; GEP : guanine-nucleotide-exchange protein ;
Ig : Immunoglobuline; PH: domaine homologue a la Pleckstrine ; SH : domaine
homologue a Src ; TM : domaine transmembranaire ; TPR : répétition tétratricopeptide.
(D'aprés Chen et Olson, 2004)
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IX- Myogenese primaire et secondaire :

Toutes les fibres musculaires sont produites airpdd la fusion des cellules
myogeéniques dérivant des précurseurs Pax3/Paxiifp@bigure 6). Cependant, la formation
des fibres chez les vertébrés est un processusphadique qui implique deux vagues de
différenciation successives. Durant la myogenégagire (11 jours p.c. chez la souris), les
fibres sont générées par la fusion des myoblastesy®nnaires (Kelly et Zacks, 1969) ; elles
sont constituées d’'un petit nombre de myotubesaggmentent progressivement de taille et
acquierent leur forme ronde observable en sectarsversale. Lors de la phase plus tardive
(16 jours p.c.), les fibres secondaires, forméedgsamyoblastes foetaux, naissent initialement
a I'endroit ou les fibres primaires commencent r& @inervées (Duxsoat al, 1989). Les
myotubes secondaires restent d’abord attachésilanes fprimaires puis s’allongent ensuite et
deviennent des fibres indépendantes de taille paige que les fibres primaires (Kelly et
Zacks, 1969) (Figure 6). Les fibres primaires etoseaires different par I'expression
d’'isoformes de chaine lourde de Myosine (MyHC). uras géenes comme ceux codant la
créatine kinase, I'énolasp et la Pk® (une protéine kinase impliguée dans plusieurs
processus de prolifération et de différenciatiooftsexprimés différentiellement dans les
deux types de fibres (Barbiest al, 1990; Zappelliet al, 1996 ; Ferraret al, 1997). Il a
aussi été demontré que Myf5, MyoD et Mrf4 peuvewigpendamment initier le programme
myogénique durant la myogenése primaire alors quks $1yf5 ou MyoD peuvent remplir ce

réle lors de la myogeneése secondaire (Kasar-Duog@tsal, 2004 ; Biresset al, 2007).

X- Fibres lentes et rapides :

Les muscles des mammiferes sont composés de depes e fibres ayant des
propriétés de contraction propres (vitesse et ddeceontraction liée a I'activité ATPasique)
et des formes de myosine différentes. On distiniggefibres lentes caractérisées par la
présence de chaines lourdes de Myosine de typereeforte densité mitochondriale ce qui
induit un métabolisme majoritairement oxydatif. Lifsres rapides expriment les chaines
lourdes de Myosine de type lla, lIx et IIb. Lesréb présentant des Myosines de type Ilb
montrent une densité mitochondriale amoindrie edcdan métabolisme principalement
glycolytique (Booth et Thomason, 1991 ; Casats al, 2008). En général, chez les

mammiféres, les fibres primaires sont programmées pn « phénotype lent » alors que les
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fibores secondaires vont adopter un « phénotypedeapi (Zhang et McLennan, 1998 ;
Wigmore et Evans, 2002). Cependant, lors d’exesgite/siques ou en cas de pathologies, on
observe des transitions entre fibres lentes etdegpi(Olson et Williams, 2000). Les
mécanismes moléculaires régulant ces phases tardiveléveloppement du muscle restent
encore relativement inexplorés. Toutefois, des svale signalisation et des facteurs de
transcription impliqués dans ces phénotypes leramtle commencent a étre élucidés. Il a été
proposé qu’une voie de signalisation dépendanteatktium et activée par la Calcineurine,
agissant par l'intermédiaire du facteur de tramsicnn NFAT, jouait un réle majeur dans
'expression des génes définissant le phénotype(@ison et Williams, 2000). La voie de
signalisation Ras/MAPK/ERK est un autre médiataupartant de l'activation des génes
spécifiqgues des muscles lents (Murgtaal, 2000). Ces changements adaptatifs au sein des
muscles impliquent des processus de réarrangemeolisculaires et cellulaires qui font

intervenir les cellules satellites (voir le chapisuivant) (Martingt al, 2006).

XI- Les cellules satellites :

Apres la naissance, les muscles squelettiquedusrdp leur croissance naturelle, sont
sujets a de nombreux stress liés a I'exercice phgsiet aux éventuelles blessures. Ceci
requiert une source renouvelable de cellules capaled réparer les fibores endommagées ou
d’augmenter la masse musculaire lors du développepwst-natal. Depuis leur découverte
en 1961, ces cellules ont fait I'objet d’'un graramre d’études, en forte augmentation ces
dernieres années ; on les appelle cellules sateliti cellules souches du muscle squelettique
(Mauro, 1961). Les cellules satellites sont situgedss périphérie des fibres musculaires, entre
la lame basale et le sarcolemme, ce qui constituemplacement optimal a leur fonction
(Figure 10). Elles représentent entre 2 et 5 % rdgsmux d’'une fibre musculaire mature
(Figeacet al, 2007). Elles montrent des caractéristiques mdaggiiques, développementales
et moléculaires qui leur sont propres. Initialemguiescentes, leur potentiel prolifératif et
leur capacité a se différencier donnent de grasgeies aux thérapies cellulaires visant a
réparer les muscles en cas de maladies comme ksoplyies musculaires (Chen et
Goldhamer, 2003). De nouvelles approches de paitidic, soit par préparation de fibres
isolées (Collinset al, 2005), soit par cytométrie en flux & partir deuri® Pax3 "
(Montarraset al, 2005) ont prouvé que les cellules satelliteseétala source majeure de

précurseurs myogeniques nécessaires a la régénéicii muscle post-natal. Les autres
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précurseurs proviendraient des cellules souchesangmblastiques dérivées des vaisseaux

sanguins et également dépendantes de I'expressiBaxB (Minaset al, 2002) (Figure 6).

'
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Fig. 10 : Observation microscopique de différentes sortes de cellules musculaires.

Cellules de la lignée C2C12 en culture, (A) en prolifération (myoblastes) et (B) en
différenciation (myotubes et cellules de réserve) (x100). (C) Grossissement (x400) d'un
myotube d’une culture de cellules C2C12 : la coloration a I'hématoxyline et a I'éosine
permet de mettre en évidence la multinucléation des cellules musculaires différenciées.
(D) Fibre musculaire (noyaux verts) isolée a partir d'un muscle : la cellule coloré en
rouge et blanc représente une cellule satellite (fleche blanche).

1) Origine embryonnaire des cellules satellites :

Les cellules satellites apparaissent des la filieslebryogenése, aux environs de 16
jours p.c. chez la souris (Bischoff, 1997). Des é&ignces récentes de greffe de
dermomyotome de caille sur des embryons de pouletpermis de déterminer l'origine
précise des cellules satellites des différents taggarésents dans un organisme. Les cellules
satellites du tronc proviennent des cellules Pax8/Fpositives présentes dans le
dermomyotome central (Gres al, 2005) alors que celles des membres dérivent eledes
précurseurs Pax3-positives du muscle qui migrenletmomyotome hypaxial (Schienda
al., 2006).
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2) Margueurs moléculaires :

On considere souvent que les cellules satellitestdtaent une population homogéene
de progéniteurs musculaires (Bischoff, 1997). EBest caractérisées par I'expression de
Pax7 (Sealet al, 2000) ; ce marqueur est d'ailleurs utilisé paaaliser les cellules satellites
chez de nombreuses especes allant du poissorréHi@gtnain (Figeaet al, 2007). Dans la
méme famille,Pax3 est exprimé par les cellules satellites dans tesisnuscles a quelques
exceptions pres, comme par exemple dans les museléss de la jambe ou le gene cesse
d’étre transcrit (Relaixet al, 2006). D’autres marqueurs ont été identifies cemymet
(Cornelison et Wold, 1997), Myocyte Nuclear Fac{MNF ; Hawke et Garry, 2001),
M-Cadherin (Irintcheet al, 1994), VCAM1 (Rosert al, 1992), NCAM (lllaet al, 1992),
CD34 (un marqueur des cellules souches hématopoést; Beauchamet al, 2000) et des
protéoglycannes a héparane sulfate, syndecanst3@ornelisonet al, 2001). Cependant,
plusieurs études ont soulevé I'hypothése qu’iltex#st plusieurs sous-populations de cellules
satellites. Par exemple, I'expression de certaiagjoeurs cités précédemment comme CD34,
la M-Cadhérine ou méme Myf5 montre une certain@rogenéité dans les populations de
cellules satellites issues de fibres fraichemeniéés (Beauchamet al, 2000). Récemment,
en 2007, une étude vient de montrer que parmidbésles satellites Pax7-positives, on peut
distinguer deux sous-populations en se basant'expréssion du gen#lyfs. Les cellules
satellites constituent donc une population hét@regeomposée de cellules souches
(Myf5-négatives, environ 10 %) et de progéniteursgogeniques déja déterminés
(Myf5-positifs, 90 %) (Kuanget al, 2007).

3) Activation des cellules satellites :

La quiescence des cellules satellites est asswéairp certain nombre de facteurs
comme MNBB (Myocyte Nuclear factop) (Garryet al, 2000), la Myostatine (McCroskegy
al., 2003) ou Msx1 (qui, de facon intéressante, essiampliqué dans la régulation négative
de la différenciation des myoblastes) (Houzelsteinal, 1999) comme en témoigne la
disparition de leur expression dans des cellulesglgas en prolifération.

Il existe plusieurs signaux capables d’activer deBules satellites (Le Grand et
Rudnicky, 2007). Parmi les plus détaillés, on telesstress lié a I'étirement ou a la blessure
d’'un muscle qui induit la synthése d’oxyde nitriqg@ette molécule induit la libération dans le

milieu extracellulaire de deux protéines capablegtiver les cellules satellites : SF/HGF
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(dont le réecepteur est c-met) (Wozniak et Ander@2007) et la Follistatine (un antagoniste de
la Myostatine) (Piscontiet al, 2006). Des facteurs de croissance seécrétés par le
microenvironnement des fibres musculaires sonti alessstimuli importants ; les FGFs sont
capables d’induire la cascade de signalisationNRABK/ERK nécessaire a l'activation des
cellules satellites (Jones al, 2005).

Une fois activées, les cellules satellites vontratigen dehors de la lame basale
(ré)entrer dans le cycle cellulaire puis coexprinkax7 et MyoD (Figure 11). Les
« descendants » de ces cellules activées, les asteblsquelettiques, vont effectuer plusieurs
cycles de division et dans la plupart des myobtasiexpression de Pax7 va chuter entrainant
'expression de la Myogénine et donc la différetioimen myotubes puis la fusion avec les
fibres préexistantes (Le Grand et Rudnicky, 20@Me fraction de ces myoblastes va
cependant maintenir I'expression Beax7, perdre I'expression des facteurs myogéniques et
quitter le cycle cellulaire (Olguin et Olwin, 2004Zammit et al, 2004). Ces cellules
Pax7-positives et MyoD-négatives sont supposéageask fonction de renouvellement des
cellules satellites (Collingt al, 2005). Dans I'étude qui démontre I'existence dend
sous-populations de cellules satellites, les astd@montrent que celles qui n’expriment pas
Myf5 sont capables de se diviser de facon asymugrigour donner une cellule-fille
Myf5-positive destinée a se différencier et undubelfille « souche » Myfs-négative capable
d’assurer le renouvellement des cellules satel{kemnget al, 2007). Ce mécanisme permet
au muscle de se régénérer tout en lui permettagaidier son potentiel de régénération.

Lors de la différenciation des cellules de la ligr@&2C12 (Figure 10), on observe un
taux de fusion d’environ 50% ce qui signifie quent@itié des noyaux de la population
cellulaire n'est pas contenu dans les myotubes. ¢isles mononuclées partagent de
nombreuses caractéristiques avec les celluledigtalomme le fait d’étre quiescentes et de
pouvoir ré-entrer dans le cycle cellulaire poumnsdtiplier puis se différencier en myotubes.
Ces cellules sont appelées cellules de réserveretittient un modéle d’étude pour les
cellules satellites (Yoshidat al, 1998).
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Fig.11 : La régénération des fibres musculaires chez les vertébrés. (A) Représentation
schématique de la myogenése chez I'adulte. Des cellules satellites quiescentes du muscle
squelettique peuvent étre activées par des stimuli provenant des fibres musculaires ou de
leur microenvironnement. Les myoblastes squelettiques en prolifération expriment les
facteurs Pax7 et Pax3 ainsi que les facteurs de régulation myogéniques Myf5 et MyoD.
Les myoblastes perdent ensuite l'expression de Pax7, Pax3 et Myf5. Des myocytes
Myogénine-positifs se différencient, s’alignent, et fusionnent pour former les nouvelles
fibres musculaires. Mrf4 est ensuite nécessaire pour l'augmentation de la taille des
nouvelles fibres. (B) Le renouvellement des cellules satellites. Durant la régénération des
fibres musculaires, les cellules satellites souches (Myf5") peuvent se diviser de facon
asymeétrique pour engendrer une cellule-fille pouvant se renouveler (fleche bleue, Myf57)
et une cellule-fille destinée a se différencier (fleche verte, Myf5*). La cellule Myf5*
activée quitte sa niche sous la lame basale et se divise. Les myoblastes Myf5* servent
principalement a la différenciation et donc a former de nouvelles fibres. Certains
myoblastes activés peuvent aussi sous-exprimer MyoD et revenir a un état quiescent
(fleche rouge). Il est supposé que les cellules satellites souches Myf5™ pourraient aussi
étre capables de donner des précurseurs participant a la régénération des fibres
musculaires (fleche grise). (D’aprés Kuang et al., 2007)
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La Voie de signalisation de Notch :

Fonctionnement et implication dans la myogenese

o4

La voie de signalisation du récepteur Notch a ééodverte grace a des études
génétigues menées chez la drosophile, et son natch(ren anglais signifiant entaille,
eéchancrure) provient de l'effet de certains alletkss ce géne qui engendrent des ailes
eéchancrées chez les mouches hétérozygotes (Dé&@tbt). Les drosophiles mutées sur le
geneNotchprésentent un phénotype « neurogénique ». En &ffatutation induit un nombre
anormalement élevé de neurones, formés aux dépesscellules de I'épiderme. Ces
premieres observations ont suggéré que le dérteh était impliqué dans le devenir des
cellules. Le clonage du gene a été effectué en &088Bpuis, le récepteur Notch est 'une des
protéines les plus étudiées a travers le monder pawve, en aolt 2008, une recherche
utilisant les mots-clés « Notch signaling 2008 nglk base de données PubMed donne plus

de 400 entrées.
I- Structure du récepteur Notch:

Le récepteur Notch est une protéine transmembrarbartype | (un seul domaine
transmembranaire) dont les parties extracellulatréntracellulaire constituent deux entités
fonctionnelles et structurales, radicalement distim (Figure 12). La véritable activité
biologique est assurée par la partie intracelleldfiacteur de transcription), NICD pour
« Notch ntraellular domain » alors que la partie extracellulaire, ECurpe extracellular

domain », exerce une régulation tres fine sur @attioité.

Partie Extracellulaire Partie Intracellulaire
EGF-like DT
4|||||I|||||||||||||||||||||||||||||HI[ -mm]}qpi
/ \ Ankyrine PEST
/ \
/

S1  S2 S3 S4
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Fig.12 : Représentation schématique de la protéine Notch. Chez la drosophile, la partie
extracellulaire de Notch se compose de 36 répétitions EGF-like, une région riche en
cystéine appelée motifs LNR, un domaine d’hétérodimérisation (HD) ou les deux
segments de Notch sont liés de facon non covalente. Dans sa partie intracellulaire, Notch
comporte une région appelée RAM suivie par des répétitions ankyrine ; cette région est
nécessaire a linteraction avec l'activateur CSL. On trouve aussi un domaine de
transactivation (TAD), une séquence PEST impliquée dans le renouvellement de la
protéine et une séquence OPA capable d’amplifier I'activité transcriptionnelle de Notch.
Les traits verticaux jaunes représentent des signaux de localisation nucléaire et S1 a S4,
les sites séquentiels de protéolyse indispensables a la transduction du signal.

1) Le récepteur Notch est un hétérodimere :

Le récepteur Notch est synthétisé sous la forma ghécurseur d’environ 320 kDa.
Le site S1 (de séquence RQRR) est clivé constitent par une Convertase de type Furine
dans le trans-Golgi. Les parties extra- (enviro RPa) et intracellulaires (entre 80 et 100
kDa) sont ensuite exportées vers la membrane plasnpar les voies de secrétion sous la
forme d’'un complexe hétérodimérique (Figure 12)tt€structure est nécessaire a l'activité
de Notch chez les mammiféres (Blaumuekeral, 1997 ; Logeatt al, 1998). Chez la
drosophile, Notch semble étre présent majoritairdnseus sa forme non clivée (Kidd et
Lieber, 2002). Plusieurs études démontrent cepérenla forme hétérodimérique demeure
la forme active bien qu'elle soit présente en mm@nduantité (Rancet al, 2000). La
résolution récente de la structure 3D de cettégde Notch a permis de préciser la nature de
la liaison entre les parties intra- et extraceltel: elle est non covalente (Gordenal,
2007) et calcium-dépendante (Ragidal, 2000). Le récepteur Notch comporte trois autres
sites de clivage protéolytique, leurs localisatiehseurs fonctions seront discutées plus tard

dans ce manuscrit (voir page 47).

2) Domaine Extracellulaire (ECD) :

Chez la drosophile, le domaine extracellulaire a#cN est principalement constitué
de 36 répétitions du motif EGF-like. Chaque motBFelike (Figure 13) est composé de 30 a
40 acides aminés parmi lesquels on trouve 6 cyseiRour assurer leurs fonctions, les
domaines EGF-like doivent étre correctement repleggpremiére cystéine formant un pont
disulfure avec la troisieme, la deuxiéme avec latiggme et la cinquieme avec la sixieme
(C1-C3, C2-C4 et C5-C6) (Figure 13). Les motifs EMEE different des EGFs,
principalement par la position de la cystéine 6.r&trouve ces motifs sur plusieurs protéines

extracellulaires ou transmembranaires comme ceddeminines, intégrines et des facteurs
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de coagulation (Wouterst al, 2005). lls sont impliqués dans les mécanismea#eataction
moléculaire qui permettent aux protéines qui leggmbd d’assurer leur fonction. Certains
motifs EGF-like (ce n'est pas le cas des EGFs) geugontenir des séguences consensus de
glycosylation et ainsi étre modifiés par des glyem (Harris et Spellman, 1993) qui vont
alors moduler leur fonction, ce qui a été démondtas le cas de Notch (Haines et Irvine,
2003). La relation entre la glycosylation de Nogttson activité sera largement exposée dans

le chapitre « glycosylation » (voir page 81).

COOH

Fig.13 : Les motifs EGF-like : repliement spécifique et sites de O-glycosylation. Les
numéros représentent les six cystéines conservées. En rouge, le site de O-glucosylation
et en bleu le site de O-fucosylation. (D’aprés Haines et Irvine, 2003)

La partie extracellulaire de Notch est aussi ctunéti d’'une zone appelée NRR
(Negative_egulatory egion) qui comporte trois répétitions LNR (pounl12/Notch epeats)
d’environ 40 acides aminés chacune et une parter@inale d’'une centaine d’acides aminés.
Cette région permet de garantir I'intégrité struakel du récepteur Notch en évitant qu’il soit
clivé par la métalloprotéase (voir page 47) en matsede liaison avec son ligand

(Sanchez-Irizzargt al, 2004).

3) Domaine Intracellulaire (NICD) :

La partie intracellulaire se compose d’'un domai®dvVR(RBPj Associate Mlecule,
environ 100 acides aminés) suivi de motifs appedpgtitions Ankyrine et d'un domaine
TAD (Domaine derans-ativation). Cette région est nécessaire a I'intéoacentre Notch et
certains de ses partenaires comme les membres damlidle CSL (BF-1 chez les

vertebrés/8(H) chez la drosophileAg-1 chezC. eleganp (Wilson et Kovall, 2006) ou la
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protéine cytoplasmique Deltex (Matsuabal, 1995). On trouve aussi dans cette région deux
signaux de localisation nucléaire ; ils sont sitdéspart et d’autre des répétitions Ankyrine
(Kurookaet al, 1998). La partie intracellulaire se termine pardomaine PEST (proline,
glutamate, sérine, thréonine), impliqué dans laratdtion de Notch et une séquence OPA
(séquence riche en glutamine) qui amplifieraittitgation transcriptionnelle des genes cibles

de la partie intracellulaire de Notch.

II- Conservation de Notch chez différents taxons :

1) Notch est présent chez tous les métazoaires :

La voie de signalisation de Notch est présente bz les organismes constitués de
plusieurs types de cellules différenciées. Il egiendant intéressant de noter que les genes
impliqués dans la voie de signalisation de Notcbnth’'pas été retrouvés dans le génome
d’Arabidopsis thaliana ce qui montre que les animaux et les végétauxrémbndu de
maniere différente aux problemes posés par I'osgdinin multicellulaire (Wigge et Weigel,
2001).

On retrouve le gendlotch chez tous les métazoaires (Figure 14). Parmi ckunt
'organisation cellulaire est la plus simple, umgepparenté Blotch est déja présent chez
I'épongeOscarella carmellgPorifera, Demospongiae) ainsi que celui codanir pm ligand
de NotchDelta (Nicholset al, 2006). Une équipe de I'Université de Munich acfairement
démontrer que la voie de signalisation de Notcit &actionnelle chez un cnidairélydra
vulgaris (Kasbaueet al, 2006).

Le nématodeCaenorhabditis elegansqui a permis de comprendre de nombreux
processus liés a la I'organisation pluricellulapesseéde deux gendsn-12 et Glp-1, codant
des homologues de la protéine Notch, ceux-ci pdusan substituer fonctionnellement
(Greenwald, 1994). Ces génes sont issus d’un éw@mtee duplication récent, probablement
propre au genré&aenorhabditis Paradoxalement, chez les Arthropodes, la drosomi
I'araignéeCupiennius salefStollewerk, 2002), normalement considérées comeseespéeces
plus complexes, ne comportent qu’'un seul geéahdans leurs génomes.

Chez la majorité des especes animales, le réeceldt#an est codé par un géne unique.
Néanmoins, les vertébrés a machoires (Gnathostonpe®seédent, pour certains, 4 genes

Notchque I'on appelle habituellemeNbtchl 2, 3 et4 le géeneNotch4étant la conséquence
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d’'une duplication de l'ancétre déotch3chez les mammiferes. Ces genes sont en partie le
résultat des 2 cycles de duplication massive dwmén(appelé 2R hypothesis) qui se sont
produits entre I'émergence des Urochordés et I'atipa des Gnathostomes (Kasahatal,
2007) Cependant, certaines disparités sont a noteme par exemple, chez le poisson zébre,
Danio rerio, ou deux genellotchl,a etb (Kortschaket al, 2001), unNotch5orthologue de
Notch3 et un geneNotch6 orthologue de Notch2 tres différents des aulMesch ont été
identifiés (Bierkamp et Campos-Ortega, 1993).

—— Mus musculus N1 ||IN2|[N3| [N4

—— Danio rerio %I\Ila Nlﬂ‘ NS5| |IN6

GNATHOSTOMES

CHORDES CHONDRICHTHYENS

CEPHALOCHORDES
DEUTEROSTOMIENS Branchiostoma ﬂoridae

UROCHORDES
Ciona intestinalis

ECHINODERMES
BILATERIENS Strongylocentrotus purpuratus|.

—— ANNELIDES
Platynereis dumerilii

2] [2][#]
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Monosiga brevicollis

1

2 [2] |#]

METAZOAIRES

N5' {N3'

Fig. 14 : Distribution des génes codant les récepteurs Notch chez les Métazoaires et leur
groupe-frére, les choanoflagellés. Les couleurs désignent les relations d’orthologie entre
les génes Notch. (D’aprés Blaumueller et Artavanis-Tsakonas, 1997 ; Kortschak et al.,
2001 ; Delsuc et al., 2006 ; Shalchian-Tabrizi et al., 2008)
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2) Conservation structurale:

D’'un point de vue structural (Figure 15), la diféce la plus apparente entre les
récepteurs Notch présents chez les difféerents @@z se situe au niveau du nombre de
répétition d’EGF-like dans la partie extracellubailes autres motifs, comme la séquence
PEST, sont remarquablement conservés au courgwgution (Fleming, 1998).

Le nombre d’EGF-like varie de 5 (chez I'hydre) a(86ez la drosophile et la souris).
La comparaison des séquences d’acides aminés nuprige général, les EGF-like, dont la
position dans la séquence peptidique est évoluevmermonservée chez différentes espéces, se
ressemblent plus que les EGF-like présents sur @memrécepteur Notch. Les protéines
Notch des vertébrés comportant moins de 36 EGFelitesirement subi des délétions qui ont
entrainé des modifications dans l'activité et l@aficité cellulaire du récepteur (Fleming,
1998). Il est intéressant de noter que 2 EGF-ldue positions 11 et 12, présentent des
séquences trés conservées. Ces EGF-like ont uncral@al dans la fonctionnalité du
récepteur Notch (Flemming, 1998).

Chez I'hydre :
EGF-like ~ LNR DT RAM Ankyrine TAD  PEST

HITTTTITTHIL
Gip-1 —{H[TTT{T]

Chez le nématode :
Lin-12

Chez la drosophile :

{TMTIITTTTTITH— e[ e-am

Chez I'oursin :

[MIIIIITH— e[ @ ==

Chez la souris :

Noteh 1 {TTIITTTITITIITITIITITIITHER—— e[ @ e

Noteh 2 {TTTITIITIIIIIIIITHE—- e[ @ =
Noteh 3 { TTTTTITITTTTTITITHI—=

Noteh 4 —{[TTITIIIIITHES—— ([} —e=

Fig.15 : Membres représentatifs de la famille des récepteurs Notch. La seule véritable
différence entre les protéines Notch se situe au niveau du nombre d’EGF-like présents
dans la partie extracellulaire. Les motifs fonctionnels sont relativement bien conservés.
Les récepteurs Notch3 et Notch4 ne comportent pas de séquence TAD. Il a été montré
gue la séquence OPA était présente sur la protéine Notchl chez la souris et chez la
drosophile, mais aucune donnée n’est disponible concernant les autres espéces, cette
séquence n'a donc pas été schématisée sur la figure.
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[lI- Fonctionnement de la voie de signalisation dé&otch :

La voie de signalisation de Notch est 'une desssdiondamentales qui régule le
développement et I'homéostasie des tissus chegafisme adulte. Les mécanismes
moléculaires responsables de son activation senfrés dans la figure 16. L'activation des
genes cibles par la partie intracellulaire de Nashsoumise a de nombreuses régulations qui
peuvent avoir lieu dans I'espace extracellulaintefiaction récepteur/ligand, figure 16A), au
niveau du clivage membranaire (16B), dans le campk (16C) et dans le noyau (16D).
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Fig. 16 : Mécanismes moléculaires nécessaires a I'activation de la voie de S|qnaI|sat|on
de Notch. On peut modéliser ces mécanismes de la maniére suivante : (A) La partie
extracellulaire de Notch inhibe les événements terminaux de protéolyse (S2, S3 et S4).
Seule la liaison entre cette partie et les ligands de Notch peut neutraliser le domaine
extracellulaire permettant la protéolyse du site S2 (Kadesch, 2000). (B) Ceci entraine
I’endocytose du ligand et de la partie extracellulaire de Notch, mécanisme nécessaire aux
clivages S3 et S4. (C) La partie intracellulaire est ensuite libérée dans le cytoplasme ou
elle peut interagir principalement avec Deltex et Numb. (D) Elle va ensuite étre
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transloguée dans le noyau ouU sa liaison avec plusieurs co-facteurs dont les protéines de
la famille CSL et Maml1 va permettre |'activation de I'expression de génes cibles.

1) Interaction entre le récepteur Notch et ses ligads DSL :

L’interaction entre Notch et I'un de ses ligand€té&illée plus bas) entraine un
changement conformationnel du récepteur qui expmsie de clivage S2 et active ainsi la
voie de signalisation (Gordoat al, 2007) (Figures 12 et 16A). Cependant, les détails
moléculaires du processus sont encore a caractéffisea et Arias, 2007). Ces interactions
peuvent se faire ecis (ligand et récepteur portés par la méme cellul@ueentrans (ligand
et récepteur portés par deux cellules voisine#)est clair que les concentrations relatives de
ligands et de récepteurs sont un élément impogantdétermine si les interactions vont se

faire encis ou entrans (Glittenberget al, 2006).

- Diversité des ligands de Notch :

Les ligands de Notch sont également des protéiressrhembranaires. lls sont
caractérisés par la présence d’'un domaine DSL (Palta, Srrate, lag-2) de 45 acides
aminés, supposé essentiel pour leur interaction Be¢ch (Muskavitcket al, 1994). Comme
dans le cas du récepteur Notch, le domaine exluéaet¢ des ligands contient un nombre
variable de répétitions EGF-like (Bettenhaustal, 1995 ; Lindselkt al, 1995). Certains de
ces EGF-like peuvent ét@-glycosylés, mais l'influence des ces modificatiora pas éte
démontrée (Paniet al, 2002). La famille des ligands DSL se subdivisedenx classes :
Delta et Serrate chez la drosophile et leurs hoguas Delta-like (DIl) et Jagged chez les
mammiféres, en fonction de la présence ou non damaine riche en cystéine (CR) (Figure
17) (Bray, 2006). De plus, il existe un plus grarmminbre de motifs EGF-like au sein de la
partie extracellulaire de Serrate/Jagged qu’au deigelle de Delta. Chez la drosophile, on
compte un ligand de chaque classe, Delta et Seafates que les mammiferes posseédent au
moins trois Delta-like (DII1, 3 et 4) et deux Jadd@aggedl et 2). A I'exception de DII3, tous
les ligands sont capables d’interagir avec la patitracellulaire d’un ou plusieurs récepteurs
Notch et ainsi d’activer la voie de signalisatidiiuga et Arias, 2007). Le cas du ligand DII3,
dont certaines mutations provoquent des dysostspesdylocostales, est un peu plus
compliqué. Il est structuralement divergent papmpaux autres ligands de la famille Delta,
avec seulement 36% d’homologie avec DII1 chez laisqDunwoodieet al, 1997). De plus,

il a été montré que DII3 n’était capable d’actiaeicun des 4 récepteurs Notch et que son réle
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serait plutot d’atténuer, sirement par compétitibaffet activateur des autres ligands (Ladi
et al, 2005).

Chez les mammiferes, on trouve deux autres pratdimamsmembranaires partageant
des homologies de séquences avec les ligands D&imgtortant notamment plusieurs motifs
EGF-like. Cependant, elles se distinguent des tlgddelta et Jagged par plusieurs aspects.
La protéine DIkl (Delta-like 1 homolog) est conmaur participer a plusieurs processus de
différenciation incluant I'adipogenese ou I'hémaiigse (Baueet al, 1998) et les souris
mutées sur le gerglkl présentent des défauts de croissance et une ippa@nématurée des
tissus graisseux (Mooet al, 2002). Il existe plusieurs isoformes protéiquestdcertaines
pouvant étre secrétées (Laborda, 2000). Contraireenka plupart des autres ligands, c’est un
inhibiteur de la voie de signalisation de Notchlé@8aonet al, 2005). Une hypothése sur son
fonctionnement est que les formes secrétées de @likent en compétition avec les ligands
DSL et inhibent la voie de signalisation de Notehgtii constitue une forme supplémentaire
de régulation de certains processus de différaoniatOn trouve aussi la protéine
transmembranaire Dner (delta/notch-like EGF repeataining, présente uniquement dans
les neurones et capable d'activer la transcripties genes cibles de Notch (Eiragual,
2005).

DSL EGF-like CRD
Serrate chez la drosophile : —@@—{TTTTTTITTTITIT]

Jagged1 chez la souris | @@y [TTTTIIIIIIIIL]

Jagged2 chez la souris | @@y TTTTTITTITITIT]
Delta chez la drosophile :

DII1 chez la souris :
DII3 chez la souris :

DI114 chez la souris :

Apx-1 chez le nématode :
Lag-2 chez le nématode :
DIk1 chez la souris :

Dner chez la souris :

Fig.17 : Structure des ligands du récepteur Notch.

DSL : domaine Delta Serrate Lag-2 ; CRD : domaine riche en cystéine.
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-Domaines structuraux impliqués dans l'interactionNotch/ligands :

Chez la drosophile, la liaison entre Notch et sgganbds a été démontrée d’abord par
I'agrégation de cellules de drosophile S2 en cal{i#ehoret al, 1990). Par cette méthode, 2
des 36 EGF-like de Notch (EGF-like 11 et 12) set sémélés nécessaires et suffisants pour
assurer la liaison entre les deux protéines (Rebay, 1991). Ce résultat a été confirnmé
vivo par la réalisation de mutants chez la souris demtEGF-like 8 a 12 de la protéine
Notchl ont été délétés. Les embryons mutants mewenmilieu de gestation et leur
phénotype est similaire a celui des mutants KO pewgeneNotchl (Ge et al, 2008). Un
deuxiéme domaine fonctionnel, constitué des EGE-B4 a 29, a été identifie, chez la
drosophile, par une classe de mutations faux-sppslée Abruptex (Ax) (de Celis et Bray,
2000). Ces mutations provoquent toutes une subetitd’acide aminé dans les EGF-like 24,
25, 27 et 29 et entrainent des phénotypes opposésxaobservés lors d'une réduction de
'activation de la voie de signalisation de Notdbar exemple, lors de la formation des
organes sensoriels et la différenciation des veilessallélesN™ sont associés a la perte de
ces structures alors qu’un allele perte-de-fonatierNotch entraine la formation d’un surplus
d’organes sensoriels et de tissu veineux (de @elBarcia-Bellido, 1994). Il a été démontré
gue le domaine Abruptex interagissait avec Notéfmi@me, au niveau de son site de liaison
avec et ses ligands (Pei et Baker, 2008). L'hym#®ha plus probable est que ce domaine
entre en compétition avec les ligands de Notchjrdiemt de ce fait I'activation de Notch par
ses ligands, ce qui expliqgue comment des mutationse site entrainent une augmentation de
I'activation de la voie de signalisation de Nottime autre étude a montré que les EGF-like 1
a 9 et 25 a 36 participent a la liaison optimaleNdéch a ses deux ligands, Delta et Jagged
(Xu et al, 2005). Cette méme étude indique que I'état deocglylation de certains EGF-like
joue aussi un role fondamental dans cette intenadvoir page 81). Un alléle mutant de
Notch, appel&plit (spl) a €également été identifié. Il se caractérisdgaubstitution 1578T au
sein de I'EGF-like 14 ce qui introduit un nouvedte e O-fucosylation et entraine une
augmentation de I'activité de Notch dans certassus (Liet al, 2003), bien quen vitro, il
n’y ait aucun effet de la mutatiapl sur I'interaction entre avec Delta ou avec le doma
Abruptex (Pei et Baker, 2008)

En ce qui concerne les ligands, une étude utilidaatcellules en culture, montre que
I'expression d’'une région de Delta (ou de Serrat@jtenant la parti®l-terminale jusqu’au
domaine DSL (donc ne comprenant pas les motifs E&l-€était nécessaire et suffisante a

'agrégation de ces cellules avec des cellulesiexgnt le récepteur Notch (Fleming, 1998 ;
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Artavanis-Tsakonast al, 1999). Peu d’informations sont actuellement disipies sur le réle

des EGF-like portés par les ligands de Notch.

- Interaction de Notch avec Delta ou Serrate/Jagged

L’existence de différents types de ligands (Dettdagged/Serrate) souleve plusieurs
guestions concernant la distribution cellulairecds protéines : ces ligands sont-ils exprimés
a la surface des mémes cellules ? Les interactiagged/Serrate-Notch et Delta-Notch
ont-elles le méme effet sur la voie de signalisatie Notch ? Plusieurs études, commencées
chez la drosophile, apportent quelques élémentségense. Lorsque les deux ligands
présentent un profil d’expression spatial identjgeer effet sur la voie de signalisation de
Notch est dépendante d’'un autre facteur : la pretéringe (Fleming, 1997 ; Haltiwanger et
Stanley, 2002). Il a été montré que Fringe inhibadtivation de la voie de Notch par Serrate
et stimulait celle activée par Delta, chez la dpbsle et chez les mammiféres (Paeinal,
1997 ; Haltiwanger et Stanley, 2002). Chez ces idexnle probléme est encore plus
complexe de part la présence de plusieurs paraogoar chaque type de ligands. Des
études,in vitro, ont montré que les ligands Jaggedl, Jagged?2 I#tdoht tous capables
d’activer la voie de signalisation de Notch (Linidis al, 1995 ; Lucet al, 1997 ; Jarriaulét
al., 1998). Actuellement, les différentes combinaistigand/récepteur possibles ne sont pas
précisément décrites et les réponses spécifiquésllegu pourraient engendrer restent
inconnues (Vasyutinat al, 2007).

Les données accumulées sur les interactions Nigighds ont permis de mieux
comprendre ce mécanisme, cependant, il demeuraire@stincertitudes. Il apparait que
I'activation de la voie de Notch par ses ligandpad@l de la proportion de I'un et de l'autre
du fait des interactions possibles@squi n’activent pas la voie de signalisation (Jaeuiet
al., 1998). Pour schématiser, si la surface membmardiune cellule présente le méme
nombre de protéines Delta et de protéines Notch,degniers vont tous interagir ers et
aucun Delta ne sera disponible pour une interaemamnans (Heitzler et Simpson, 1994). Ce

parametre de « quantité » rend les études sujdeencore plus compliquées.

2) Conséquences de cette interaction : les clivaga®téolytiques

Suite a l'interaction Notch/ligand, le clivage dtesS2 est catalysé, chez la drosophile,
par la métalloprotéase transmembranaire Kuzbantarthez les mammiféres par son

orthologue la protéase ADAM 10, mais égalementlparotéase ADAM 17 (aussi appelée
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TACE pour « TNe-converting enzyme ») (Broet al, 2000). Le site S2 (Figures 12 et 16) se
trouvant 13 acides aminés en amont du domainentembranaire (c6té extracellulaire), son
clivage ne permet pas directement la libérationladgartie intracellulaire de Notch mais
permet I'endocytose, par la cellule émettrice @aste du ligand), du ligand et de la partie
extracellulaire de Notch. Ce processus va indugexdnouvelles protéolyses au sein de la
cellule réceptrice (porteuse de Notch). Les siteseS5S4 (distant du site S3 d’'une dizaine
d’acides aminés) (Okocket al, 2002) vont étre clivés par un complexsécrétase (complexe
protéique tres étudié car il clive aussi le préeurgle la protéine amyloide impliquée dans la
maladie d’Alzheimer) dont I'activité protéolytiquest assurée par la Préséniline (De Strooper
et al, 1999).

3) Les partenaires cytoplasmiques de NICD :

Une fois libérée dans le cytoplasme, la particaogHulaire de Notch va interagir avec
plusieurs partenaires qui vont moduler son actigiigure 16C). Chez la drosophile et les
mammiféres, la protéine cytoplasmique Numb intéragec le domaine intracellulaire de
Notch ce qui a pour conséquence d’inhiber sa foncties mécanismes de cette inhibition
restent méconnus mais I'hypothése la plus probedtiggue Numb active Itch (un membre de
la famille Nedd4 des Ubiquitines ligases) qui prgwe son ubiquitination, et donc sa
dégradation, réduisant ainsi son effet de facteurrahscription (Hansscet al, 2004). Nous
verrons plus loin que Numb joue un role clef daastivation des cellules satellites lors de la
myogenése post-natale (voir page 57). L'effectegopiasmique le plus connu de Notch
activé est la protéine Deltex. Chez la drosopltélegeneDeltexcode un activateur de la voie
de signalisation de Notch qui interagit directemavec les domaines Ankyrine de sa partie
intracellulaire (Matsunet al, 1995). Chez les mammiferes, la situation est géligate avec
la présence de 3 homologues de Deltex (Deltexl, 3 €Kishi et al, 2001). De plus, les
principales études sur les protéines Deltex 1-8tlwésenté comme un inhibiteur de la voie
de signalisation de Notch (Sestah al, 1999 ; Izonet al, 2002). Finalement, la partie
intracellulaire va étre transloquée dans le noZzamme elle ne comporte pas de domaine de
liaison a I'ADN, elle va interagir avec plusieursofgines nucléaires afin d’assurer son

activité transcriptionnelle.
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4) Dans le noyau, interaction avec les protéines teefamille CSL :

Les protéines de la famille CSL (pouBE-1 chez les mammiferesu@l) chez la
drosophile et_hg-1 chezC.elegany sont des facteurs de transcription qui contiehnen
domaine unique de liaison a 'ADN de forte affinéur la séquence YRTGDGAD (Tuwat
al.,, 1994). Chez les métazoaires, elles constituenipéetenaires nucléaires de la voie de
signalisation de Notch les plus importants et las gtudiés (Lai, 2002). Les premiéres études
sur CBF-1, réalisées dans des cultures cellulamesmontré qu’il fonctionnait comme un
répresseur transcriptionnel (Dat al, 1994). Il a été démontré que la translocatioriade
partie intracellulaire de Notch dans le noyau paasliaison avec CBF-1 convertissait ce
dernier en activateur de la transcription (Hs¢tal, 1996). Depuis, les données accumulées
sur le sujet ont permis de caractériser un compldge répression transcriptionnelle
(Figure 18), composé de CBF-1 et de plusieurs poesseurs étonnamment différents entre la
drosophile et les mammiféres (voir Lai, 2002 poevue), et un complexe d’activation
transcriptionnelle identiqgue chez les deux espéoefjant principalement CBF-1, la partie
intracellulaire de Notch, la protéine nucléaire MhrfKitagawaet al, 2001) ainsi que p300,
une histone acétylase (Oswaildal, 2001).

ON
| * R ™ Y
Ac Aj ;
Complexe de co-répression transcriptionnelle CSL Complexe de co-activation transcriptionnelle CSL

Fig.18 : Complexe de répression et d’activation CBF-1 permettant la régulation des
genes cibles de la voie de signalisation de Notch chez les vertébrés. Le complexe de
co-répression (A) comporte une activité histone-désacétylase (HDAC, en rouge) et
inversement, celui de co-activation (B) une activité histone-acétylase (HAT, en vert). La
protéine CBF-1 (bleu) se lie avec une forte affinité a la séquence consensus YRTGDGAD.
La liaison entre le domaine intracellulaire de Notch (N'©) et CBF-1 permet a ce dernier de
recruter des partenaires pour former le complexe de co-activation. (D'aprés Lai, 2002)

Il est maintenant bien établi que la voie de siga#bn de Notch utilise les protéines
de la famille CSL comme co-activateur, cependamsiplrs études réalisées dans le contexte
de la myogenése révéelent un mécanisme de signafisadépendant de ces facteurs (voir
page 59).
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5) Genes cibles du complexe activé par NICD :

Les genes dont la transcription est activée pavoie de signalisation de Notch
appartiennent a la famillelairy et E(spl) (Enhancer of split), découverts dans un premier
temps chez la drosophile (Tiete¢ al, 1992). On distingue désormais deux sous-familles,
Hes et Hey — anciennemeniterp - (Leimeisteret al, 1999 ; Isoet al, 2003 ; Fischer et
Gessler, 2007), présentes chez la drosophile endagamiféres. Ces genes codent tous des
répresseurs transcriptionnels a domaine bHLH. loeode d’action est résumé sur la figure
19. Chez la souris, on trouve sept Hes (Hesl1-#tpet Hey (Heyl, 2, L) (Fischer et Gessler,
2007). Les protéines Hes se lient aux séquenceBN'A’'une boite dérivée de la boite E
(TGGCACGTG(CIT)(CIT)A) et de la boite N (CACNAG).ll&s peuvent recruter les
co-répresseurs TLE1 a 4 (homologues de Groucho lehdmsophile) par leur tétrapeptide
C-terminal WRPW (Iscet al, 2003). Parmi lesles seulsHesl Hes5et Hes7peuvent étre
transcrits suite a I'activation de la voie de NofChtsukaet al, 1999 ; Besshet al, 2001)
alors que tous les membres de la famille Hey sesteffecteurs de cette voie de signalisation
(Nakagaweet al, 2000).

'N- or E-box Target - or E- ! N- ar E-box Target
Grisnes 4 Ganes

Fig.19 : Coopération entre les protéines Hes et Hey (Herp) dans la voie de signalisation
de Notch. Suite a l'activation de Notch, I'expression de Hes et de Hey peut étre induite.
Dans les tissus oU seul Hes ou Hey est exprimé, des homodiméres se fixent aux
promoteurs des génes cibles. Hes recrute TLE grdce a son motif WRPW alors que Hey
recrute un complexe de répression comportant une activité histone-désacétylase. Dans
les tissus ou Hes et Hey sont co-exprimés, I'hétérodimére Hes/Hey devient le complexe
prédominant. L’'hétérodimeére présente une affinité plus forte pour I'ADN que les
homodiméres ce qui impligue qu’une concentration inférieure est nécessaire a la
répression des genes cibles. Ce modéle se base sur des études principalement effectuées
sur Hesl et Hey2. Du fait des fortes similitudes observées au sein des sous-familles de
protéines Hes et Hey, ce modéle est valable pour I'homme, la souris et la drosophile.
(d’aprés Iso et al., 2003)

50



Les protéines Hes et Hey sont exprimées dans déneom tissus et remplissent des
réles importants au cours de I'ontogenese d’'unrisgae, participant au développement du
systeme nerveux, des lymphocytes, du systéme eastialaire,... Il serait trop long de
vouloir tous les présenter. C’est pourquoi seldsHes et Hey capables de s’associer avec des
facteurs de transcription essentiels au bon démerié¢ de la myogenéese, comme MyoD, E47

ou Id feront I'objet d’'une attention particulieneo(r page 59) (Fischer et Gessler, 2007).
IV- Roles de la voie de signalisation de Notch :

1) Inhibition latérale

Le modéle classique de l'inhibition latérale egpk comment une cellule peut étre
sélectionnée parmi un groupe de précurseurs éguigapour ensuite se différencier. L'un
des exemples les plus étudiés est le cas de letiséleles précurseurs cellulaires des soies
sensorielles chez la drosophile. Chaque précursellulaire se développe a partir d’'un
groupe de cellules « pro-neurales ». Au départetoles cellules pro-neurales expriment le(s)
ligand(s) et le(s) récepteur(s) de la voie de Sigatdon de Notch ; chaque cellule a donc la
capacité d'activer la voie de Notch chez ses veirCependant, il suffit d’'une subtile
différence entre deux cellules pour que la voieNdéch de I'une d’entre-elles soit activée a
un niveau légérement supérieur a celui de sa widtigure 20, cellules bleues). Il s’ensuit
une boucle d’auto-régulation due a la partie irgiataire de Notch qui va inhiber dans cette
cellule I'expression de Delta ce qui va empéchactivation de la voie de Notch dans la
cellule voisine (cellule jaune) (Bray, 1998). AnNierse I'expression deelta dans la cellule

jaune, est maintenue par une boucle d’auto-actingtianssort al, 2004).

G :g%@:.%o

== Notch = DSL ligand

51



Fig.20 : L'inhibition latérale. La voie de signalisation de Notch amplifie de faibles
différences entre deux populations de cellules grossiérement équivalentes. Les cellules
dont l'activité de Notch est la plus forte sont schématisées en bleu. (A) Progression de
cellules compétentes a la différenciation (blanches) dans le processus d‘inhibition
latérale. (B) Par une boucle de rétro-inhibition, une Iégére différence dans |'expression
des ligands DSL ou de Notch (cellule beige) va entrainer la spécification des cellules. (C)
Les cellules qui comportent un niveau élevé de Notch et dont la voie de signalisation de
Notch est activée (violettes) ne se différencient pas contrairement a celles qui exprime
fortement Delta (jaune). (D’aprés Hansson et al., 2004)

2) Création d’'une « frontiére » entre deux types drilaires

Le réle de la voie de signalisation de Notch daéblissement d’'une limite entre
deux types cellulaires a été démontré pour la faomad’'une frontiere dorso-ventrale dans
'ébauche d'aile, le disque imaginal de la drostpliFigure 21) (Fleminget al, 1997). Ici,
Notch est activé uniquement dans les cellules guiaivent a l'interface entre deux champs
de cellules (le champ du c6té dorsal et le champddé ventral) ce qui permet de conserver
les deux populations distinctes, d’ou le termeotiere ». Les cellules formant cette frontiere
acquierent les caracteéristiques d’'un « centre asgégur », responsable de la croissance et du
développement de l'aile selon I'axe dorso-venttads cellules dorsales expriment Serrate
alors que les cellules ventrales expriment Del&.nhécanisme est dirigé par la protéine
Fringe qui est présente uniqguement dans les celldégsales. L'action de Fringe permet
d’inhiber I'activation de Notch par Serrate along'alle permet cette activation par Delta.
Dans ces conditions la, la voie de signalisationNi#ch peut étre activée uniquement
lorsqu’une cellule dorsale est adjacente a uneleellentrale. En effet, une cellule dorsale ne
peut activer une autre cellule dorsale car lordepurege est présent, I'activation de Notch par
Serrate est inhibée et une cellule ventrale ne petiver une autre cellule ventrale car en
absence de Fringe, l'activation de Notch par Desa inhibée. Les cellules situées a
l'interface, ou la voie de signalisation de Notat activée, vont permettre d’organiser et de

synchroniser le développement dorsal et ventréibde.
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Fig.21 : Création de frontieres. La voie de signalisation de Notch est activée a la

frontiére entre deux populations de cellules différentes. (A) L'image confocale montre le
disque imaginal de l'aile, tissu précurseur de l'aile. L'activation de Notch est symbolisée
par le marquage rose ; le marquage bleu permet de visualiser les cellules du c6té dorsal.
(B) Les cellules dorsales (bleu) sont caractérisées par |I'expression de Fringe et Serrate
alors que les cellules ventrales (marron) expriment Delta. Le rOle de Fringe est de
permettre |'activation de Notch par Delta tout en inhibant l'activation de Notch par
Serrate. Par conséquent, les cellules dorsales ne peuvent en aucun cas activer entre elles
la voie de signalisation de Notch dans une autre cellule dorsale. Par contre, la présence
de Delta dans les cellules ventrales permet aux deux types cellulaires adjacents (ventral
et dorsal) de s’activer mutuellement. Par contre, une cellule ventrale est incapable

d’activer une autre cellule ventrale. (D’aprés Haines et Irvine, 2003)

3) Création de deux lignées a partir d’'une cellulenere.

Lors de la myogenese et la neurogenése, certa@esingeurs cellulaires existent tres
tard au cours du développement. On en retrouve thdalte comme en témoignent les
cellules satellites des fibres musculaires, pamgte. Ceci implique le maintien, lors des
différentes étapes de différenciation, d’un pesdinbre de cellules capable de jouer le role de
précurseurs cellulaires. Lors de la division celid, la voie de signalisation de Notch est

utilisée pour différencier les deux cellules fillgai n'auront pas du tout le méme devenir
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cellulaire. Par exemple, le précurseur cellulaiee ld soie (sensille trichoide) chez la
drosophile donne au final quatre cellules appeléesige, la chaussette, la cellule gliale et le
neurone (Jan et Jan, 1993). A chaque division le@ky Notch va étre activé dans une seule
des deux cellules filles (Figure 22) pour formdiaé&rivée quatre cellules qui constitueront la
soie. L’inactivation de Notch est assurée par &s@nce de 'inhibiteur Numb. Ce dernier est
ségrégé dans une seule des deux cellules fillanadgré la présence des ligands et du
récepteur dans chacune des cellules, la voie dehNoDést pas opérationnelle dans la cellule
contenant Numb permettant I'apparition de cellulesn neuronales nécessaires au
développement de la soie (d'apres Bray, 1998). &lmsénce de recepteur Notch, ce sont

seulement des neurones qui sont formeés.

Stem cell lineage

50P Weage

Fig.22 : Le lignage cellulaire. La signalisation de Notch entre deux cellules filles est
dépendante de I'héritage asymétrique d’un inhibiteur de Notch : la protéine Numb. Les
deux schémas montrent la ségrégation du régulateur (en bleu) dans une seule des deux
cellules filles lors de la division de cellules souches (en haut) et dans le cas de
précurseurs cellulaires des organes sensoriels (SOP, en bas) chez la drosophile. Les fines
fleches noires indiquent le « sens d’activation » de la voie de Notch, les cellules roses
étant les cellules ol Notch est le plus fortement activé. L'image confocale montre la
distribution asymétrique de Numb (en vert ; les noyaux sont colorés en rose) dans des
cellules en division (SOP). (D'aprés Bray, 2006)

V- Implication de la voie de signalisation de Notcldans la myogenésé

Les études chez la drosophile ainsi que les déftsomitogenese observés pour le
KO de Notchl chez la souris (Conlat al, 1995) ont trés vite soulevé I'hypothése de
'implication de la voie de signalisation de Notdans le processus de myogenése chez les
mammiféres. Cette partie décrit de quelle manigneole de signalisation de Notch intervient

dans plusieurs étapes clés nécessaires au borietéemt de la myogeneése.
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1) La voie de signalisation de Notch a la base dadrloge moléculaire dans

la somitogenése

La somitogenese ayant déja éte traitée dans cestrnivoir page 14), les précisions
apportées ici sont complémentaires et concernéesrdcteurs de la voie de signalisation de
Notch. Les souris générées avec des mutations ldargenesNotchl, DIl et 3, RBP-Jet
Lfng, démontrent I'implication certaine de ces actalgsla voie de signalisation de Notch
dans la somitogenése. Le génkairyl, découvert chez le poulet (Palmeirahal, 1997), est
fortement exprimé dans le mésoderme présomitig8&jFu sa quantité d’ARNm oscille de
fagcon cyclique avec une période qui corresponceeps de formation d’un somite (90 min
chez le poulet). L’horloge moléculaire responsaldda segmentation du PSM est donc liée a
'expression du gene-hairyl qui code une protéine bHLH de la famille des «Hand
Enhancer of Split (HES) » (Palmeiried al, 1997). Chez I'embryon de souris, I'expression de
Hesl orthologue dec-hairyl et dont la transcription est activée par la vaeNbtch, obéit
aux mémes oscillations dans le PSM (Joewal, 2000), cependant, les souris KO pour ce
gene ne présentent aucun défaut de somitogendsbaflki et al, 1995). En 2001, un
nouveau paralogue ddeslest découvert, il est appetees? Ces deux facteurdHésl et
Hes?) présentent des structures, des activités trapismrnelles et des profils d’expression
trés similaires (Besshet al, 2001a) : TARNm et la protéine issus du gétes7 oscillent
aussi dans le PSM (Besshbal, 2001b). En parallele, 'expression diing, un modulateur
de la voie de Notch (Yangt al, 2005), présente elle aussi des oscillations teetips et
spatiales dans le PSM (Forsbetl, 1998). Les oscillations dées7etLfng sont dues a une
boucle de régulation négative exercée par la pretdies7 sur les genetes7etLfng (Bessho
et al, 2001b), et le temps de demi-vie de la protéine7Hest un parametre clé du bon
fonctionnement de I'horloge moléculaire (Zeiserr al, 2008). La figure 23 résume le
fonctionnement de la voie de signalisation de Nateisi que son interaction avec celle des

Whnts dans les cellules du mésoderme présomitique.
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Fig. 23 :_La voie de signalisation de Notch lors de la somitogenése chez les vertébrés.
Le mécanisme de I'horloge moléculaire est basé sur plusieurs boucles d’autorégulation
qui aboutissent a l'inactivation périodique de la voie de signalisation de Notch qui va
entrainer la segmentation du mésoderme paraxial et la formation des somites. Les
fleches rouges signifient « activation de I’expression » et les bleues « inhibition de
I’expression ». Les fleches en pointillés bleus représentent un retard d{ a la transcription,
la traduction, la modification post-traductionnelle, la translocation ou le renouvellement
des protéines. Les annotations Ub, P et S représentent les modifications post-
traductionnelles ; elles correspondent respectivement a [l'ubiquitination, Ia
phosphorylation et la O-glycosylation. Le N dans le Golgi désigne la protéine Notch. Dvl :
Dishevelled (d’aprés Rida et al., 2004).

2) Le maintien des progéniteurs myogéniques :

Lors du développement, I'expression spatiale etptarlle de plusieurs récepteurs
Notch et de leurs ligands suggére que la voie gigaisation de Notch est importante dans le
devenir des précurseurs myogéniques. Des tranBdlitsNotch2et Notch3ont été retrouvés
dans des zones de bourgeons des membres ou lfonuethabituellement les précurseurs
myogeéniques (Beckeet al, 1999 ; Vasyutinat al, 2007). Des analyses génétiques récentes
ont démontré le réle dbll1 et deCBF-1 dans le maintien de la population de progéniteurs
cellulaires qui formeront par la suite les mus¢®shuster-Gosslest al, 2007 ; Vasyutinat
al., 2007a). La réalisation de ces études a béndiiéutilisation d’'une mutatiorCBF-1
conditionnelle et d’'un allel®ll1 hypomorphe, deux approches qui ont permis de passe

la létalité due aux mutations de composants deia de signalisation de Notch. Ces deux
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constructions ont abouti a deux phénotypes tredasies : une différenciation extensive et
incontrélée des progéniteurs myogéniques qui abaufaugmentation de la population de
myoblastes différenciés exprimalityoD et Myog au dépend des progéniteurs myogéniques
exprimant Pax3 (Figure 24). Etonnamment, aucune différence caorardr'’expression de
Myf5 n'a été détectée. En résume, la différencrapoématurée des progéniteurs cellulaires
des muscles des souris mutantes CBF-1 et DII1 aiaét une absence de progéniteurs
cellulaires des muscles nécessaires a la formdgsnfutures fibres musculaires. La voie de
signalisation de Notch est donc nécessaire au m@airdtes progéniteurs cellulaires des

muscles dans un stade indifférencié.
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Fig. 24 : Réle de la voie de signalisation de Notch durant la myogenése. CBF-1 est
nécessaire au maintien du bon nombre de progéniteurs cellulaires des muscles durant
I'embryogenése et a la génération des cellules satellites durant le développement foetal.
La figure est une représentation schématique du phénotype observé lors de la formation
des muscles squelettiques chez le mutant conditionnel de souris CBF-1/RBP-]. Dans les
souris témoin (en haut), les cellules Pax3/Pax7-positives (en rouge) sont plus
nombreuses que dans les souris mutées (en bas) ou elles sont remplacées par des
myoblastes. Au moment du développement feetal, on ne trouve ni progéniteurs ni cellules
satellites dans les souris mutées. Le méme phénotype est observé dans les souris portant
une mutation hypomorphe sur D//1. (D’aprés Vasyutina et al., 2007b)

3) La voie de signalisation de Notch et les celldsatellites :

-Présence des cellules satellites :
Au cours du développement fcetal, les progéniteettulaires des muscles sont a

I'origine des cellules satellites (Biressti al, 2007). A la naissance des embryons chez les
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mutantsCBF-1 cités ci-dessus, la différenciation précoce etnsive de certains précurseurs
myogéniques entraine une déficience en myoblasteslwputit & une faible quantité de
muscles squelettiques formés. Des analyses paosompie électronique et par la mesure de
'expression déPax7 montrent que les fibres qui composent ces musdes dépourvues de
cellules satellites (Figure 24), expliquant la faiquantité de muscles observée. L’activation
de la voie de signalisation de Notch permet doncpiésence des cellules satellites
responsables de la croissance et de la régénédatsomuscles squelettiques (Vasyughal,
2007Db).

-Activation des cellules satellites :

Les mécanismes moléculaires contrdlant la myogepésenatale, caractérisée par
'activation des cellules satellites, leur proldéon, la détermination des cellules-filles et
enfin la différenciation des myoblastes, sont caxres et impliquent de nombreux facteurs.
La voie de signalisation de Notch est essentieléerayogenese post-natale (Lebal, 2005).
Une étude utilisant un systeme d’explant de myefhgui mime la blessure d’un musdle,
vivo, décrit une augmentation de I'expression DL 24h aprés la blessure. De fagon
intéressanteDII1 est exprimé dans les cellules satellites activeas aussi dans les fibres
intactes adjacentes aux fibres endommagées. L'augtien de I'expression délll
s’accompagne de l'apparition de la forme activéeNi#ch. Dans cette phase précoce,
'activation de la voie de signalisation de Notctduit la prolifération et 'expansion des
cellules satellites filles. Une baisse de l'acévie la voie de signalisation de Notch est
ensuite nécessaire a la fusion des myoblasteseinble que cette baisse d’activité soit due a
I'inhibiteur Numb (Conboy et Rando, 2002).

Le nombre total de cellules satellites dans le meusquelettique adulte demeure
relativement constant malgré la répétition des doless et des régénérations. L'un des
modeéles qui explique le renouvellement des cellidatellites est basé sur la division
asymétrique (Conboy et Rando, 2002). Une diviseymeétrique de la cellule satellite activée
répartie de facon inégale la protéine Numb dansiéesx cellules filles. La cellule fille qui
contient beaucoup de protéine Numb se différennhahjtion de la voie de signalisation de
Notch), a linverse, celle ayant une faible concaiin de Numb active la voie de
signalisation de Notch et par conséquent n’engagel@ processus de différenciation (voir
page 48) (Shinirt al, 2007). Ces données sont confortées par une parde en 2006, qui
montre que l'inhibition de la voie de signalisatide Notch, par surexpression de Numb ou

par ajout de I'agent chimique DAPT (qui inhibe tiaté de lay-secrétase), au cours de la
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différenciation des cellules C2.7, entraine une enypphie des myotubes due a
'augmentation du nombre de cellules différenciégsables de fusionner. Ceci implique que
I'activation de la voie de signalisation de Notarmpet de maintenir une sous-population de
cellules de réserve dans un état indifferenciéz(lénnet al, 2006).

De nouvelles données sur la (ré)génération dessfimusculaires par les cellules
satellites ont montré que la différenciation delules satellites (ou plus exactement la
différenciation des descendantes des cellulesliszglétait due a I'inactivation de la voie de
signalisation de Notch et a I'activation simultamigela voie de signalisation des Whnts. Il a été
montré que la signalisation par les Wnts agisseettement sur les descendantes des cellules
satellites et entrainait une transition de I'étatlifératif vers la phase de différenciation. La
balance entre les deux voies de signalisation leseérgable grace a la GSK3Glycogen
Synthase Knase B) qui est maintenue active par la voie de signtiiisade Notch et inactive

par la voie de signalisation des Wnts (Bratkl, 2008).

4) Mécanisme de I'inhibition de la différenciationdes myoblastes.

L’étude de la voie de signalisation de Notch clhi@erents mutants et dans des
cultures de cellules myogéniques de mammiféresrmipale « décortiquer » le mécanisme
d’action spécifiqgue de cette signalisation au calgda différenciation des myoblastes. Le
mécanisme moléculaire de la voie de signalisateiNdich présente des spécificités dans le
contexte de la myogeneése.

Tout d’abord, les analyses précises des phénotgemutantdlotchet Su(H)chez la
drosophile montrent que le phénotyetchest plus grave que celui observé chez les mutants
Su(H) On remarque notamment une augmentation du noddngécurseurs myogéniques
uniquement dans les mutai®tch (Rusconi et Corbin, 1998). Ceci signifie que laevde
signalisation de Notch dépendante des facteurs €&ésure pas toutes les fonctions du
récepteur Notch. Chez les mammiféres, des étudda Egnée de cellules C2C12 ont permis
de décrire deux mécanismes moléculaires a I'origméa régulation de la différenciation des
myoblastes : un mécanisme dépendant de CBF-1mtganisme indépendant de CBF-1. Il a
en effet été déemontré que I'activation de la vagestgnalisation de Notch utilisant CBF-1
entrainait, dans I'heure, une hausse de I'expressie Hesl qui a son tour inhibait
I'expression deMyoD bloquant ainsi le processus myogénique (Kuretdal, 1999). En plus
de leur fonction inhibitrice (liaison aux séquendeset E-box dans le promoteur des genes

cibles), les protéines de la famille Hes, Hes1, sbat capables, par un effet direct, de réduire
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I'activité transcriptionnelle d&yoD en empéchant sa liaison a E47 (Ordenttithl, 1998).
Certaines études font aussi état d’une interaetidre les facteurs Heyl ou Hey2 et MyoD, ce
qui implique la séquestration de MyoD et donc swtiivation (Suret al, 2001). Cependant,
des expériences avec un récepteur Notch muté,eqoomporte pas de séquence de liaison a
CBF-1, ont montré que la différenciation des mystda pouvait étre bloquée sans recours a
la protéine CBF-1. De facon intéressante, cette wudépendante de CBF-1 qui entraine a
terme la suppression de la différenciation myohdast n'affecte pas I'expression déyoD,
mais provoque la sous-expression de genes comivgdg ou laMyosine(Shawberet al,
1996). L'une des hypotheses les plus étayées peopios interaction directe entre la partie
intracellulaire de Notch et le facteur de trangaip Mef2c ce qui bloque le site de liaison de
ce dernier a I'ADN, empéchant la transcription éaep cibles, nécessaire a la différenciation
des myoblastes (Wilson-Rawlst al, 1999). Une seconde hypothese repose sur les
connaissances acquises a propos de l'interactimae Biotch et Deltex. Celle-ci serait en effet
capable a terme d’inhiber I'action de facteursrdegcription ubiquitaires & HLH comme E47
et ainsi empécher la différenciation des cellulepitastiques C2C12 (Ordentliokt al,
1998).

En définitive, les données acquises sur le sujehotrent clairement que les
myoblastes fortement exposés a I'activation dedie de signalisation de Notch ne sortent
pas du cycle cellulaire et présentent une fusiolmbiastique trés faible (Vasyutiret al,
2007b). La voie de signalisation de Notch indépatelae la protéine CBF-1 a été mise en
evidence uniquement dans des cellules myoblastigugsquestion est de savoir si ce
mécanisme est extrapolable a d'autres types ceéialau s'il est spécifigue des cellules
myoblastiques et du processus de différenciatioogagique.
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La Glycosylation

Une modification essentielle des protéines

La glycobiologie s’intéresse a la compréhension lalestructure, la chimie, la
biosynthese et la fonction biologique des glycanr@&ss derniers constituent I'une des 4
familles de macromolécules de la cellule avec lestémes, les acides nucléiques et les
lipides. Ce sont les biopolymeres naturels les plisndants et les plus diversifiés dans la
nature (Otsubo et Marth, 2006). lIs comprennent al@gsaccharides (chaines courtes de
monosaccharides) et des chaines plus complexegnt@® dans les glycoprotéines, les
glycolipides et les protéoglycannes (Ztetaal, 2008). lls sont majoritairement localisés a la
surface des cellules, dans la matrice extracelulaais aussi dans plusieurs organites comme
I'appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique JRIE lysosome et aussi le noyau (Zleo
al., 2008). La glycosylation correspond a la liaisdandmonosaccharide ou d’'une chaine
glycannique a une protéine ou a un lipide. Elleassturée par une machinerie complexe et
coordonnée qui implique plusieurs types de progident les glycosyltransférases, les
glycosidases ou les lectines (Kooyk et Rabinovot2B08). Parmi les nombreuses
modifications post-traductionnelles des protéirnagylycosylation est la plus commune. On
pense qu’environ la moitié des protéines d’'uneutekbst glycosylée (Zhaat al, 2008). Chez
les mammiféres, les génes qui codent des protémetiquées dans la machinerie de
glycosylation représentent de 1 a 2 % du génomee four, une recherche utilisant le mot
clef « glycosyltransferase » donne 232 résultats da banque de donnée « Mouse Genome

Informatics » (MGI, http://www.informatics.jax.orj L’expression de ces enzymes est

fortement régulée selon le métabolisme celluldée,changements environnementaux, I'age
ou le tissu (Kooyk et Rabinovitch, 2008).

La glycosylation est une source de diversité dgsoglrotéines. Le méme squelette
protéigue peut étre conjugué avec des structusgmmhiques différentes formant ainsi des
glycoformes. Cette diversité s’explique par lesémimonosaccharidiques qui les composent
et les liaisons qui lient 2 sucres consécutifs.Dieamonosaccharide comporte 3 ou 4 sites
d’attachement avec un autre monosaccharide, cepeunet la formation de structures
linéaires ou ramifiées, et ces liaisons peuverdtexselon 'anomérie ou p (Figure 25). Les
glycannes possedent donc une diversité structupa@e plus étendue que les autres
macromolécules comme les protéines ou les acidedéiques. En théorie, les 9
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monosaccharides de base que I'on retrouve chexiti® peuvent étre assemblés en plus de
15 millions de tétrasaccharides différents (Dow#)1. Comparativement, 9 acides aminés ne
peuvent former que 362 880 peptides différents. r&alité, les variations du glycome
(ensemble des structures glycanniques chez unisngepsont estimées, chez un mammifere,
a quelques milliers de structures potentielles gjajoutent a la diversité déja créée par le
protéome (Kooyk et Rabinovitch, 2008).

Au cours de la derniere décennie, les efforts dearhe en glycobiologie ont permis
'étude de nombreuses enzymes impliquées dans aledtidns biologiques telles que
'adhésion cellulaire, Il'activation de récepteurs transduction de signal, le trafic
intracellulaire et 'endocytose (Vigerust et Sheh&007). La glycosylation des protéines, qui
sera le sujet de cette partie, se décline en datégaries selon la nature de la liaison
chimique entre les sucres et la protéine. On plR-glycosylation lorsque les sucres sont
attachés a l'azote de la fonction amide d'une agpae, et deD-glycosylation lorsque les
sucres sont reliés a la fonction alcool d’'une du d’'une thréonine. L@mannosylation est
une autre forme de glycosylation, beaucoup plus, @i un mannose est lié au carbone 2 du

groupement indole d’un tryptophane (Hofsteeagal, 1994).
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Fig. 25 :_Diversité des liaisons glycosidiques chez les mammiféres. Il existe neuf
nucléotide-sucre donneurs (colonne de gauche) et de nombreux motifs accepteurs
(protéiques, lipidiques) nécessaires au fonctionnement des différentes
glycosyltransférases qui synthétisent 14 types de glycoconjugués dans lesquels le
monosaccharide est lié par son carbone anomeére (carbone 1) (partie de gauche). Ces
glycoconjugués deviennent a leur tour des accepteurs pour I'une des 49 autres réactions
catalysées par des glycosyltransférases (partie droite). La diversification des glycannes
est dictée par l'application combinatoire et régulée de ce potentiel enzymatique. Les
liaisons qui n‘ont pas été observées dans la nature sont indiquées par le symbole (-) et
I'astérisque signifie que la N-glycosylation est initiée par le transfert en bloc d’un
précurseur oligosaccharidique présynthétisé. Ser/Thr: sérine/thréonine; Asn:
asparagine ; hLys : hydroxylysine ; Trp : tryptophane ; Tyr : tyrosine ; Cer : céramide ;
Pl : phosphatidylinositol. (D’aprés Ohtsubo et Marth, 2006)

Les glycosyltransférases, dont il sera questiohaadong de ce manuscrit, constituent
une large famille d’enzymes responsables de laybibése d’oligosaccharides, de
polysaccharides et de glycoconjugués. La plupag glgcosyltransférases catalysent le
transfert d’'un sucre, a partir d’'un donneur, nuitéssucre activé, sur une molécule
acceptrice spécifique, formant ainsi une liaisogcgsidique (Bretonet al, 2005). La
molécule acceptrice peut étre un autre sucre,pideli une protéine, un acide nucléique, un
antibiotique ou une autre petite molécule (Lairsbral, 2008). Ces enzymes présentent, en
général, une spécificité pour I'accepteur, poudd@neur et pour le type de liaison formée.
Chez les eucaryotes, les réactions de glycosylasiendéroulent majoritairement dans
'appareil de Golgi. De ce fait, les nucléotide1®s; qui sont synthétisés dans le cytosol
(Figure 26), doivent ensuite étre acheminés verstleulum endoplasmique et/ou I'appareil
de Golgi par des transporteurs spécifiques. 3 Spe—
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Fig. 26 : La biosynthése des nucléotide-sucres dans le cytoplasme. Toutes les étapes
intermédiaires ne sont pas montrées sur le schéma. Les monosaccharides entourés
proviennent de [l'alimentation ou résultent d'un processus de dégradation de
macromolécules. Les étoiles indiquent les étapes qui nécessitent de I’ATP. Contrairement
aux autres nucléotide-sucres, la synthése du CMP-NeuAc se déroule dans le noyau. Les
nucléotide-sucres nouvellement synthétisés doivent ensuite étre acheminés vers le RE
et/ou le Golgi par des transporteurs spécifiques. (D'aprés Wopereis et al., 2006)

I- La N-glycosylation

La N-glycosylation concerne la plupart des glycoprasin(Vijay, 1998). Les
N-glycannes sont présents aussi bien chez les argasi unicellulaires (Levures,
Trypanosomes, etc.) que chez les organismes dlutaees (Plantes, Insectes, Mammiféres,
etc.) (Spiro, 2002). Chez les Eucaryotes, c’espratessus métabolique hautement conservé
indispensable au bon fonctionnement des celluleki{izinska et Lennon-Hopkins, 1999),
et donc a la viabilité des organismes. Ainsi, ufadidans la machinerie déglycosylation
peut conduire, chez I'Homme par exemple, a un syndrde type CDG (Congenital Disorder
of Glycosylation) qui, en fonction du gene toucpéut entrainer des retards mentaux et
développementaux, des problemes gastro-intestioaummunitaires graves (Freeze et Aebi,
2005).

1) Biosynthese desl-glycannes:

La N-glycosylation des protéines se déroule dans deumpadiments cellulaires
distincts : d’abord dans le réticulum endoplasmiqugueux (RER) puis dans I'appareil de
Golgi. Dans le RER, un précurseur oligosacchargifalgManyGIcNACc,) est assemblé sur
un transporteur lipidique, le dolicholpyrophosphgtgis transféré sur un résidu asparagine de
la chaine peptidique naissante (Burda et Aebi, 188%8r thése Loriol, 2006 pour détails). La
séquence consensus deglycosylation, au sein de la protéine naissante, des type
Asn-X-Ser/Thr ou X est un acide aminé autre quertdine (Gavel et Heijne, 1990). La
seconde phase du processus de glycosylation conem@és le transfert du précurseur
glycannique. L'oligosaccharide transféré perdradesx premiers glucoses puis, de maniere
réversible, le troisieme glucose. Dans le RE gigaeil de Golgi, cing mannoses sont ensuite

retirés et plusieurs GIcNAc, galactose, acidepisdiet fucose peuvent étre ajoutés.
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2) Diversité desN-glycannes :

La structure diN-glycanne, produit final de la voie de biosynthesedépend pas de
la séquence de la protéine mais d’'un nombre varidhblutres facteurs comme la disponibilité
des substrats et des enzymes qui varie en fond8odifférentes conditions physiologiques,
telles que la croissance et la différenciation utaite (Geyer et Geyer, 2006). De plus,
certaines enzymes sont en compétition pour le méoestrat au niveau des points
d’embranchement des différentes voies de biosyathEs fonction de I'abondance, de
I'affinité, de la localisation, la glycosyltransé&e dominante peut favoriser la synthese de tel

ou tel glycanne lorsque la protéine est adressé&xotyi (Freeze et Aebi, 2005).
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Fig. 27 : Les trois classes principales de N-glycannes. Les N-glycannes de type
oligomannosidique sont typiques des glycoprotéines résidentes du RE alors que les
N-glycannes hybrides et complexes traduisent une progression plus profonde dans
I'appareil de Golgi et les voies de sécrétion. La diversité des glycannes est dictée par le
type de monosaccharides assemblés (GIcNAc, Man, Fuc, NeuAc,...) et le type de liaison
formée (anomérie a et B ; carbone impliqué dans la liaison). Ces deux contraintes sont
liges aux spécificités des glycosyltransférases. La partie encadrée correspond au coeur
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pentasaccharidique (MansGIcNAc,) commun a tous les N-glycannes. (D’aprés Loriol,
2006)
A raison de leur voie de biosynthése, initialememinmune, tous lesl-glycannes

partagent le noyau pentasaccharidique @{@aNAc-N-Asn). Selon leur future localisation

et donc selon leur structure, on peut classeNlgb/cannes en trois classes (Figure 27). Les
N-glycannes oligomannosidiques qui comportent seule@&IcNAC et un nombre variable

de Mannose (de 2 a 9 résidus). Ieglycannes de type complexe possedent un noyau dont
les deux mannoses de la fourche sont allongésmp@iaNAc lié enfl,2 ce qui permet par la
suite le greffage d’'un nombre variable de Gal, RleyAc,... Les N-glycannes complexes
peuvent étre tri-, tétra- (Mammiféres, Plantes,ettss), voire penta-antennés (Oiseaux,
poissons osseux) (Sakamabal, 2000). Enfin, lesN-glycannes de type hybride combinent
les propriétés des classes oligomannosidiques etpleses. La figure 28 montre les

principales caractéristiques de la structure dkglycannes complexes chez différents

organismes.
Mammiferes
Mammiféres (‘)” .
Mammiferes Y028 Mammiféres Mammiferes
Mammiferes ’ .
Plantes* |, 92,3/6 Jol2 02,3 Jal.3 |, 92.3/6
a1,3/4 VP14 {PlA {plA 4Pl 4 Bl e higa
— H =] g2 =] ] - 1
VBl /Bl | Bl Bl LBl !
: 4
N g N
u.l,S\ 4 al,6 e
Plantes = ‘ Mammiféres
p1.4 Insectes
Mammiferes Insectes
Insectes Plantes
B GleNAc Gal Xyl
Man Fuc & NeuAC

COOH = o= NH,

Fig. 28 :_La diversité des N-glycannes chez différents taxons. La structure des
N-glycannes complexes est différente en fonction de I’état cellulaire (quiescent,
prolifératif, en différenciation,...), de la nature du tissu et de |'espéce considérée. Les
levures et les champignons filamenteux ne produisent que des N-glycannes de type
oligomannosidique. * Les plantes ne possédent pas les enzymes nécessaires au greffage
du fucose en a1,3 sur ce GIcNAc. (D’aprés Loriol, 2006)
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3) Role dedN-glycannes

Les N-glycannes présents sur les protéines localisées ldaRE sont homogenes et
relativement simples. A l'inverse, les modificatioapportées par les étapes terminales de
glycosylation dans l'appareil de Golgi leur appotteine grande diversité structurale. Ce
changement structural s’accompagne d'un changerdenta fonction desN-glycannes
(Helenius et Aebi, 2001). Dans la voie de sécréfimtoce, ledN-glycannes jouent tous un
réle commun dans le repliement et le contrle t¢gialies glycoprotéines qui les portent
(Figure 29). Les glycosyltransférases golgienna# yoéparer les glycoprotéines a assumer
de nouvelles fonctions qui se feront principalem@atr l'intermédiaire d’interactions

sucre-protéine a la surface des cellules (Figuje 29
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Fig. 29 : Le rble des N-glycannes dans la vie d’une protéine. Les N-glycannes

(représentés par un carré blanc) produits dans la voie de sécrétion participent a plusieurs
mécanismes de régulation cellulaire ; ils agissent des la synthése de la protéine dans le

RE jusqu’au lieu ou celle-ci doit exercer sa fonction. (D’aprés Otshubo et Marth, 2006)
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-Dans la conformation des protéines

D’un point de vue chronologique, le premier role teglycannes est de permettre le
repliement optimal des glycopeptides nouvellemgnthgtisés dans le RE (Paulson, 1989).
Cette adaptation des eucaryotes permet aux celi@lggoduire et de secréter des protéines
plus grosses et plus complexes. Cette fonctionagxplaussi pourquoi I'ajout dé-glycannes
se déroule trés t6t dans le RE, c'est-a-dire ayamtie processus de repliement ne commence
(Helenius et Aebi, 2001). Lorsque la glycosylatiest inhibée, le premier effet observé est
'apparition de protéines mal repliées, agrégéesoet fonctionnelles (Helenius, 1994). Des
études de repliemeirt vitro utilisant une version glycosylée et une version gkycosylée de
la méme protéine confirme que les chaines oligdsaimiques ont une influence positive sur
le processus de repliement (Impergtial, 1999). Cependant, |&$-glycannes peuvent, une
fois le processus de repliement achevé, étre sadieda glycoprotéine sans effet majeur sur la
conformation de cette derniere (Wormald et DwelQ99 La simple présence de chaines
oligosaccharidiques au sein d’'une protéine perriget dugmenter la solubilité. On considere
aussi que I'encombrement stérique causé pamllgb/cannes peut jouer un role dans le
repliement de la protéine. L'effet le plus impoitates glycannes sur le repliement des
protéines est cependant indirect et fait intervemir systéme cyclique de protéines
chaperonnes présentes dans le RE de la quastdalel cellules eucaryotes (Paretlial,
2000) (Figure 30). LeBl-glycannes servent en réalité de « ticket d’admimssipour ce cycle.
Plus d'un tiers des protéines nouvellement syrdBét sont transloquées dans le RE et la
plupart d’entre elles vont étre glycosylées (Nakledsa et Brodsky, 2008). La Calnexine
CNX (membranaire) et la Calréticuline CRT (solutdent deux lectines homologues qui se
lient a toutes leN-glycoprotéines nouvellement synthétisées @uwal, 1993). Les deux
lectines interagissent avec les chaines oligosaditpaes (GlgMangGIcNAC,) apres que ces
derniéres aient été dépourvues de leurs deux gisdesminaux par les glucosidases | et I
(Hammondet al, 1994). S'il existe un site dd-glycosylation dans les 50 premiers acides
aminés de la glycoprotéine naissante, l'interacimec les lectines débute de facon co-
traductionnelle (Molinari, 2000). La glucosidases#l ensuite enlever le troisieme glucose de
facon stochastique (c.a.d. sans préter attenti@ted de conformation de la protéine) et ainsi
libérer celle-ci des lectines. Les protéines matfaomées vont étre reglucosylées par la
glucosyltransférase, qui reconnait spécifiquemesatgdrotéines mal conformées ou sous la
forme de « globule fondu » (Caramelibal, 2003), ce qui permet une nouvelle liaison avec la

CNX ou la CRT. Cependant, les protéines mal replidans le RE ne peuvent rester
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indéfiniment dans le cycle CNX/CRT et une sorte«dghronométre de repliement » va les
sortir du cycle et induire leur destruction. Ceerébkt assuré par la RE-endomannosidase | qui
coupe un résidu mannose du glycanne ce qui rédffinité de la protéine vis-a-vis des deux
lectines (Jakobet al, 1998). Par contre, comme pour le cas de la gidass, I'RE-
endomannosidase | coupe aussi le mannose des ngotébien repliées. Ainsi,
I'oligosaccharide contenant la structure Mae suffit pas a lui seul a entrainer la dégradatio
de la protéine. La protéine EDEM (ER-degradatiomageingo-mannosidase-like protein) est
une lectine spécifique de I'oligosaccharide contehestructure Maf Elle est nécessaire a la
dégradation des glycoprotéines mal repliées (Hosaket al, 2001). Cette lectine est
'accepteur terminal des glycoprotéines mal regligieérées par le cycle CNX/CRT (Oda
al., 2003). Son interaction avec la protéine mal éplieprésente le signal qui dirigera cette
derniere vers le systtme ERAD (ER-associated detjoad pathway). Cependant, cette
hypothése manque encore de données moléculairegupua protéine EDEM reconnait aussi
les oligosaccharides contenant Majui sont portés par des protéines correctemetitesp
(Hirschet al, 2004). Des résultats recemment obtenus montrentagprotéine EDEM aurait
elle aussi une activitt endomannosidase, ces dsnpéemettront sirement de définir

précisément les mécanismes mis en jeu lors deocegsus (Nakatsukasa et Brodsky, 2008).
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Fig. 30: Réle des N-glycannes lors du repliement des protéines: Le cycle
Calnexine/Calréticuline. Les protéines nouvellement synthétisées sont transloquées dans
le RE par la protéine Sec61. Quand deux des trois glucoses du N-glycanne de la chaine
glycopeptidique naissante ont été retirés par les glucosidases I et II, la glycoprotéine se
lie a la Calnexine (CNX) et/ou a la Calréticuline (CRT). La protéine est ensuite exposée a
ERp57 (aussi appelée PDI pour protein disulfide isomerase), une thiol-oxydoréductase,
qui forme un complexe avec les lectines. Si la glycoprotéine comporte des cystéines, la
formation de ponts disulfures est alors catalysée par ERp57. Le troisieme glucose est
ensuite coupé par la glucosidase II ce qui implique la dissociation du complexe. L'un des
mannoses du N-glycanne de la glycoprotéine va étre coupé par l'enzyme RE-
endomannosidase 1. L'épitope restant (Man8GIcNAc2) constitue un signal (reconnu par la
lectine EDEM) pour I'hydrolyse de la glycoprotéine mal repliée, par le systéeme cytosolique
ERAD (ER-associated degradation). Cet oligosaccharide est en effet nécessaire pour la
translocation rétrograde (assurée par Sec61) des N-glycoprotéines du RE vers le
cytoplasme (Plemper et Wolf, 1999). Les glycoprotéines normalement repliées sont
orientées vers |'appareil de Golgi. (D’aprés Helenies et Aebi, 2001 ; Loriol, 2006)

- Protection desN-glycoprotéines vis-a-vis de la protéolyse :

Les sites deN-glycosylation sont souvent situés dans des régipegtidiques
organisées en feuillet et tres exposées aux protéases. Ieglycannes, de par
'encombrement stérique qu’ils occasionnent, preteges régions de la protéolyse (Kundra
et Kornfeld, 1999), notamment durant le transpeag dlycoprotéines depuis le RE jusqu’a
leur destination finale (Wormald et Dwek, 1999). dlgcosylation est, par conséquent, un

facteur influencant la durée de demi-vie des glyot#ines.

- L’adressage subcellulaire des protéines :

Ce r6le desN-glycannes est observé dans le transport séleetf loydrolases
lysosomales dutransGolgi vers les endosomes et les lysosomes (Kanfa99o).
L’événement clé se déroule dans le compartimerggolgien ou une enzyme,

I « UDP-GIcNAc-lysosomal-enzymeN-acetylglucosamine-1-phosphotransferase », modifie
spécifiguement les N-glycannes des hydrolases lysosomales en ajoutant un
GIcNAc-phosphate au résidu mannose terminal. Ceptaxa composé de plusieurs sous-
unités reconnait les enzymes lysosomales parmialgses glycoprotéines grace a leur
conformation spécifique, l'interaction nécessits désidus lysines espacés a la surface de la
protéine et demande une grande surface de comizetles deux structures (Nishikae®al,
1999). Apres élimination du GIcNAc, le mannose-@gphate restant est reconnu, dans le
réseautrans-golgien, par deux lectines membranaires : le rié&cgpa mannose-6-phosphate
dimérique, dépendant d'un cation (CD-MPR) et leepdeur a mannose-6-phosphate
multifonctionnel, indépendant d'un cation, factede croissance de type Insuline-like
(IGF-1I/CIMPR). Le réle de ces récepteurs est dgusétrer les enzymes lysosomales grace a
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leur entité glucidique, dans un compartiment deaéans-golgien et de les escorter vers les

lysosomes (Helenius et Aebi, 2001).

-Importance desN-glycannes pour les interactions protéine-protéine

Plusieurs autres contributions peuvent étre appepar leN-glycannes aux protéines
qui les portent. J'ai choisi d’en présenter deugneples significatifs qui symbolisent I'effet
gue peut avoir laN-glycosylation sur les fonctions biologiques des éunales d’adhésion
cellulaire comme les intégrines (Zhabal, 2008).

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaieliqués dans le processus
d’adhésion cellulaire. lls sont constitués de deaous-unités,a et B. Les extrémités
N-terminales des deux sous-unités s’associent poorefole domaine de liaison a la matrice
extracellulaire. Les segmen@sterminaux traversent la membrane plasmique etagissent
avec le cytosquelette et des molécules de sigtialis§Zhao et al, 2008). Un nombre
croissant de preuves indique que la présenceNdgycannes appropriés module la
fonctionnalité des intégrines (Gu et Taniguchi, 200Tout d’abord, le traitement de
lintégrine asp; avec de la PNGase F (qui coupe Nglycannes entre le GICNAcC et
'asparagine) empéche sa liaison avec la fibronectprotéine soluble multiadhésive de la
matrice extracellulaire (Zhenet al, 1994). Dans une autre étude, il a été montrélesie
N-glycannes portés par la sous-unitétaient essentiels pour I’hétérodimérisation aasx
sous-unités, pour leur expression a la surfaceadeellule, mais aussi a leur fonction
biologique (Isajiet al, 2006). L’expression des intégrines a la surfaee akllules ainsi que
leur activation sont dépendantes de la liaisoneeles intégrines et certaines Galectines, ce
qui sous-entend que la composition des glycannetgp@ar les intégrines a un réle
primordial (Zhaoet al, 2008). La fucosylation de I'intégringf; joue aussi un réle dans la
fonction des intégrines. Dans des fibroblastes gambraires Fut8, il a été montré que la
signalisation relayée par cette intégrine étaititégl ce qui indique que le fucose &6 sur
le GIlcNAc proximal du cceur pentasaccharidique mgtliqué dans cette fonction (Zhao
al., 2006). La figure 31 montre différents cas d’iat#ions protéine-protéine pouvant étre soit

favorisées soit déstabilisées par la présence dhame oligosaccharidique.
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Glycans in lectin binding interactions
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Glycans in steric effects on protein conformation and binding
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Fig. 31 : Les N-glycannes peuvent moduler les interactions moléculaires. Cette figure
illustre les liaisons de type lectine et les mécanismes stériques qui contrOlent les
interactions protéine-protéine. Ces derniéres peuvent étre intra- ou/et intermoléculaires,
entre deux protéines de méme type (homotypie) ou de types différents (hétérotypie).
(D'aprés Ohtsubo et Marth, 2006)

4) Importance de laN-glycosylation au niveau de I'organisme : les CDGs

Un certain nombre de maladies sont associées aéfesences ou défauts dans le
meétabolisme des glycoprotéines. Chez I'Homme, €3G C(Congenital Disorder of
Glycosylation) représentent un groupe de maladie®ds affectant le processus de
N-glycosylation (Freeze et Aebi, 2005). Dés la déeoie des premiers déficits
enzymatiques, les glycobiologistes ont proposé dassification tenant compte des grandes
étapes de la biosynthese des différents types ytmmgies. Ainsi, si ces maladies sont la
conséguence de mutations au niveau de genes dudleon la biosynthése ou le transfert du
précurseur oligosaccharidique, on parle de CDGygde t, et si ce sont des genes dont les
produits assurent la maturation déglycoprotéines, on parle de CDG de type Il (Deratis
al., 1999). Pour I'instant, 12 CDG de type | et 6 CD&type Il ont été identifiés (Freeze et
Aebi, 2005). Bien que la présentation clinique @atiun type de CDG a l'autre, une atteinte
neurologique sévere associée a un retard merdgalieé hypotonie axiale est présente le plus
souvent, a laquelle peuvent s’associer des attemtetiviscérales graves (Jaeken et Matthijs,
2007).
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lI- La O-glycosylation : Considérations générales.

Contrairement auxN-glycannes, lesO-glycannes présentent des structures trés
diverses et ne possedent pas de cceur saccharaiquaun. Tandis que ld-glycosylation
débute par I'assemblage d'un oligosaccharide daf®HR qui sera ensuite transféré en bloc
sur la protéine naissante, la-glycosylation se fait par les additions séquerdtelde
monosaccharides sur un acide aminé hydroxylé @éunthréonine) d’une protéine. Elle est
initiée dans la lumiére du RER et se poursuit demgompartiments de I'appareil de Golgi. Il
n'existe pas, a la différence de la PNGase F pearNkglycannes, d’endoglycosidases
permettant la libération d®-glycannes intacts. Cependant, des méthodes chimidaee
déglycosylation ont été développées afin de géndesrinformations structurales sur les
O-glycannes. Elles ont permis I'étude des altératiates structures, causées par les
dysfonctionnements des enzymes responsables dsyetirese et les pathologies associées
(Wopereiset al, 2006). Actuellement, on trouve sept CDGs conadrdas défauts dans la
biosynthese de®-glycosylglycannes (Jaeken et Matthijs, 2007). EZgsrincipaux types de
O-glycannes sont présentés dans le tableau 1. lisctassés en fonction du premier sucre
attaché a la chaine peptidique.

Type of O-linked glycan Structure and peptide linkage Glycoprotein

Mucin-type (R)GalNAcal-Ser/Thr Secreted + plasma membrane

GAG (R}-GlcABLl-3GalB1-3GalB1-4XylB1-Ser Proteoglycans

O-linked GIcNAc GlcNAcpB1-Ser/Thr Nuclear and cytoplasmic

O-linked Gal Gleal-2=Galg1-0-Lys Collagens

O-linked Man NeuAca2-3Galp1-4GIcNAcB1-2Manal-Ser,/Thr a-Dystroglycan

O-linked Glc Xylal-3Xylal-3xGlcpl-Ser EGF protein domains

O-linked Fuc NeuAca2-6GalB1-4GIcNAcB1-3=Fucal-Ser/Thr EGF protein domains
Glep1-3Fucal-Ser/Thr TSR repeats

Tableau 1 : Les différents types de O-glycannes chez les mammiféres. (D’aprés
Wopereis et al., 2006).

Pour la plupart des types @eglycosylation, aucune séquence peptidigue consensu
spécifigue du premier sucre ajouté n'a encore étbulverte. Cependant, deux exceptions
demeurent, pour I®-fucosylation et laO-glucosylation (voir plus bas, Shab al, 2003).
Dans ce manuscrit, seuls les typesQdglycannes directement associés aux glycoprotéines
musculaires, c'est-a-dire I€&-mannosylglycannes et ceux impliqués indirectememtsde
processus de myogenése, notamment par I'interrmédiaila voie de Notch, l&3-glucosyl-

et O-fucosylglycannes, seront présentes.
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1) La O-mannosylation de la-dystroglycanne

Le dystroglycanne joue un réle important dans lmmexe glycoprotéine/dystrophine
(DGC) du muscle squelettique car il assure la dimigntre la dystrophine et la matrice
extracellulaire (Figure 32A). Une déficience daasplupart des protéines de ce complexe
entraine une forme plus ou moins grave de dysteophisculaire (Blaket al, 2002). Au sein
du DGC, la-dystroglycanne fonctionne comme un récepteur dedg affinité pour plusieurs
ligands extracellulaires comme la laminine, le @eath, I'agrine et la neurexine (Ibraghimov-
Beskrovnayeet al, 1992). La masse moléculaire prédite dedystroglycanne est de 72 kDa,
alors que la masse apparente en SDS-PAGE est augea 120 kDa, ceci étant d0 a une
glycosylation conséquente (Ervasti et Campbell 319BDe plus, la masse apparente varie en
fonction du type de tissu (156 kDa dans le musgiekettique de mammiferes, 140 kDa dans
le muscle cardiaque et 120 kDa dans le cerveagyiceuggere des difféerences tissulaires de
glycosylation (Ibraghimov-Beskrovnayat al, 1992). Récemment, il a été montré que
certaines dystrophies musculaires étaient dues & difauts de glycosylation de
I' a-dystroglycanne ; ces maladies portent le nom dsraglycanopathies (Muntorat al,
2004). A ce jour, six genes responsables de dygtagopathies ont été identifie®OMT],
POMTZ2 POMGNT1 Fukutin FKRP (Fukutin-related protein) étarge (Muntoniet al, 2004)
(Figure 32B). Le mécanisme moléculaire responsat#e ces dystrophies musculaires
implique une hypoglycosylation de atdystroglycanne, qui est révélée par la perte
d'immunoréactivité a deux anticorps (IIH5 et VIA4ui reconnaissent la forme correctement
glycosylée et fonctionnelle. La forme hypoglycosyléhe présente plus les mémes
caractéristiques de liaison vis-a-vis de ses ligarel qui déstabilise les interactions entre le
cytosquelette et la matrice extracellulaire (Moetrélewitt, 2008). Le mécanisme moléculaire
précis reste toutefois non résolu a ce jour. Biem gles structures de type mucine
Galp1,3GalNA@1-O-Ser/Thr soient présentes sur o-dlystroglycanne, les
O-mannosylglycannes de type NewR¢3Gapl,4GIcNAPBL,2Marul-O-Ser/Thr, identifiés
par plusieurs études de spectrométrie de massaftoatplus d’attention (Chibet al, 1997).

La raison de cet intérét est le lien qui a tree @té fait entre les mutations dans les géenes
responsables des dystroglycanopathies et les wtescglycanniques. POMT1, POMT2 et
POMGNT1 sont les glycosyltransférases responsabtiesla synthese du disaccharide
constituant les0-mannosylglycannes deokdystroglycanne (Moore et Hewitt, 2008). Les
enzymes responsables de l'ajout du galactose dladeée sialique n’ont pas encore été

identifiées méme si la protéine Large est un catdidrieux en tant que galactosyltransférase
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(Grewal et al, 2001). Les genelBukutin et FKRP présentent quelques homologies avec les
glycosyltransférases mais leurs fonctions exactest pas encore été démontrées (Martin,
2005). Les O-mannosylglycannes de aFdystroglycanne comportent de nombreuses
similitudes (monosaccharides ajoutés, types desoimiformée, fonction des chaines
oligosaccharidiques) avec le3-fucosylglycannes portés par les motifs EGF-like ir(vo
page 79).
A

Extracellular matrix

p1GAT ——  pl4
(Large ?)

OMzmnusc | N-acétylglucosamine

ﬂ \ ) Galactose ‘ NeuAc

Syntrophin

@ O-glycosylation

Fon <
N-glycosylation Actin cytoskeleton

Fig. 32 :_Représentation du complexe glycoprotéine/dystrophine (DGC). (A) Le DGC relie
la matrice extracellulaire aux microfilaments d’actine du cytosquelette. Le schéma
souligne la glycosylation du dystroglycanne et de ses partenaires (d’aprés Moore and
Hewitt, 2008). (B) La sous-unité a du dystroglycanne porte des O-glycannes trés
caractéristiques. POMT1 et POMT2 sont des O-mannosyltransférases qui catalysent le
transfert du premier sucre, le mannose, sur une sérine ou une thréonine de
I'a-dystroglycanne. POMGnT1 est une N-acétylglucosaminyltransférase qui catalyse le
transfert du N-acétylglucosamine sur le mannose. La protéine Large présente des
homologies de séquence avec les galactosyltransférases mais aucune preuve directe n'a
encore pu montrer qu’elle catalysait le transfert du galactose, la sialyltransférase n’‘a
toujours pas été identifiée. Aucun motif consensus n‘a été caractérisé pour l'ajout du
mannose. (D’aprés Loriol, 2006, Moore et Hewitt, 2008)

2) La O-glucosylation des motifs EGF-like.

La O-glucosylation est une modification rare des prasi Elle a été retrouvée
uniquement sur les motifs EGF-like de quelquesgimes comme les facteurs de coagulation
VIl et IX, la protéine Z, le récepteur Notch et dgyand Delta, et la Thrombospondine (Shao
et al, 2002). La présence @& glucosylglycannes sur certains des nombreux mBt&&-like
de la protéine Notch (Figure 33) ont permis de rdéfune séquence consensus de type
CL-X-S-X-P-C (ou C et C sont les deux premiéres cystéines conservées tfiEGF-like)
(Moloney et al, 2000). La réalisation de tests d’activitéglucosyltransférase utilisant des

motifs EGF-like comme accepteurs a mis en évidémpeésence de ce type d’enzymes dans
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plusieurs types cellulaires (cellules CHO, HelLa;%52, HD11, NIH3T3) et dans plusieurs
tissus (cceur, foie, poumon, muscle, rein, ratejezar) (Shaet al, 2002). Ce n’est que tres
récemment qu’'un géene appeRumi a été isolé chez la drosophile. Il code une pmetéi
soluble, localisée dans le réticulum endoplasmiqamportant un domaine CAP10 (domaine
impliqué dans la formation de la capsule et laleimae deCryptococcusieoformansChang

et Kwon-Chung, 1999) et une activi@glucosyltransférase vis-a-vis des motifs EGF-like
(Acar et al, 2008). Les auteurs ont généré des mut&mi chez la drosophile, leur
phénotype ressemble fortement a celui des mufdatsh lls proposent que I'absence de
O-glucosylglycannes sur Notch entraine des défautsediement de celui-ci et donc un
dysfonctionnement de sa voie de signalisation. desx autres enzymes, flaD-glucoside
a-1,3-D-xylosyltransférase (Omiclet al, 1997) et lan-1,3-xylosideo-1,3-xylosyltransférase
(Minamida et al, 1996), responsables de I'allongement @tglucosylglycanne de type
Xylal,3Xylal,3GI@31-O-Ser avaient éeté identifiées auparavant. La prenaarééme pu étre

purifiée & partir de foie bovin et caractériséechimiquement (Ishimizet al, 2007).

COOH

~, Protein ~ al,3-xylosyl- =~ al,3-xylosyl-
= O-glucosyl- 63+ transferase 47«5  transferase
transferase 3. o

< 4 J . . J »
08 UDPA S0 UDP S02 UDPY -~ )
o) B, o )

NH,
Cysteine ser/Thr Glucose W Xylose

Fig. 33 : Additions séquentielles des monosaccharides qui composent les
O-glucosylglycannes portés par certains domaines EGF-like. Dans les cellules CHO, un
O-glucosylglycanne de ce type a été retrouvé sur Notchl. L’ajout de chaque sucre ne
peut se faire que sur un EGF-like correctement replié. (D'aprés Haines et Irvine, 2003)

lll- La O-fucosylation :

Le L-fucose est un composant habituel de nombrélixet O-glycannes de
glycoprotéines et de glycolipides, en particulieez les mammiféres. Deux caractéristiques
structurales le distinguent des autres hexosesurgis dans le monde vivant. Tout d’abord, il
ne comporte pas de fonction alcool sur son carb®net de plus, il fait partie des
monosaccharides de configuration L (Becker et L&@§3). Le fucose chez les mammiferes

est le plus souvent situé en position terminalesdés structures glycanniques. La
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fucosylation comme les autres modifications termeimades glycannes, peut conférer des
propriétés fonctionnelles uniques aux oligosacdesti Pour cette raison, ce type de
glycosylation est souvent finement régulée au cdi@genements cellulaires majeurs tels que
la fécondation, I'adhésion ou I'apoptose (Staudadtteal, 1999). Cependant, plusieurs
glycosyltransférases sont capables de greffer unosaxcharide directement sur le fucose
(Moloney et Haltiwanger, 1999), ce dernier occupants une position non terminale. Ces
enzymes font partie des voies de biosynthes®desosylglycannes, ou le fucose est attaché
de facon covalente a la fonction alcool d’'une s d’'une thréonine. L@-fucosylation,
qui demeure une modification peu commune des pret¢ia été découverte sur deux
domaines protéiques extracellulaires : les répésti EGF-like et les répétitions TSR
(Thrombogondin type 1 Rpeat).

1) La O-fucosylation des domaines TSRs :

Les répétitions TSR sont des modules indépendaesicbn 60 acides aminés et qui
comprennent six cystéines formant trois ponts flises selon un repliement spécifique (la
premiere cystéine forme un pont disulfure avedngueéeme, la deuxieme avec la sixieme et
la troisieme avec la quatrieme) (Figure 34A). Laaggée humain code environ 100 protéines
contenant des domaines TSRs. Elles sont impliquisess de nombreuses fonctions
biologiques incluant la régulation du systéme degotation par la protéolyse, I'inhibition de
'angiogenése et l'allongement des axones (Tucl2804). Au sein des TSRs, deux
modifications post-traductionnelles sont décrités C-mannosylation et [8@-fucosylation
(Hofsteengeet al, 2001). Une étude récente a montré gué-taannosylation amplifiait une
voie de signalisation induite par les lipopolysaties dans les macrophages (Mwebal,
2007). Cest en 1975 que fut montrée, pour la peeenifois, par chromatographie et
spectrométrie de masse a partir de I'urine huméitadigrenet al, 1975) I'existence d’un
O-fucosylglycanne (que l'on sait maintenant porté fEw domaines TSR), de structure
Glcpl,3Fu@l-O-Ser. Plus récemment, le méme type de stru@uéee retrouvé dans les
cellules CHO (Moloneet al, 1997). C’est 'enzyme Pofut2 qui greffe le fucsse la sérine
ou la thréonine du motif consensus Y&XX,.3(S/T)CX,G du domaine TSR, ou'Gt C
représentent la premiére et la deuxieme cystéinserwées (Hofsteeng al, 2001 ; Luoet
al., 2006) (Figure 34). Le domaine TSR fucosylé pensuée étre allongé par une
B1,3-glucosyltransférase, appelé@3GTL (Kozma et al, 2006), pour donner le
O-fucosylglycanne complet Gi¢,3-Fu@1-O-Ser/Thr (Figure 34B).
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Fig. 34 : Structure du O-fucosylglycanne porté par les domaines TSRs.
(A) Séquence peptidique de I'un des domaines TSRs de la Thrombospondine 1 humaine.
Le repliement nécessaire a sa fucosylation est dicté par la formation de trois ponts
disulfure. (B) Structure du O-fucosylglycanne liée a la séquence consensus présente dans
les domaines TSRs. (D’aprés Loriol, 2006)

-L’enzyme Pofut2 :

Pofut2 fut citée pour la premiéere fois dans la littératuen 2002 par Roos et ses
collaborateurs, lors d'une étude globale du génateela drosophile qui concernait
I'identification de genes codant des enzymes impkg dans le métabolisme des glycannes
fucosylés. Cette étude leur a permis de reconnairela base d’homologies aveafut], ce
second gene codant potentiellement uBducosyltransférase, appelé®fut2 chez la
drosophile ePOFUT2chez I'Homme (Roost al, 2002). Des analyses phylogénétiques ont
montré que ce gene est présent chez de nombreuss ameétazoaires et chez certains
protozoaires du genrlasmodiumet Cryptosporidium(Martinez-Dunckeret al, 2003 ;
Loriol et al, 2006). Le gene humaPOFUT2se trouve sur le chromosome 21 et pourrait étre
impliqué dans le syndrome de Down, conséquencegiyyd@que de la trisomie 21 (Menzet
al., 2004). La caractérisation biochimique de la pnat&€hez la drosophile indique qu’elle est
capable d’ajouter le fucose sur les domaines TSReeaement repliés mais pas sur les
domaines EGF-like et ceci sans aucun besoin densatilivalents, contrairement a de
nombreuses fucosyltransférases. Pofut2 est loeatigis le réticulum endoplasmique malgré
'absence de séquence de rétention de type KDE& ¢tal, 2006).

-L’enzyme B3GTL :

L’enzyme B3GTL a d’abord été identifiée comme une protéinésentant des

homologies de séquence avec j@s3-glycosyltransferases (Heinonehal, 2003). Puis en
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2006, deux équipes indépendantes (Koanhal, 2006 ; Satcet al, 2006) ont montré que
cette protéine était capable de transférer un ghicgur les TSR correctement repliés et
fucosylés, afin de former le disaccharide f3l8-Fu@1-O-Thr. L'une de ces études (Kozma
et al, 2006) a montré que I'enzyme est trés spécifiqusubstrat donneur (UDP-glucose) et
de l'accepteur. En effet, elle est incapable desférer un autre monosaccharide que le
glucose et elle ne peut pas le transférer sur@s-like ou des EGF-like fucosylés. L’enzyme
comporte un motif DXD nécessaire a son activitalgdgue. Enfin, a l'instar de Pofut2,
l'activité p1,3-glucosyltransférase a été retrouvée dans IeTRES. recemment, il a été revéle
gue les patients atteints du syndrome de Petess(®yundrome malformatif récessif associant
des anomalies oculaires, un nanisme et un retandtatheprésentaient des défauts de
glucosylation sur les domaines TSRs de la Properginisque seule la forn@@fucosylée de

la protéine a été retrouvée en raison de mutatians le gen8GALTLqui s’avere codela

B1,3-glycosyltransferase (Hessal, 2008).

-Role de laO-fucosylation des TSRs :

Le rble desO-fucosylglycannes portés par les domaines TSRs ul@mies peu
connu. La seule étude réalisée vivo consistait a modifier I'expression du gepad-2
I'orthologue dePofut2 chezC. elegansLes auteurs de cette étude (Meretesl, 2004) ont
montré que la surexpression et linhibition pad-2 avaient des effets importants sur le
développement du nématode (mauvais positionnementodyanes comme les muscles ou
lintestin, infertilité, problemes neuronaux, malfwations du corps, difficulté de
mouvements) conduisant dans certains cas a Itatatdu développement. Il apparait de plus
gue la sécrétion des métalloprotéases a domaine, PFERAMTS-like-1/Punctin-1 et
ADAMTS13, est réduite en cas d’absenceQléucosylation sur certains TSRs (Rickegts
al., 2007 ; Wanget al, 2007). Par contre, I'absence @efucosylglycannes ne semble pas
avoir d’effet sur I'activité protéasique de I'enzgrFADAMTS13 (Rickettset al, 2007).

2) La O-fucosylation des domaines EGF-like :

Les domaines EGF-like (voir page 38) peuvent auéfie porteurs de
O-fucosylglycannes. La comparaison des domaines E®Flicosylés et non fucosylés a
permis de déterminer un motif consensus de tyPe, &S/T)C (ot C et C correspondent
respectivement a la deuxiéme et troisieme cystginésessaire a cette modification post-

traductionnelle (Harris et Spellman, 1993 ; Pagimal, 2002). La figure 35A recense les
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protéines qui comportent dé€x-fucosylglycannes (voir Rampait al, 2007 pour une liste
exhaustive). Ces derniers peuvent étre de plusigpes en fonction de la protéine et de
'EGF-like qui les porte. Le monosaccharide de tiAoelO-Ser/Thr ou les formes allongées
en tétrasaccharide de type Nea2@/6Gapl,4GIcNAPBL,3Fuel-O-Ser/Thr-EGF (Harris et
Spellman, 1993) peuvent étre rencontrés. Les shestcontenant I'acide sialique ef,6
n'ont cependant pas été retrouvées depuis leur emsa/idence en 1993. Contrairement aux
mammiféres, la maturation db-fucosylglycanne au-dela du disaccharide GIcNBA¢3-Fuc
al-O-Ser/Thr n’a pas encore été confirmée chez la giuko (Haltiwanger et Lowe, 2004).
Les enzymes impliquées dans la biosynthese dus#g&itharide ont presque toutes été
identifiées a l'exception de la (des) sialyltramaf®(s) (Figure 35B). Elles seront plus

particulierement décrites dans le paragraphe stivan

O-fucose-modified proteins .
A Proteins known ta be modified with O-fucose. B

Blood clotting/dissolution

Urokinase (uPA) [8]

Tissue-type plasminogen activator {tPA) [46]
Desmodus (bat) salivary plasminogen activator [47]
Factor VIl [48]

Factor IX [49]

Factor XII [50]

Notch signaling (-:(-]UH
e = Protein = B13-GlcNAc- = pl.4-galactosyl-
Serrate [14'] - transferase transferase a
Jagged [14] 2 (Fringe) - sofs
TGFp signaling & — = — o -
Cripta [12,13] 0% UDP B p UDP @ 3 CMP &
Other ) ) T Sohm Y SCA RO . | XS
Fetal antigen-1/Deha-like protein (FA1/DLK) [51] Ly 1y 1y Ay
Prateins predicted to be modified with O-fucose based anthe
presence of the consensus sequence (C-X-X-G-G-S/T-C).
Slic NH,
Crumbs
Cryptic
LDL receptor-related protein (LRP)
T Cretel Ser/Tt Fucose M GIcNAC
N Aeeis _ysteine serfhnr - - .
ymmn (PGCH) 4 @ Galactose 4 Sialic acid
qrin
Hepatocyte growth factor activator
One-eyed pinhead
L-1
Versican (PGCV)
Multimerin
Fibrillin
Fibropellin
Perlecan (PGBM)

Fig. 35 : Les motifs EGF-like peuvent porter des O-fucosylglycannes. (A) Les protéines

qui comportent au moins un O-fucosylglycanne sont listées ainsi que les protéines dont
les motifs EGF-like contiennent la séquence consensus de O-fucosylation. Les auteurs ont
restreint leur analyse a une séquence consensus moins large que celle habituellement
utilisée afin de réduire la liste des protéines possiblement O-fucosylées. (D’aprés
Haltiwanger, 2002). (B) Motif EGF-like (basé sur I'EGF-likel du facteur VII humain)
comportant un O-fucosylglycanne allongé (tétrasaccharide). Les enzymes connues a ce
jour sont chez les mammiféres Pofutl, la famille Fringe avec trois paralogues (Lunatic
fringe, Manic fringe, Radical fringe) et la B1,4GalT-1. Elles greffent respectivement le
fucose, le N-acétylglucosamine et le galactose. Seule I'enzyme greffant I'acide sialique
est non connue a ce jour. (D’apres Haines et Irvine, 2003)
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V- Biosynthese degO-fucosylglycannes portés par les EGF-like :

1) La Protéine-O-fucosyltransférase 1 :

La mise au point d'un test d’activit®-fucosyltransférase utilisant le GDP-fucose
comme donneur et le premier domaine EGF du factleurcoagulation VII humain,
correctement replié, comme accepteur a initié legles sur I'enzyme responsable de
I'addition du fucose sur les motifs EGF-like, la Biucose : protéin®-fucosyltransférase 1
ou Pofutl (Wanget al, 1996). Cette enzyme a d’abord été purifiée airpaet cellules CHO
sur la base de son affinité avec ses substratsg\taal, 1996 ; Wang and Spellman, 1998).
Puis le gen®ofutla été cloné, a partir de ces mémes cellules, @b @Vanget al, 2001). Il
a par la suite été précisément caractérisé cheauas, I'hnomme et le bovin (Thése Loriol,
2006), des orthologues existant chez tous les exnoa@ires (Wanegt al, 2001 ; Loriol et al.,
2006). Chez la souris, une mutation ciblant le geofitlentraine une létalité embryonnaire
9 jours p.c. due a des défauts séveres de somésgemwasculogenése, cardiogenese et
neurogenése. Ce phénotype ressemble fortementiizobskervé chez les mutants KO pour le
genes CBF-1 ou pour les deux genes codant lesriigesg 1 et 2 (protéases nécessaires pour
le clivage S2 de Notch suite a son activation patigand) (Donovielet al, 1999) et qui
correspond a I'absence de signalisation par legeuécepteurs Notch chez les mammiféres
(Shi et Stanley, 2003).

L’enzyme Pofutl est localisée, a I'instar de Pofut@ns le réticulum endoplasmique.
Des expériences d’'immunofluorescence ont permicldeement démontrer qu’elle était
co-localisée avec la calréticuline, protéine chapee du RE, et non avec GM130, enzyme
résidente de l'appareil de Golgi (Figure 36) (LuoHaltiwanger, 2005). Ce résultat est en
accord avec la présence, dans la séquence protégteus les homologues Pofutl, d’'un
peptide signal, nécessaire a lI'entrée de la pretéiens le RE, et d'une séquence KDEL
responsable de la rétention de la protéine daREl€éLuo et Haltiwanger, 2005 ; Okajined
al., 2005). La N-glycosylation de la protéine Pofutl chez la sourde type
oligomannosidique, est aussi un argument en fagteusa localisation réticulaire (Wang et
Spellman, 1998).
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.
.
Fig.36 : Localisation sub-cellulaire de la protéine Pofutl. Des cellules COS-1 ont été
transfectées transitoirement avec la protéine recombinante Pofutl comportant une queue
poly-histidine (A-F) et marquées avec un anticorps anti-histidine (A, C, D, F, couleur
verte). La calréticuline est un marqueur de localisation du RE (couleur rouge, B et C) et

la GM130 de l'appareil de Golgi (couleur rouge, E et F). La couleur jaune indique une
co-localisation des deux protéines. (D'aprés Luo and Haltiwanger, 2005).

Cette localisation particuliere pose deux questessentielles et encore non résolues a
propos de I'enzyme Pofutl. Tout d’abord, on sa# tputes les fucosyltransférases, Pofutl
incluse, utilisent le GDP-fucose comme substratnéan Ce nucléotide-sucre est synthétisé
dans le cytoplasme (Figure 26) puis transporté dappareil de Golgi, localisation
subcellulaire habituelle des fucosyltransférasesicag a un transporteur membranaire
spécifique (Becker et Lowe, 2003). La localisatigticulaire de Pofutl implique par
conséquent la présence d'un transporteur de GD#5€éudu cytosol vers le RE, qui demeure
encore non découvert a ce jour. Deuxiemementhescheurs se sont trés vite demandés si la
présence de Pofutl dans le RE ne ferait pas de mettéine une chaperonne qui, en plus de
son activité enzymatique, aiderait au repliemergateprotéines cibles.

Chez la drosophile, Ofutl est nécessaire a plissigiocessus incluant le repliement
de Notch dans le RE (Okajine al, 2005), la liaison entre Notch et ses ligands (Olaet
al., 2003) et I'endocytose de Notch (Sasametral, 2007). Ces différentes activités de la
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protéine Ofutl ont permis de construire deux maddilstincts présentés sur la figure 37 qui

schématisent le role de Ofutl dans le repliemenitaduessage correct du récepteur Notch.

Wild type ofut1 Wild type go I:I ofut1
N

:

X

Ads

s ) C P Y o

|
Ofut1 Ofutt |! :
ER ER
| |
Model 1 Model 2

Fig. 37 : O-fucosylation de Notch et fonction de Ofutl chez la drosophile (D’apres
Vodovar et Schweisguth, 2008). Modéle 1 : dans le RE, la protéine Ofutl permet le
repliement et la O-fucosylation du récepteur Notch nouvellement synthétisé (rouge et
blanc). Notch est ensuite transporté, via I’'appareil de Golgi, vers la membrane plasmique
et vers les jonctions adhérentes (AJs, cyan). En absence de Ofutl, Notch reste non replié
et s’accumule dans le RE. (D’aprés Okajima et al., 2005). Modeéle-2 : Aprés sa
O-fucosylation par Ofutl, Notch est transporté vers la membrane plasmique aprés son
passage par |'appareil de Golgi. Il est, dans un second temps, transporté vers les
jonctions adhérentes par un mécanisme de transcytose. E, absence de Ofutl, Notch est
bien transporté vers la membrane plasmique, par contre il est ensuite internalisé et
s’accumule dans un compartiment endocytique non caractérisé. (D'aprés Sasamura et
al., 2007)

Le réle de laD-fucosylation des motifs EGF-like chez la drosoplailété examiné par
la réduction de la quantité de protéine Pofutlytdisant des ARNI, puis en isolant un mutant
Pofutlappeléneurotic(Okajima et Irvine, 2002 ; Sasamuiaal, 2003). Les deux techniques
ont abouti a un phénotype sévére ressemblant ferteencelui du mutariiotch Cependant,

il a été montré que I'absence de Ofutl entraireccumulation de Notch dans le RE. Et de
facon surprenante, I'apport d’une forme sans aétifucosyltransférase (mutation R245A
dans un domaine trés conservé chez les fucosyirases et nécessaire a l'interaction avec
leur substrat donneur, Martinez-Dunclagral, 2003) permettait de rétablir la localisation

membranaire normale de Notch ainsi que sa liaiggtimale avec ses ligands. Cette étude
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décrit aussi que d’autres protéines, modifieesdesO-fucosylglycannes, comme Delta ou
Serrate, n'ont pas besoin de Ofutl pour étre ctameent localisées (Okajimet al, 2005).
Ces résultats sont a l'origine du modéle 1 (Figdr¢ dans lequel Ofutl joue le réle de
chaperonne permettant, sans besoin de son advit€osyltransférase, le repliement de la
partie extracellulaire du récepteur Notch, entnafinsa localisation correcte a la surface
cellulaire et son interaction optimale avec seands.

Le modele 2 repose, quant a lui, sur deux obsenstajeures. Tout d’abord, il a été
démontré que dans les cellules dépourvues de Qflattth n’était pas correctement adressé
aux jonctions adhérentes mais s’accumulait dans adespartiments intracellulaires ne
contenant pas les habituels marqueurs du RE. P#éecone petite quantité de Notch est tout
de méme présente a la surface des cellules, emsdéés jonctions adhérentes (Sasdlal,
2007 ; Sasamurat al, 2007). Une autre étude a montré que Ofutl étddessaire a
'endocytose de Notch. Dans les cellules dépourdee©futl, des anticorps dirigés contre
Notch sont internalisés a un plus faible niveau dgmas les cellules sauvages, mais surtout ils
ne s’accumulent plus dans les endosomes mais agansoanpartiments intracellulaires non
caractérisés (Sasamuet al, 2007). De plus, dans les cellules Gmd (mutéedesgene de
la GDP-mannose 4,6-déshydratase, ce qui entraimmapacité de ces cellules a synthétiser le
fucose), la quantité de Notch dans ces compartenesit plus faible que dans les cellules
dépourvues de Ofutl, ce qui impliqgue, que l'adfivithaperonne de Ofutl permet
'endocytose normale de Notch. Par contre, I'absede récepteur Notch correctement
localisé au niveau des jonctions adhérentes, @asnsellules Gmd, met en évidence un besoin
du O-fucose pour la transcytose du récepteur vers tegigms adhérentes. Ce second modéle
propose donc une double activité de la protéinetlQfelle régulerait le processus
d’endocytose de Notch par un mécanisme indépertdagbn activité catalytique et dans un
deuxieme temps, elle permettrait une localisatiorrecte de Notch, cette fois de facon
dépendante de son activité catalytique (Sastaki, 2007 ; Sasamuret al, 2007).

Un article paru en 2008 apporte plusieurs élémeateponse et permet de conforter
le premier modele. Les auteurs ont montré queiViaetO-fucosyltransférase de Ofutl était
nécessaire uniguement pour permettre I'activité-diege (Okajimaet al, 2008). L’absence
totale de Ofutl méne a un phénotype similaire aiads KO pour le gendlotch mais
I'expression de la forme R275A entraine la viaditles larves, phénotype similaire a celui du
KO pour le génd-ringe. Ces données indiquent que I'actividéfucosyltransférase de Ofutl
n’est pas nécessaire a la voie de signalisatioNaleh dans I'embryon, ce qui est en accord

avec la non-intervention de Fringe dans I'embry@gende la drosophile. Lorsque la forme
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R275A est exprimée au cours du développement dueisnaginal de I'aile, le phénotype de

la larve de drosophile est semblable au KCOFdege. Lors de cette étude, les auteurs ont
aussi réexaminé la localisation du récepteur Netda surface des cellules en utilisant un
protocole différent. lls confirment que dans lebutes dépourvues de Ofutl, Notch n’est pas
présent a la surface des cellules mais qu’il s’ada effectivement dans le RE.

Aprés analyse de I'ensemble de ces données, @rappclairement que, chez la
drosophile, la O-fucosylation de Notch est d’abord nécessaire augnéwents de
signalisation dépendants de Fringe et que Ofuti dgi maniére non-catalytique pour
permettre au récepteur Notch de sortir du RE. Ofglcomporte également comme une
chaperonne qui permet le repliement correct deattigpextracellulaire de Notch, comme le
propose le modéle 1 (Vodovar et Schweisguth, 2008).

Les mémes questions se sont évidemment posées lelates des mammiféres.
Plusieurs équipes se sont intéressées aux roléofigl dans la voie de signalisation de
Notch chez la souris. L’équipe du docteur P. Stafddbert Einstein College of Medicine,
New York, E-U) a montré que dans les cellules EBnéggxpriment pas Pofutl (extraites de
I'embryon de souris Pofut), les quatre récepteurs Notch sont correctemanatit®s a la
surface des cellules (Figure 38). Des expérienaescytométrie en flux indique que
I'association entre les ligands Deltal/Jaggedlestaellules, ainsi que 'activation de la voie
de signalisation de Notch qui en découle, sonefoent réduites. Chez les mammiféres, la
présence de Pofutl n’est donc pas nécessaireoadhshtion correcte des récepteurs Notch
mais elle est indispensable au fonctionnement @ptae la voie de signalisation de Notch.
Des études réalisées sur les cellules CHO lec-éfiiehtes dans la voie de synthése du
GDP-fucose, montrent que la quantité et la locatinades récepteurs Notch sont normales.
Par contre, pour ces cellules, la liaison Notchfidy et la quantité de Notch clivé
(conséquence de l'activation de la voie de sigattia activée par Deltal et Jaggedl) sont

diminuées. Ces facteurs sont rétablis par I'ajeuftose exogene (Stadtlal, 2008).
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Fig. 38 : Role de Pofutl et du O-fucose dans la voie de signalisation de Notch chez les
mammiféeres. (A) Dans les cellules lecl3 (déficientes en GDP-fucose), la voie de
signalisation de Notch est fortement réduite, le niveau d’activation est rétabli par ajout
de fucose exogéne ce qui n'est pas le cas avec le galactose. Les données ont été
obtenues aprés transfection, des cellules lec13, par un vecteur contenant un géne
rapporteur sous le contréle d’'un promoteur sensible a la partie intracellulaire de Notch.
Ces cellules sont ensuite co-cultivées avec des cellules exprimant fortement le ligand
Deltal. Des résultats similaires ont été obtenus avec Jaggedl. (B) Dans les cellules
lec13, Notch est correctement localisé sans effet du fucose exogene. Les cellules sont
mises en contact avec un anticorps dirigé contre la partie extracellulaire de Notch et la
liaison de cet anticorps a la surface des cellules est analysée par cytométrie en flux. Des
résultats similaires ont été obtenus avec les cellules lecl. (C) La liaison de Deltal avec
les cellules ES Pofutl” est fortement réduite. Des résultats similaires ont été obtenus
avec Jaggedl. (D) On ne remarque pas de différence significative en ce qui concerne la
localisation de Notch1 a la surface des cellules entre les cellules ES Pofutl”” et Pofutl*/*.

(D’aprés Stahl et al., 2008)

Chez les mammiféres, il semble donc que la sitnatot différente de celle de la drosophile :

la protéine Pofutl n'aurait pas d’'activité chapemmour les récepteurs Notch, par contre la

présence du fucose sur leur domaine extracellukstenécessaire a la liaison avec leurs

ligands et a l'activation de la voie de signalisati Le O-fucose (et sdrement son

allongement) serait donc nécessaire a la liaisoNateh avec ses ligands, en aidant a son

repliement optimal et/ou en intervenant directemaats I'interaction entre les récepteurs

Notch et leurs ligands (Staét al, 2008).
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Une seconde étude parue la méme année, qui etuttiedlisation de Notch dans les
cellules du mésoderme paraxial lors du développeraatbryonnaire, décrit des résultats
contradictoires. Les auteurs rapportent que damscédlules des souris KO pour le géne
Pofutl, Notchl s’accumule dans le cytoplasme et dandledependant, ils ne précisent pas
si ceci est d0 a I'absence d’activité chaperonnPafetl ou a I'absence du fucose au sein de

la partie extracellulaire de Notchl (Okamura ete52608).

2) La protéine Fringe :

L’élongation du O-fucose en tétrasaccharide débute par [l'action des
glycosyltransférases de la famille Fringe. Le gérnirge (Dfng) a d’abord été découvert chez
la drosophile par un crible de mutants pour lesegeimpliqués dans la formation de la
frontiere dorso/ventrale lors du développement’aiel(voir page 52) (Irvine et Wieschaus,
1994). Il est aussi impliqué dans le développendestyeux et des pattes, ainsi que dans la
spécification du devenir cellulaire lors de I'oogea (Grammont et Irvine, 2001). Trois
homologues ont ensuite été identifiés chez les mi#ares: Lunatic fringe Manic fringe et
Radical fringe(Johnstoret al, 1997). Chez les vertébrés, les protéines Lfngfag sont
connues pour leur role dans certains processudappeanentaux. Par exemple, les souris
mutantes pour le geridng présentent un taux de mortalité périnatal plugéke cause de la
malformation des coétes et les souris qui réussissenrvivre présentent de multiples défauts
dus a une mauvaise somitogenese (malformation deldane vertébrale et des coétes, fusion
des arcs neuraux, queue plus petite) (Zang et &ridl998). Les expériences de KO sur le
geneRfngont montré que les souris ne présentaient pabéleopype évident et que le double
KO Lfng/Rfngavait le méme phénotype que le mutaimy (Zhanget al, 2002). Tres peu de
données sont actuellement disponibles g&ifimg hormis sa structure cristallisée qui a été
caractérisée chez la souris (Jinek al, 2006). Les protéines Fringe sont des
B1,3N-acétylglucosaminyltransférases qui transferenGleNAc, a partir d’'UDP-GICNAc,
sur leO-fucose de motifs EGF-like spécifiques (Bruckaeal, 2000 ; Moloneyet al, 2000).
Toutes les protéines Fringe sont capables de satabtette réactiom vitro (Moloneyet al,
2000 ; Rampakt al, 2005). Cependant, les trois enzymes endogeneemnies dans les
cellules CHO n’allongent 1©-fucose qu’au sein de certains EGF-like, aux passtia2 et
20-31 de la protéine Notchl. Une autre étude a maamie Manic et Lunatic Fringe ne
modifiaient pas les mémes sites du récepteur Ndi8hiznizuet al, 2001). Cependant, aucun

déterminant protéique, propre a l'une ou l'autres dis enzymes, n'a pu étre mis en
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evidence au sein des motifs EGF-like (Shimizal, 2001; Shaet al, 2003; Rampadt al,
2005). Il a également été montré, chez la drosemiithez les mammiféres, que I'expression
de Fringe était capable de faire varier la répatesblotch en fonction du ligand avec lequel il
interagissait : I'expression de Fringe potentialsssignalisation par Delta et inhibe celle par
Serrate/Jagged (Parehal, 1997 ; Hickset al, 2000).

3) La protéine p1,4-Galactosyltransférase 1 :

L’activité N-acétylglucosaminyltransférase, assurée par Fregja)écessaire mais pas
suffisante pour réguler la voie de signalisation déotch. L'allongement du
O-fucosylglycanne par |81,4-GalT-1 est aussi requis pour permettre a Frighiber la
voie de signalisation par Jaggedl (Cletral, 2001). Chez les souris mutées sur ce gene,
'expression d’effecteurs de la voie de signalmatde Notch, commeles§ et de ligands,
commeDII1, est diminuée (Cheet al, 2005).

4) La protéine a2,3-Sialyltransférase :

Les O-fucosylglycannes ont été retrouvés sous la formé&ttasaccharides terminés
par un acide sialique. Cependant, I'enzyme respd@si®e 'ajout de ce sucre n’a pas encore
été identifiée. Chez les mammiferes, si®,3sialyltransférases ont été découvertes : les
B-galactosiden2,3sialyltransférases (ST3Gal) | a VI. D’apres ébyse de leur spécificité, la
ST3Gal IV serait la plus susceptible de modifiex Gefucosylglycannes, car son accepteur
préférentiel est de type @dl,4GIcNAc-R (Takashima, 2008).

V- Réle desO-fucosylglycannes portés par les EGF-like :

Les O-fucosylglycannes liés a certains motifs EGF-like¢ éé identifiés sur plusieurs
protéines nécessaires au bon fonctionnement dellidec La littérature scientifique décrit
plus particulierement trois protéines, uPA, CriptdNotch, pour lesquelles le role de ce type

de chaines oligosaccharidiques a été démontré.
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1) La protéine uPA (Urokinase-type plasminogen actator) :

Le réle de laD-fucosylation dans la fonction de la protéine uPét@apporté par des
expériences de défucosylation chimigueitro utilisant de I'acide trifluoroacétique. Elles ont
montré que laO-fucosylation du seul domaine EGF-like de la praéuPA n’est pas
indispensable a linteraction entre la protéine ugtAson récepteur. L@-fucosylation est
cependant nécessaire a l'activité mitogene de taépre uPA dans des cellules Saos-2

(cellules d’ostéosarcome humain) (Rablketral, 1992).
2) La protéine Cripto :

Nodal, un membre de la superfamille des Tg;koue plusieurs réles essentiels dans
le développement embryonnaire des vertébrés conam@rination du mésoderme et la
génération de I'asymétrie droite/gauche (Schied320Les composants majeurs de la voie de
signalisation de Nodal comprennent le ligand s@ublodal, le récepteur membranaire
activine, Smad2 et Smad4, médiateurs de la sigiialis et le facteur de transcription Fastl.
Cripto, une glycoprotéine membranaire qui comportene ancre GPI
(glycosylphosphatidylinositol), est un co-réceptessentiel a la voie de signalisation de
Nodal. Les souris KO pour Cripto ou Nodal présentdas phénotypes extrémement
similaires : une absence de mésoderme embryonedird’endoderme définitif, ce qui
provogque une létalité des 7,5 jours p.c. @ual, 1999). En 2001, il a été montré que la
protéine Cripto humaine comportait une séquencesamus de€-fucosylation conservée
chez tous ses homologues et que la thréonine asnttans cette séquence é@ifucosylée.

La mutation de cette thréonine en alanine entraiperte de cett®-fucosylation et éteint la
voie de signalisation de Nodal dans des cellulefcEfules de tératocarcinome de souris).
Ainsi, la présence d®-fucose sur le motif EGF-like de Cripto est néceassail’activation
optimale de la voie de signalisation de Nodal (B&iest al, 2001). Cependant, des résultats
publiés en 2007 contredisent ces derniers. L'émd®mmenceé avec I'observation que les
mutants de souriBofutI” ne présentaient pas le méme phénotype que le ra@spto”, et
mouraient,in uterg 9,5 jours p.c. soit deux jours plus tard quedegryonsCripto”. Les
cellules ESPofutI” ayant servi & la réalisation des mutants ont pedmimontrer que Pofutl
était bien 'enzyme quO-fucosylait Cripto et surtout que la voie de sigsetion de Nodal
n’était pas inactivée en l'absence de Pofutl etcdem 'absence d®©-fucose sur Cripto.

Enfin, la substitution de la thréonine 72 du m&@F-like par une sérine, modifiée elle aussi
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par unO-fucose, n'entraine pas le rétablissement de lad@igignalisation de Nodal dans les
cellules embryonnaires de rein humain 293T. En losian, la thréonine qui porte le fucose,
et non le fucose lui-méme, est nécessaire a l'atbbin optimale de la voie de signalisation de
Nodal (Shiet al, 2007).

3) Le récepteur Notch :

La plupart des études structurales effectuéesasgilytosylation des récepteurs Notch
a eté réalisée sur la protéine Notchl, en utilishe® systemes de surexpression dans des
cellules de mammiféres, principalement les cell@#0. Les motifs EGF-like de Notchl
portent plusieurs types de glycannes O=fucosylglycannes, O-glucosylglycannes et
N-glycannes complexes (Stanley, 2007). La figure 8atne les différents types de glycannes
portés par les répétitions EGF-like du récepteuchib

Glycans of mammalian Notch1 EGF repeats
O-Fucose glycan
—me]  Supmd
O-Glucose glycan

* O-Fuc glycan —
= +D N- glycan —

Complex N-glycan

3, - -m- O-Glc glycan _]
* - 2 N- glycan —
— - B9
3 - _M ® GIcNAc
® Man
* A Fuc
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o glyean U # Sialic acid
; : ® Glucose
Notchf Ayise

EGF repeats

Current Opinion in Structural Biology

Fig. 39 : Les glycannes portés par Notchl chez la souris. Les domaines EGF-like du
récepteur Notchl peuvent comporter des sites consensus de O-fucosylation et/ou de
O-glucosylation. Des N-glycannes sont aussi présents sur certains sites consensus de N-
glycosylation. Ces analyses structurales ont été réalisées par surexpression de la partie
extracellulaire de Notchl dans des «cellules de mammiféres. Le plus grand
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O-fucosylglycanne observé sur Notch1 est de type
NeuAca2,3GalB1,4GIcNAcB1,3Fucal-0O-Ser/thr. 1l est rencontré sur les domaines EGF-like
marqués d’une étoile (Haltiwanger et Lowe, 2004), Contrairement aux structures des
O-fucosylglycannes retrouvés in vivo sur les facteurs de coagulation humain VII et IX,
Notchl ne comporte pas de NeuAc lié au galactose en a2,6. Le plus grand
O-glucosylglycanne est de type Xyla1,3Xyla1,3GIcB1-O-Ser. (D'aprés Stanley, 2007)

Une nouveau type de glycosylation a été retrouvécesuains domaines EGF-like
récepteur Notch et de son ligand Delta chez la opioite. Elle est de type
GIcNAc-B-O-Thr/Ser (Matsuurat al, 2008). La réaction enzymatique doit se faire dans
RE ou le Golgi et nécessite du fnce qui exclut I'intervention de OGD(linked GIcNAC
transferase) cytoplasmique. De plus, méme siQi€dcNAc transférases ont été identifiées
chez les protozoairefictyostelium discoideuniWanget al, 2003) etTrypanosoma cruzi
(Previatoet al, 1998), la liaison aux résidus sérine ou thréoestesous la forme anomérique
a. Les facteurs de coagulation VIl et IX, I'activatedu plasminogene, la protéine Z, qui sont
des protéine©-fucosylées et/o-glucosylés ne contiennent pas de Thr/Ser capdéteed
modifiée par unO-GIcNAc, ce qui laisse imaginer que cette modifarat puisse étre
spécifiguement dédiée a la régulation de la voiBloieh (Matsuurat al, 2008).

Les différents domaines EGF-like présents au seinadpartie extracellulaire du
récepteur Notch ne sont pas tous impliqués au niage dans l'interaction avec ses ligands
et par conséquent dans I'activation de la voie igeadisation. L'état deD-glucosylation et
plus particulierement d@-fucosylation de ces sites est un facteur qui coxifgeun peu plus

les mécanismes d’activation de la voie de signiadisale Notch.

4) Elimination ou ajout d’un site de O-fucosylation de Notch :

L’'un des domaines les plus conservés dans toustepteurs Notch, incluant ceux
présents cheg. elegansest 'EGF-like a la position 12 (Xet al, 2005). L’élimination du
site deO-fucosylation de cet 'EGF-like (mutation 12f) a geofondes conséquences sur la
voie de signalisation de Notch. Chez la drosoplélesubstitution de la thréonine en alanine
génere un récepteur Notch « hyperactif » en répanses ligands, ce qui implique que le
O-fucosylglycanne a cette position inhibe I'activité Notch en réduisant I'interaction entre
Notch et ses deux ligands Delta et Serrate. A dise, lesO-fucosylglycannes sur les
EGF-like 24, 26, 24 et 26 et 31 n'ont aucune infleee sur la voie de signalisation de Notch
(Lei et al, 2003). Des étudem vitro ont également montré que lI'absence de sites de

O-fucosylation sur les EGF-like 23-32 entrainait ulminution de 50% de l'interaction de
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Notch avec Delta et Serrate (¢tial, 2005). De facon trés surprenante, la mutationch2g

les mammiferes entraine l'effet inverse et inhédb&die de signalisation de Notch induite par
Deltal ou Jaggedl. L’élimination d’'autres sitesOdficosylation conservés chez le récepteur
Notchl, sur les EGF-like 26 et 27, a aussi desamprences importantes. Dans des cellules
CHO, I'absence d®-fucosylglycannes sur 'EGF-like 26 entraine unesghlute activation de

la voie de signalisation de Notch en réponse aale#tt Jaggedl, alors que l'inverse se
produit pour 'EGF-like a la position 27 (Rampetl al, 2005). Enfin, la réalisation d'un
mutant de souris dont la séquence consensud-fdeosylation sur lEGF-like 12 (site de
liaison a ses ligands) du récepteur Notchl a étdifrée, montre le role primordial des
O-fucosylglycannes dans un modéievivo. Les souris homozygotes pour cette mutation sont
viables mais présentent plusieurs défauts: retdgdcroissance, probleme lors de la
maturation des lymphocytes T, etc. Dans les calldke ces souris, le récepteur Notch se lie
moins bien a ses ligands Jaggedl et Deltal cenf@iee des modifications sur I'activation

de la voie de signalisation de Notch (Ge et Stari698).
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Résultats-Discussion
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Etude structure/fonction de la protéine Pofutl

Apres la caractérisation du géRefutl chez le bovin (Loriokt al, 2006), il nous a
semblé opportun de conduire une étude fonctionnelie la protéine Pofutl. Une
connaissance approfondie de ses spécificités stales est susceptible d’apporter un
éclairage sur I'implication de cette enzyme dansismgenése. En 2006, les données de la
littérature, essentiellement décrites par I'équipeR. Haltiwanger (Stony Brook University,
Stony Brook, New York, USA), ne concernaient quddectionnement enzymatique de la
protéine humaine. Les enzymes bovine et murineama pas encore fait I'objet d’études

fonctionnelles.
|- Publication 1 :

Des analyses bioinformatiques nous ont permis dtifler deux sites potentiels de
N-glycosylation (N° et N'*3 sur la protéine Pofutl bovine. Les alignementsséguences
réalisés ont étonnamment montré que I'un des d&iktées conservé dans le regne animal
alors que l'autre n’était présent que chez les mé@nes. Ces observations nous ont poussé a
(i) démontrer que ces sites potentiels étaienterdeint occupés par des glycannes et (ii) a
étudier les roles respectifs des ces déuglycannes. Nous avons donc substitué, par
mutagenese dirigée, les asparagines présentesedagites dé\N-glycosylation de Pofutl, par
une leucine ou une glutamine. Nous avons démontefes surexpression dans des cellules
COS-1, l'absence dd-glycannes a la position 163 n’entrainait qu'uneetégperte d’activité
O-fucosyltransférase alors que la glycosylation de 85 était cruciale pour la fonctionnalité
de I'enzyme. L'absence dd-glycanne a la position 65 entraine I'agrégatiorPdéutl ce qui
suggere qu'il est nécessaire au repliement optdadlenzyme. Ce travail a donné lieu a la

publication suivante.
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The two N-glycans present on bovine Pofutl are
differently involved in its solublity and activity

Loriol*, C., Audfray*, A., Dupuy, F., Germot, A., and Maftah, A.
(*contribution équivalente)

FEBS Journal, 2007, vol 274, 1202-1211
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[I- Résultats complémentaires :
1) Cinétique d’apparition de la protéine Pofutl :

Les cellules COS-1 sont des cellules de mammiférelfules de rein de singe vert

africain, Cercopithecus aethiopsargement utilisées en biotechnologie pour la&spression

de protéines dans un environnement eucaryote. Datisle ci-dessus, nous avons montré
que la protéine Pofutl mutée sur le site de glyletion N°° n'était pas détectée dans les
extraits de cellules COS transfectées depuis 48le. hypothese envisagée, et non reportée
dans l'article, supposait que la non révélatiorpa#éines Pofutl dans les extraits cellulaires
était due a la dégradation précoce de I'enzymealeaiprotéases endogenes. Nous avons alors
examiné cette hypothése et procédé a une analyiseciteétiqgue d’expression de la protéine

et ce, dés la transfection de son ADNc dans ldsleslCOS-1.

Pofutl wt Pofutl S1
_8h_12h 16h_20h_24h 32h PP 8h 12h 16h 2(_)_h 24h 32h PP

45kDa . —-——-.-* ; ‘ . >

Fig.1 : Cinétique d’apparition de Pofutl surexprimée dans des cellules COS-1.
Western anti-Pofutl (45 kDa) montrant I'évolution de la quantité de protéine aprés
transfection (temps 0h) des cellules COS-1 avec le vecteur pcDNA3.1 contenant I’ADNc
du géne Pofutl bovin sauvage (wt) ou muté sur le site de glycosylation N° (S1). La
forme protéique de plus haut poids moléculaire est due a une reconnaissance aspécifique
de l'anticorps. P.P : Pofutl purifiée.

La figure 1 montre la quantité de protéines Pofséilivage (Wt) et mutée sur le sit&® k81),
présente dans les cellules en fonction du tempssdprtransfection. La protéine Pofutl n’est
détectée que 8h apres la transfection et sa g@aattiéint un maximum aprés 32h ; cette
expression est maintenue pendant plus de 48h f@ésan montré). La présence de grandes
guantités de Pofutl dans les cellules COS-1 ne Isemammir aucune incidence sur la
prolifération et la viabilité des cellules, ce qobrrespond aux observations faites sur
'enzymes Pofut2 (Loriokt al, 2006). A l'inverse, la protéine mutée sur le sit¢ n'est
visible a aucun moment de la cinétique ce qui igydi que son absence n’'est pas due a une

dégradation protéolytique suivant sa synthese.
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2) Mutagenese de la forme b de Pofutl :

Nous avions aussi formulé I'hypothése que la naeali®n de Pofutl mutée sur le
site N*°pouvait étre liée & la perte de I'activibéfucosyltransférase de 'enzyme mutée. Chez
le bovin, notre équipe avait identifié plusieursiamats transcriptionnels de Pofutl (Figure 2A,
Loriol et al, 2006). Le transcrifPofutla est le seul & coder une protéine, de 45 kDa,
présentant une activit®-fucosyltransférase (Figure 2A, Loriet al, 2006). Le transcrit
Pofutlb code une protéine inactive du fait de I'absence4@eacides aminés dans son
extrémité C-terminale. Nous avons alors analyg#éaence des protéines Pofutlb sauvage et
mutée sur le site 65, dans les extraits de celldl@$-1 transfectées. Nous avons constaté la
méme influence diN-glycanne sur la présence de la protéine dans &iextellulaire et donc
le méme effet sur I'agrégation de la protéine (FegRC). Cette expérience nous permet de
conclure que I'agrégation de Pofutl mutée surteeN® n’est pas due & la perte d’actividé
fucosyltransférase puisque Pofutlb non mutée, sjuinactive (Figure 2B), ne s’agrége pas
alors que la méme protéine mutée énagrége.
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Pofutla W 1858; 391aa
Pafutl W 1572b; 229aa
Pofuild W 1422b: 184aa
Pofutle w 1009b; 185aa

i
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Activité O-fucosyltransférase
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Fig.2 : Effet de I'absence du N-glycanne a la position 65 sur la forme Pofutilb.

(A) Variants transcriptionnels de Pofutl retrouvés dans les tissus bovins (Loriol et al.,
2006). (B) Tests d’activités effectués sur Pofutlia (wt) en comparaison avec la forme
codée par Pofutlb. Les cellules COS-1 ont été transfectées avec le vecteur pCDNA3.1
contenant les différents ADNc de Pofutl. La forme b de Pofutl n’a aucune activité. wt :
wild type, Pofutla comportant ses deux N-glycannes ; b : forme traduite du variant b de
Pofutl ; b S1 : forme b de Pofutl dont le site a la position 65 a été muté. (B) Western
blot anti-Pofutl montrant la forme b de Pofutl. Les quantités de protéines déposées sur
le gel sont deux fois supérieures (100 pg) a celles utilisées dans les analyses en western
blot réalisées pour l'article, a cause du faible signal généré par la forme b (d(i a sa faible
reconnaissance par l'anticorps ou a sa faible expression), la forme endogéne de Pofutl
est de ce fait bien visible. v.v : vecteur vide.
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I1l- Conclusion

L’étude de la relation structure-fonction que nawsns effectuée a permis de mettre
en évidence l'importance de INrglycosylation pour la fonction enzymatique de PbfiNos
résultats suggerent un réle des glycannes dansgdkement correct de I'enzyme. llIs
renforcent l'idée que la glycosylation augmentedapacités de solubilité d’'une protéine en
cours de repliement et permettent aussi de béeéfidu systéme de chaperonnes
Calnexine/Calréticuline, ce qui évite leur agrégatirréversible. Par conséquent, Pofutl est
un nouvel exemple qui confirme que la fonction dgijue d'une protéine n’est pas
uniquement dictée par sa séquence d’acides amiehs ;est aussi influencée par ses
modifications post-traductionnelles. En ce sensprefil de glycosylation d’'une protéine
présente un fort intérét biotechnologique qui ngitesd’étre étudié et reproduit pour la
production de protéines recombinantes.

Ces résultats soulévent également de nouvellestiopgs deux d’entre-elles sont
évoqueées ici :

() Tout d’abord, nous avons montré queNiglycosylation était indispensable a
l'activité enzymatique de Pofutl, mais qu'en estél son implication dans
l'activité chaperonne de la protéine ? Si le repbat de Pofutl n’est pas
assuré, il semble évident que son activité de cbape envers le récepteur
Notch va étre influencée.

(i)  Ensuite, nous avons montré que le sitdNdglycosylation a la position 65 est
trés conservé au sein du regne animal alors gsitelé la position 163 I'est
beaucoup moins. Les mutants Pofutl générés damscléa ci-dessus
confirment que laN-glycosylation au site 65 est nécessaire a la iomcéalité
de Pofutl. Or ce site d¥-glycosylation est exceptionnellement absent de la
séquence Pofutl du nématddaenorhabditis elegandl serait intéressant de
conduire une étude fonctionnelle sur cette protéate d’analyser les
déterminants de son repliement qui sont de toutiegee différents de ceux

des enzymes des autres especes animales.
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Voie de signalisation de Notch
dans la différenciation myogénique

Afin d’appréhender les implications complexes desnegg constructeurs des
O-fucosylglycannes portés par Notch, il nous a parnmgrdial d’examiner la voie de
signalisation de Notch pendant les différentes edape la myogenese. La voie de
signalisation de Notch présente quelques partitédardans ce contexte (voir expose
bibliographique, page 59). Une étude utilisantdesryons de souris KO pour le gdPefutl
a montré que l'absence de Pofutl entrainait ungtEment dans I'expression de plusieurs
acteurs de la voie de signalisation de Notch ddiit, DII3, Jaggedl, Notchl, Lunatic Fringe
et Hes5 (Shi et Stanley, 2003). La méme étude uredigue la Myogénine est également
fortement sous-exprimée dans ces embryons. L'’hgsetha plus objective est que ces
dérégulations sont dues a plusieurs rétrocontnddesitifs et négatifs auxquels sont soumis
certains composants de la voie de signalisatioNateh. A terme, notre ambition est de faire
varier I'expression d@ofutl dans le contexte de la prolifération et de lagdédhciation des
cellules C2C12, puis d’en étudier les effets suvdée de signalisation de Notch et sur la
myogenése. Aussi, il était nécessaire de fairetandes lieux préalable sur la participation
des différents acteurs de la voie de Notch au psasede myogenese.

Pour remplir cet objectif, nous avons besoin d’'uadéie biologique. L’étude des
processus de prolifération et de différenciatioroggnique étant trés difficile a menevivo,
nous avons choisi de commencer par l'utilisation adtures cellulaires. Les études
préliminaires menées sur des cultures primairesmgeblastes bovins n'ayant pas été
concluantes (Loriol, 2006), et ne disposant paigh&es immortalisées bovines, nous nous
sommes orientés vers l'utilisation de la lignéecdlules myoblastiques murines C2C12. En
effet, cette lignée est déja bien caractérisédapammmunauté scientifique, elle est facilement
disponible et relativement facile d’utilisation. d.@rincipaux résultats obtenus devront étre
confirmés par I'analyse de cultures de cellulesmpiies murines et bovines et pourquoi pas,
dans le futur, par I'étude du musatevivo.

Pour étudier les nombreux acteurs intervenant tlausie de signalisation de Notch,
nous avions besoin d’'un outil efficace, sensiblel@it le débit d’analyse est relativement
important. Notre choix s’est porté sur l'analysanscriptomique en s’appuyant sur la
technique de PCR quantitative en temps réel. Neossaopté pour la technologie des sondes

Tagman avec le support TLDA &fman bw-density aray, Applied Biosystems, Foster City,
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USA) (Loriol, 2006) pour analyser I'expression dgénes impliqués dans la voie de
signalisation de Notch. Cette étude est complédtalps analyses protéiques des acteurs les

plus intéressants.

I- Construction de la carte TLDA « Myo-96-souris »

La carte TLDA « Myo-96-souris » que nous avons toite permet d’analyser
simultanément I'expression de 96 génes pour quathantillons. La liste des genes est
donnée dans le tableau 1. Nous avons combiné ddtes garte un ensemble de 50 genes
connus pour leur implication dans le processus m@ymgle, un ensemble de 40 génes de la
voie de signalisation de Notch dont I'expression peur la plupart, encore méconnue et 6
genes de référence. La premiére catégorie de gensspermet de suivre le bon déroulement
de la différenciation myogénique des cellules C2Gi@rs que I'expression des genes de la
deuxieme catégorie nous apporte les informationsescomportement des acteurs de la voie
de signalisation de Notch. A terme, en comparamtpfession de ces deux catégories de
genes au cours de la différenciation de C2C12 xpuraant certains genes constructeurs des
O-fucosylglycannes, il sera possible de connaitreild@luence sur la voie de Notch et sur la
myogenese.
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Fonction du géne Genes Nombre

Myogenése 50
.. Hes6 ; Mef2a ; Mef2b ; Mef2c ; Mef2d ; Myf6

Facteurs de transcription 9
Pax1 ; Pax3

Réoeptents Boc ; Cdon ; Fzdl ; de3‘; Fzd4 ; Fzd6 Fzd7 9
Fzd8 ; Fzd10 ; Tdgfl (Cripto)

Protéines extracellulaires Bmp4 ; [l6st ; Nodal ; Tgfbl ; Shh ; Wntl ; Wnt3a 12
Wnt4 ; Wnt5a ; Wnt6 ; Wnt7a ; Wnt8a
Cdhl5 ; Cdknla ; Cdknlc ; Cfel ; Coll9al

Autres Csrp3 ; Ctnnbl ; Ctnnbipl ; Ctnnbll ; Des ; Eln 20

Gdf8 ; Nomol ; Pitnpb ; Pofut2 ; Sirtl ; Smad3
Wifl ; Wispl ; Wisp2

Voie de signalisation de Notch 40
Hes1 ; Hes2 ; Hes3 ; Hes5 ; Hes7 ; Hesx1 ; Heyl

Facteurs de transcription Hey? : Heyl ; Rbpsuh (CBF-1) 9
, b4galTl ; Lfng ; Mfng ; Rfng ; Pofutl ; Siatdc
Glycosyltransférases Siat6 ; Siat10 9
Récepteurs Notchl ; Notch2 ; Notch3 ; Notch4 4
Ligands DIk1 ; DII1 ; DII3 ; D14 ; Dner ; Jagl ; Jag2 7
. Aktlsl ; Atcay ; Dtx1 ; Dtx2 ; Dtx3 ; Ep300
TSRS A Kl Fbxw? ; Hbld2 ; Maml1 ; Sbnol : Wrd12 1
Références 18S ; Actb ; G6pdx ; Gapdh ; Tbp ; Tceal 6

Tableau 1 : Génes analysés par la carte TLDA Myo-96-souris.

La carte TLDA « Myo-96-souris » contient égalemgmntisieurs acteurs de la voie de
signalisation des Wnts (Tableau 1). Cette voie igaadisation est tres importante dans le
processus de myogenese (voir page 14). L'expres$gorertains de ces genes durant la
différenciation myogénique des cellules C2C12 prtesales profils trés intéressants, ils
seront assurément exploités par la suite. Cependesitrésultats ne seront pas exposés dans
ce manuscrit car ils sortent quelque peu du coatskientifique de ce travail de thése.
L’expression du genBofut2 étant parfaitement inconnue dans le contexte deytagenese, il
nous a semblé intéressant d'inclure ce géne a ceftie TLDA. Les résultats obtenus
montrent qudPofut2est exprimé dans les cellules C2C12, mais aucariaton significative

n'a été observée.

[I- Mise au point de I'utilisation des TLDA : choix des genes de référence

Lors de la construction de cette carte, une étaypeitante fut le choix de bons génes
de référence, dont les valeurs d’expression (Gthptront de calculer les quantités relatives
d’ARNm de nos genes d’intérét. Six génes habituediet utilisés comme références ont été

inclus a la TLDA. Il a donc fallu vérifier les vations éventuelles de I'expression de ces six
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genes au cours de la différenciation des cellul2€X2, phase de la myogenese que nous
désirions plus particulierement cibler (Figure IShus avons observé une variation trés forte
de I'expression des genéstb et G6pdx(supérieur a un facteur 2). Des variations moindres
mais significatives (facteur 2) sont également mbés pour les gendsealet Tbp Il semble
gue ces variations traduisent le changement plogiople des cellules au cours du processus
myogénique et sont observables généralement aphede2différenciation. Ainsi, seules deux
références présentant de faibles variations ontcht#sies pour suivre le processus de
différenciation des cellules C2C12 ; il s’agit deng codant I'ARN ribosomal 18S et le géne
Gapdh Ce dernier gene permet d’éviter la critique qeriag liée a la seule utilisation d’'un

géene ADNr183 ne codant pas une protéine.

- M —*—Top
=)
o 257 /.\_./‘\.___._‘__.__./0\_./‘ Gépdx
= e L —
S —e— Tceal
= 20+
E Gapdh
g 154
<) —a— Actb
S 10
~ - A

5 T T T T T T T T T T T T T T T

PO P6 PI2 PI8 P24 P36 0 6 12 18 24 48 72 120 192

Différenciation

Fig. 3 : Analyse de l'expression des 6 génes références présents sur la carte TLDA. La
mesure du Ct (cycle threshold) indique la quantité d’ARNm de chacun des génes
présents, pendant les phases de prolifération (P) et de différenciation. Les ARNm dont la
guantité est stable, 18S et Gapdh, seront utilisés comme références lors du calcul des
AACt.

[1l- Publication 2 :

L’outil technologique que représente la carte TLD@#US a permis de mener une étude
sur I'expression de ces génes lors de la difféetioei myogénique des cellules C2C12. Les
résultats obtenus sont consignés dans cette pantie la forme d’'un article en cours de
rédaction.
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Towards a Molecular Mechanism for Notch Signaling Bthway
during Myogenic Differentiation of C2C12

A. Audfray, A. Maftah & A. Germot
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Nous travaillons actuellement au laboratoire afem répondre efficacement a plusieurs
questions. Par exemple, I'absence de Notchl cligsdsdles myotubes aprés 120h de
différenciation peut avoir deux explications :’gldsence de protéine Notchl a la surface des
cellules ou ii) 'absence d’activation de NotchlesLdonnées sur I'expression de ce gene
montrent qu’il est toujours exprimé dans les myetulet nous feraient pencher pour la
deuxiéme explication. Cependant, nous réalisonsgelement des analyses par western blot
en utilisant un anticorps anti-Notch dirigé contaeforme hétérodimérique pour vérifier la
présence de la protéine dans les myotubes aprés de2@ifférenciation. Afin d’affiner le
modele présenté sur la figure 6, nous souhaitodedgnt réaliser d’autres analyses en
western blot avec des anticorps dirigés contreplegéines Notch2 et Notch3, ceci nous
permettra de véritablement connaitre la distributies différentes protéines Notch au sein
des sous-populations de cellules présentes lota deférenciation de la lignée C2C12. De
facon plus générale, ces données nous permetgyat@néent de vérifier la corrélation entre la

guantité de transcrits et la quantité de protéines.
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Modification de I'expression dePofutl
dans les cellules C2C12

Les analyses, par PCR quantitative et par westkt) é&nt montré que la protéine
Pofutl était présente de facon constitutive lorspracessus de différenciation des cellules
C2C12. Les profils d’expression des acteurs deia gle signalisation de Notch ont aussi été
établis dans ce contexte. Mon objectif est, a mtes#analyser les conséquences de la
présence, de I'absence et de la modification deotaposition de®-fucosylglycannes sur
cette voie de signalisation, dans le processusiftiahciation myogénique. D’un point de
vue pratique, ceci consiste a sur- ou sous-expiiesegenes qui codent ces enzymes lors de la
différenciation des cellules C2C12, puis & analygeice a la techniqgue de PCR quantitative
en temps réel, les variations d’expression des osanis de la voie de signalisation de Notch
ainsi que de ceux de la myogenese. En comparanacesions avec celles observées lors de
la différenciation « normale » des cellules C2ALRst possible de définir 'implication des
O-fucosylglycannes dans la myogenese. Plusieurstagsuréliminaires ayant montré que
l'activité O-fucosyltransférase dans les cellules C2C12 é&stftible, ceci étant sGrement du
a la faible quantité de protéine Pofutl présentesdas cellules, I'essentiel du travail s’est
concentré sur la surexpression du geoé&utlqui code I'enzyme indispensable a la synthese

de tous le®©-fucosylglycannes portés par les EGF-like.

I- Surexpression transitoire du géndPofutl :

1) Vecteur utilisé :

Des études précédentes menées par Céline Loridb)aiht permis la construction
d’un vecteur d’expression eucaryote contenantdaeséce codant une protéine Pofutl murine
fonctionnelle, dont l'activité€O-fucosyltransférase a été démontrée dans les eiT@S-1
(voir page 126). Ce vecteur est le pcDNA3.1, daagsi¢l le genéofutla été cloné sous le
contr6le du promoteur fort pCMV et qui contient soodon stop originel afin d’éviter la

synthése de la queue poly-histidine, présenteesuedteur et qui abolit I'activité de I'enzyme.
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2) Surexpression de Pofutl murine dans les cellul€OS-1.

Afin d'étudier l'effet de la modification de I'expssion du gendofutl sur la
différenciation myogénique des cellules de soug2€ T2 (voir page 127), nous avons voulu
vérifier que la protéine murine surexprimée étainctionnelle dans nos conditions
expérimentales. Nous avons, par conséquent, ticidsles cellules COS-1 par le pcDNA3.1
contenant la séquence bovine ou murine de Pofutiestiré I'activité respective des enzymes

(Figure 4).
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Activité O-fucosyltransférase (nmol/h/mg)

Fig.4 : Surexpression du géne murin et activité de I’enzyme dans les cellules COS-1.

(A) Activités mesurées sur les extraits bruts de cellules COS-1 transfectées par le vecteur
pcDNA3.1 contenant les ADNc des genes Pofutl murin ou bovin. (B) Analyse par Western
blot de la surexpression des génes Pofutl murin et bovin. La transfection avec un vecteur

vide permet de voir la présence (B) et I'activité (A) de la protéine Pofutl endogéne.

bY

L'activitt mesurée pour Pofutl murine (116 nmolhg?') est comparable & celle de
'enzyme bovine (Figure 4). La transfection par éezymes recombinantes permet d’obtenir
une activité 18 fois supérieure a I'activité endugés,5 nmol.i.mg?). Ceci nous prouve que
'enzyme qui sera ensuite surexprimée dans lesulesll C2C12 a bien une activité
enzymatique, du moins dans le contexte des celtd@S-1. Ces résultats sont en accord avec
les analyses d’alignement de séquences qui monfgamtles formes murines et bovines

présentent un fort degré d’homologie (86,9 %).
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3) Mise au point d'un protocole de transfection adpté aux cellules C2C12:

Les cellules C2C12 sont réputées pour leur diffécal étre transfectées. Mon premier
travail a donc été la mise au point d’'un protoaddetransfection efficace. L'objectif est de
garantir la surexpression du géRefutl dans les cellules C2C12, suffisamment longtemps
pour pouvoir observer son effet sur les évenemmrgponsables de la différenciation des
myoblastes en myotubes multinucléés. D’aprés lesbes de fusion des C2C12 réalisées
dans des conditions normales (voir page 114), ramas estimé que cette surexpression
devait étre conséquente (au moins d’un facteureit@i possible constante, jusqu’a au moins
96h de différenciation. Pour mesurer I'expressierPdfut], nous utilisons la technique de
PCR quantitative en temps réel dans un premier seropmplétée par la suite par une
détection en western blot de la protéine en casswlexpression. Deux méthodes de

transfection ont retenu notre attention ; elled somparées dans la partie qui suit.

-Utilisation de la nucléofection:

Ce systéme utilise la technologie Amaxa (Amaxa,o@oé, Allemagne) qui offre le
premier systéeme efficace de transfert non-virajélees dans des lignées cellulaires difficiles
a transfecter. Elle utilise le principe reconnu lgectroporation, cependant modifié et
amélioré, puisque I'’ADN plasmidique est transféréatement dans le noyau des cellules ; on
parle donc de nucléoporation. Elle combine certggasametres électriques spécifiques,
fournis par I'appareil « Nucleofector », a une $iolu de transfection spécifique a chaque type
de cellules. La figure 5 montre les résultats altepar Mathilde Janot (stage de DEA),

donnés ici a titre de comparaison.
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Fig.5 : Modification de |'expression de Pofutl dans les C2C12 apres nucléofection par le
systeme Amaxa. (A) Analyse par PCR quantitative en temps réel de |’expression de
Pofutl dans des C2C12 non transfectées (marron) et transfectées avec le vecteur
pcDNA3.1-Pofutl murin (jaune). (B) Analyse par western blot anti-Pofutl, 30h aprés
transfection. 1 : C2C12 transfectées par pcDNA3.1-Pofutl (50 pg d’extrait brut déposé);
2 : C2C12 non transfectées (50 pg d’extrait brut déposé) ; 3 : Pofutl recombinante
purifiée (100 ng déposé).

Cette technique permet d’obtenir la surexpressmiPdfutl d’'un facteur d’ordre 100 et ceci
30h apres la transfection. Cependant, le tauxifref&&RNm Pofutldiminue tres rapidement
pour revenir au niveau endogéne des C2C12 a piarfii2h, ce qui est largement en deca de
nos objectifs. Cette diminution rapide s’expliquepartie par le fait que lors d’'une division
cellulaire, une seule des deux cellule-filles vanteair le plasmide, de plus, certains
mécanismes de dégradation de I’ADN vont aussi dmrdr a cette diminution (Primros

al.,, 2001). La reproductibilité de cette techniquengdée cas de la surexpression Rigfutl
dans les C2C12, ne nous a pas non plus satighaitsci, s’ajoute le fait qu’elle est délicate a
utiliser et tres onéreuse (forte mortalité cellidadonc besoin d’'un grand nombre de cellules,
nécessité de posséder un appareil et des solumrnkansfection spécifiques, manipulation

trés longue).

-Lipofection :

Une autre techniqgue moins lourde et moins colteuseé choisie. Il s’agit d'une
transfection qui utilise des agents chimiques @oder I’ADN a pénétrer dans les cellules. Ce
réactif est déja utilisé en routine dans le lalmratpour transfecter les cellules COS-1 (voir
page 126). Parmi les agents testés, le produiuke gfficace s'est révélé étre le FUGENE
(Roche Applied Science, Indianapolis, USA). Poualisér la surexpression de Pofutl
pendant la phase de différenciation des C2C12,tdlt &galement nécessaire que la
transfection soit optimale dans le milieu de d#féiation. La figure 6 montre les résultats

obtenus avec cet agent de transfection en fondtialype de milieu utilisé.
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Fig.6 : Modification de |'expression de Pofutl dans les C2C12 apres transfection avec le
FUGENE®6. (A) Les trois histogrammes montrent la variation de I'expression de Pofutl
selon trois protocoles qui different de par le type de milieu de culture utilisé lors de la
transfection. En orange, la transfection est réalisée pendant 8h dans du DMEM sans
sérum (protocole utilisé pour la transfection des cellules COS-1) ; en marron, elle est
réalisée dans du milieu de différenciation (contenant 2 % de sérum de cheval) ; en
jaune, elle est réalisée dans du milieu de croissance (contenant 10 % de sérum de veau
foetal). QR : Quantité Relative. (B) Western blot montrant la surexpression de Pofutl
dans les cellules C2C12, 48h apreés la transfection dans du DMEM sans sérum. 1 : C2C12
non transfectées ; 2 : C2C12 transfectées avec le pcDNA3.1 contenant I’ADNc du géne
Pofutl murin ; 3 : C2C12 transfectées avec le pcDNA3.1 contenant I’ADNc du géne
Pofutl bovin.

Comme avec la technique de nucléofection, cettbodétpermet de surexprimeofutld’un
facteur d’ordre 100. Par contre, elle permet denteair cette expression au dessus d’'un
facteur 10 au dela de 96h aprés la transfectioomamidrsque celle-ci est réalisée dans le
milieu de différenciation. Ce protocole (utilisatidlu FUGENES et du vecteur pcDNA3.1
dans du milieu de différenciation) remplit donates les caractéristiques requises pour nos
expérimentations et est celui utilisé pour la poitesdu travail. Au laboratoire, il a servi a la

surexpression de plusieurs autres genes dans €52C2

4) Effet de la surexpression dePofutl sur le déroulement de la
différenciation myogénique :

-Au niveau phénotypique :

Aucune différence significative de phénotype n@sservable sur les cellules C2C12
qui surexpriment le géendofutl D’apres I'observation microscopique, la fusionsde
myoblastes en myotubes se déroule normalemengnidbre et la taille des myotubes restent

inchangés.

-Au niveau de I'expression des marqueurs myogénigee

L’expression des facteurs de régulation myogénidi#RFs) atteste du déroulement
normal de la myogenése. La comparaison entre ksgiwn des MRFs dans des cellules ou
Pofutl est surexprimé et des cellules témoins transfe@@es un vecteur sans insert, nous

permet de mesurer I'effet de la modification deieession déofutl(Figure 7).
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Fig.7 : Analyse par RT-PCR guantitative de I'expression des quatre MRFs au cours de la
différenciation des cellules C2C12 surexprimant le géne Pofutl. Les histogrammes orange
correspondent aux cellules transfectées par le vecteur pcDNA3.1 vide et les jaunes aux
cellules transfectées par le pcDNA3.1-Pofutl. QR : Quantité Relative ; DM : Milieu de

Différenciation.

Les écart-types observeés sont dus a deux phénomarfagble expression des MRFs
et les fortes variations qu’ils subissent lors dedifférenciation des C2C12. L’allure des
profils d’expression des MRFs lors des trois cesurde cellules effectuées pour cette
expérimentation, est identique, ce qui indique dee programme myogénique est
gualitativement similaire dans les trois culturés. revanche, en fonction de la culture (qui
peuvent faire intervenir des lots de sérum difft(serde légeéres variations dans la
concentrations des composants des milieux de arusset de différenciation, de légeres
variations dans les concentrations de,@si que de la température dans l'incubateur,...),
des difféerences dans l'intensité des variation$ sbaervées ce qui induit un fort écart-type.

Les résultats obtenus sur I'expression des 4 MRISSG2C12 (histogrammes orange)
sont conformes aux données de la littérature (Desti@l, 2002 ; Berkes et Tapscott, 2005).
Les deux facteurs de détermination myogénique MyfblyoD sont tous deux déja présents
lors de la phase de prolifération. Lors de la phdsedifférenciation, MyoD montre une
surexpression d’un facteur compris entre 3 etMydb est faiblement sous-exprimé. Le géne

Myog faiblement exprimé en phase proliférative (Ct>3@jt son expression augmenter tres
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rapidement apres l'ajout du milieu de differen@ati pour atteindre son maximum a 72h
(facteur 26). L'expression de Myf6 (Mrf4) est plisdive, elle est trés faible (Ct>34) avant
72h, mais augmente fortement par la suite (jusqo’éacteur 40 & 120h).

Les données concernant la surexpressioRafetl (histogrammes jaunes) confirment
les observations phénotypiques. Aucune différengaificative n’est remarquable dans
I'expression des MRFs. On peut clairement affinopge, dans ce systeme, la surexpression de
Pofutln’a pas d’effet significatif sur le déroulement pwgramme myogénique des C2C12.
Ceci peut s’expliquer par le fait que I'expressemdogéne déofutl (aussi faible qu'elle
soit) suffit a O-fucosyler tous les acteurs potentiellement implgquians la myogenése.
Cependant, une autre hypothése, due au systénm2,ufleut étre formulée. Le taux de
transfection des C2C12 est d’environ 10% (Loridd0@), ce qui correspond aux valeurs
trouvées dans la littérature. La valeur de I'expi@s mesurée polrofutlrésulte donc d’'une
moyenne de I'expression de toutes les cellulesarilture, méme de celles qui ne possédent
pas le plasmide. Ceci signifie, par exemple, que I€f cellules, 18 seulement ont été
correctement transfectées (10 %) et surexprirRemttl d’'un facteur 1000 (car I'expression
moyenne est de 100, 24h apres transfection, figurees cellules non transfectées continuent
leur différenciation normale masquant en quelquédes conséquences de la surexpression
de Pofutl Le programme myogénique pourrait étre modifiésdbs cellules transfectées
mais malheureusement I'analyse globale de toutescédlules en culture n’est pas assez

sensible pour détecter des variations significative

[I- Etablissement de lignées stables Pofutl

1) Systéme utilisé :

Pour résoudre le probléme évoqué ci-dessus, naussalécidé d’établir des lignées
de cellules C2C12 qui exprimeRfutl de fagon stable. Plusieurs questions se sont alors
posées. Est-ce que les cellules qui surexprinkaittl de facon stable vont continuer a
pouvoir proliférer, et seront-elles encore culties? Si Pofutl joue un réle dans la
prolifération des myoblastes et modifie leur craisse, comment évaluer son rdle lors de la
différenciation ? Pour répondre a ces interrogatiarous avons décidé de construire des
lignées stables et inductibles. Nous avons cheisysteme RevTet™ (Clontech, Heidelberg,
Allemagne) qui combine les avantages du transkergehe par les rétrovirus et le systeme

d’expression régulé par la tétracycline, Tet-Omy(Fe 8).
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Fig.8 : Principe de fonctionnement du systéme Tet-On. L’établissement de lignées
stables et inductibles se fait par linsertion de deux séquences dans le génome des
cellules. Une séquence qui code une protéine régulatrice (rtTA) sous le contréle d'un
promoteur fort (pCMV) et une séquence composée du géne d'intérét sous le contréle d’un
promoteur régulé par la protéine rtTA. Le principe de l'induction se fait par la fixation de
rtTA sur le promoteur contrélant I'expression du géne d‘intérét, uniquement en présence
de doxycycline (Dox, un dérivé de la tétracycline), de facon dose-dépendante. Une
séquence de résistance a un antibiotique est associée a chacune des deux séquences
(Néomycine pour plasmide régulateur et Hygromycine B pour plasmide du géne
d’intérét), ce qui permet la sélection des cellules dans lesquelles les séquences se sont
insérées au génome.

Ce systeme nous apporte de nombreux avantagedlisitibn de virus permet l'insertion
d’'une, voire de deux copies du géne seulementucaays assure de ne pas trop dérégler le
fonctionnement de la cellule par une expressior® X063 supérieure a I'expression endogéne.
Le fait de sélectionner les clones recombinants mmrmet, tout d’abord, de nous affranchir
de la difficulté de transfection des cellules C2Cfrfais aussi d’étre slrs que toutes les
cellules sans exception surexpriment bien le geiméécét et que celui-ci n'est pas perdu, a
limage d’'un plasmide non intégré, au cours dessitins cellulaires. De plus, en cas de
cytotoxicité du produit du gerfeofutl (ou d’autres genes), la surexpression est dépandan

la dose de Doxycycline. Les clones stables nousgttront dans le futur de faire varier la
composition defD-fucosylglycannes, en construisant des souches aursous-exprimant
plusieurs genes responsables de leur synthése, Enfait que les séquences régulatrices et
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celle contenant le géne d’intérét soient sur dexcteurs séparés permet la construction d’'une
souche dite « régulatrice » qui servira ensuitpaiat de départ a la construction des autres
lignées stables pour n'importe quel gene dint&éuhaité. Grace a cette méthode, la
deuxieme séquence insérée peut permettre la sessipn (ADNc du gene d’intérét) ou la

sous-expression (ShRNA) d’'un gene.

2) Etablissement de la lignée Rev-Tet-On :

Rev-Tet-On est le nom qui a été donné aux cellQBS12 dans lesquelles la séquence
régulatrice a été insérée. Une fois la souche R#vGh établie, elle pourra servir a la
construction de plusieurs souches de cellules CZ3p2imant stablement un géne d’intérét
(génes constructeurs d€sfucosylglycannes, autres genes étudiés dans lexdente la
myogeneése au laboratoire, collaboration,...).

A B Sspl

(6157}
Puul (6157)
(6884)

coet pRevTet-On  Neo'

orl 76kh

BamH | (2654)

MCS

Fig.9 : Plasmides utilisés pour la construction des lignées C2C12 stables. La région
comprise entre le 5’-LTR et le 3’-LTR va s’insérer dans le génome des cellules C2C12 par
recombinaison homologue. Chaque plasmide posséde en plus un géne de résistance a
I'ampicilline et une origine de réplication pour son amplification dans E. coli. (A) Plasmide
pRevTet-On contenant la séquence codant la protéine régulatrice rtTA et utilisé pour la
construction des lignées Rev-Tet-On. (B) Plasmide pRevTRE utilisé pour l'insertion du
gene d'intérét d'ou la présence d'un site de clonage multiple. (D’aprés Clontech,
Heidelberg, Allemagne)

En premier lieu, il a fallu tester le comportemelas cellules C2C12 en présence des 2
antibiotiques nécessaires a la sélection des clyas intégré les séquences indispensables a
la construction d’une lignée stable (Figure 9).Xdpesition des cellules C2C12 a différentes
concentrations d’hygromycine B et de néomycine (81, 200, 400, 800 pg.Mla permis

de déterminer que les concentrations minimales [aosglection des clones positifs étaient de
400 pg.mit d’hygromycine B (forte mortalité au bout de 5 jute culture et absence de

cellule vivante au bout de 8 jours) et de 800 pd.pdur la néomycine (forte mortalité au
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bout de 8 jours de culture et absence de cellw@® au bout 10 jours). Ces concentrations
serviront donc a la sélection des cellules ayat#igng les séquences régulatrices et celles
contenant notre gene d’intérét.

Apres infection des cellules C2C12 avec les vimstenant le plasmide pRevTet-On,
quinze clones résistants a la néomycine ont étésis@€es clones ont été criblés selon deux
critéres : le degré de fuite de leur promoteueat tapacité a réguler I'expression d’un géne
d’intérét. Le protocole de criblage que nous avétabli est décrit en détails dans la partie
« matériels et méthodes » (voir page 141). En résles clones résistants sont amplifiés et
stockés, puis ils sont remis en culture, transgedi@nsitoirement avec le plasmide
pRev-TREPofutl et dans une deuxiéme expérimentation avec le plaspRev-TRHEuc
contenant la séquence codant la luciférase. Cegchgiede cribler les clones suivant
'expression de deux genes différents afin d’évitartains phénomenes de régulation
dépendants d’'un gene spécifique. L'induction degdiession de ces genes est ensuite initiée
par ajout de doxycycline. L'expression Befutl est mesurée par la technique de RT-PCR
quantitative et lactivité luciférase quantifiée age a un luminometre. Un exemple

représentatif des 15 clones, concernant le cloestimontré sur la figure 10.
[ ] C2C12 transfectées avec pRev-TRE-luc

] Clone 7 transfecté par pRev-TRE-luc
8 Clone 7 transfecté par pRev-TRE-Pofitl
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Fig.10 : Exemple de criblage pour la réalisation de la souche Rev-Tet-On. Deux types de
cellules ont été utilisés : des C2C12 classiques (jaune), qui servent ici de témoin et le
clone 7 (orange et marron) résistant a la néomycine, qui doit donc avoir intégré la
séquence régulatrice. Les cellules sont transfectées transitoirement avec le plasmide
pRev-TRE-luc (mesure de l'activité luciférase) ou pRev-TRE-Pofutl (mesure de la
qguantité d’ARNm Pofutl) dans lequel I'expression du géne rapporteur est sous le controle
de la séquence régulatrice insérée dans le clone 7 et de la doxycycline (Dox).
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On remarque tout d’abord que les cellules C2CIstextées avec le vecteur pRev-TRE-
ont une activité luciférase environ 100 fois supéme au témoin non transfecté, que ce soit en
absence et en présence de doxycycline, ce quiuadige le promoteur, normalement régulé
par la protéine rtTA et la doxycycline, comportes daites. Dans les cellules du clone 7,
I'activité luciférase est plus de dix fois supérwa celle mesurée dans le témoin C2C12,
donc la présence de la séquence codant la pratéidentégrée dans le génome permet bien
d’activer la transcription de la luciférase. Le lpéame majeur provient du fait que, dans les
cellules du clone 7, I'expression du géene d'intéhét ou Pofutl) n'est que tres faiblement
supérieure en présence de doxycycline. Plusieupothgses pourraient expliquer ces
résultats. Dans la littérature fournie par Clontatlest décrit que certains sérums peuvent
contenir de la doxycycline. Toutes les cultures &gt effectuées avec un serum certifié (par
Clontech) sans doxycycline. Cependant, méme si n@wons trouvé aucune donnée sur le
sujet, il se pourrait que de la doxycycline soégante dans d’autres composants des milieux
de culture (DMEM, L-glutamine,...). Une mutation dales géne codant rtTA pourrait
empécher la liaison de la protéine avec la doxyegclMais, nous avons vérifié la séquence
du plasmide qui avait servi a construire les sosidRev-Tet-On et aucune mutation n'a été
trouvée. Il serait aussi possible que ce systéeragpdéssion soit incompatible avec la lignée
C2C12, cependant plusieurs équipes ont déja rausger des lignées stables et inductibles
avec ces cellules (Odelbeeg al, 2000). En conclusion, ce systéme permettra ldeierme

de construire des cellules C2C12 surexprimant BRofde facon constitutive mais
malheureusement non inductible. Cependant, chadaee cRev-Tet-On présente une
expression differente du géne rapporteur (facteusutexpression compris entre 3 et 300) et
pourra étre utilisé pour tester l'effet de la vAoa de l'expression de Pofutl sur la
différenciation des cellules C2C12. Malgré le taitil soit non inductible, le clone 7, dont les
résultats sont présentés ici, nous a servi a liésdment d’'une lignée stable de cellules

C2C12 Rev-Tet-OrRofut], en insérant dans son génome la séquence d’Afaflat1l murin.
3) Etablissement de la lignée Rev-Tet-ORofutl :
Deux souches Rev-Tet-GPefutl ont été créées. La premiére (souche
Rev-Tet-OnPofutl A) résulte de l'infection du clone 7 (souche Reat-Dn) par des virus

contenant le plasmide pRev-THE{utl (Figure 5) puis d’'une sélection par 'hnygromycBe

La deuxieme (souche Rev-Tet-®ofutl B) a été produite par linfection simultanée de
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cellules C2C12 classiques par deux sortes de \gaiss contenant le plasmide pRev-Tet-On
et ceux contenant le plasmide pRev-TR&utl suivie d’'une sélection simultanée aux deux
antibiotiques, la néomycine et I'hygromycine B. Lesuches A et B sont (en théorie)
différentes uniquement par la facon dont elles &8t établies. Les résultats obtenus sont
similaires avec les deux souches de cellules, denéks présentées sont celles de la souche
A. La présence de la protéine Pofutl dans cesleslla été analysée par Western blot et
l'activité O-fucosyltransférase a été mesurée (Figure 11).
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Fig.11 : Analyse de I'expression de Pofutl dans la souche de cellules C2C12
Tet-On-Pofutl. (A) Activité O-fucosyltransférase mesurée dans les extraits protéiques
bruts des cellules des souches Rev-Tet-On et Rev-Tet-On-Pofutl. La valeur de |'activité
endogene mesurée dans les cellules COS-1 est donnée a titre de comparaison. (B)
Western blot anti-Pofutl réalisé sur les extraits protéiques (50 ug de protéines) des
souches Rev-Tet-On et Rev-Tet-On-Pofutl, en absence et en présence de doxycycline
(Dox, 5 pg/ml).

Le premier résultat frappant concerne I'activitél@gene plus faible dans les cellules C2C12
Rev-Tet-On (3,5 nmolihmg?) (Figure 11A) en comparaison avec les cellules @Q8,5
nmol.i-.mg?). Le Western blot anti-Pofutl (Figure 11B) pernoet voir que la quantité
endogene de Pofutl dans les cellules C2C12 esntégeure a la quantité observée dans les
COS-1 (Figure 4B). La protéine Pofutl endogened&slieurs tres difficile a détecter dans
les cellules C2C12. Il serait intéressant de \é@ridieci,in vivo, dans le rein (cellules COS-1)
et dans le muscle squelettique (cellules C2C12)c®atre, I'analyse par Western blot montre
laugmentation significative de la quantité de Rbfulans la souche Rev-Tet-Gofutl
(Figure 11B). Cependant, comme déja observeé lorsriile des clone®ev-Tet-On (qui

utilisait une transfection transitoire deofutl ou du gene de la luciférase), I'ajout de
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Doxycycline, & une concentration de 2 ou 5ug,mi’entraine aucun changement dans
'expression de Pofutl. La souche Rev-Tetfbfutl A exprime donc constitutivement la
protéine Pofutl et il est impossible d’induire saduction par I'ajout de Doxycycline.
L’augmentation de la quantité de Pofutl se traalustsi par une augmentation de I'actiité
fucosyltransférase (7,9 nmofmg?) mesurée dans les extraits bruts de protéines sua
souche Rev-Tet-ORofutl A (Figure 11A). L’activité mesurée est seulemeeux fois
supérieure & I'activité endogéne (3,5 nmadlthg?) alors que 'on a I'impression, en Western
blot, que la quantité de Pofutl augmente fortem@ati est peut étre di a I'environnement

cellulaire des C2C12 qui inhibe I'activi@fucosyltransférase du test enzymatiqueitro.

[ll- Sous-expression du gendofutl :

1) Vecteur de shRNA :

Une étude préliminaire de sous-expression du §afietl a également été menée sur
les cellules C2C12. Pour ce faire, nous avons chaisiliser des ARN interférents (ARNi).
Le principe de l'interférence par ARN est de foumnila cellule des petits ARN double brin
ayant des séquences complémentaires a certairteenpate '’ARNmM a détruire. Nous avons
opté pour la technique du shRNA (Loriol, 2006) parmet d’éteindre I'expression d’un gene
d’intérét de facon plus stable et plus durable eglke fournissant directement aux cellules de
petits ARNi. Un vecteur de shRNA nous a été doraeéle Professeur Pamela Stanley. Ce
vecteur contient un fragment de séquence corregporad une région de I'exon 3 du gene
Pofutlmurin, en sens et en antisens (Figure 12 A). Lcaffité de ce vecteur a déja été testée
et validée pour I'extinction d’ARNmPofutl dans les cellules CHO (communication
personnelle de P. Stanley). La séquence cibléd gtafaitement identique chez la souris et

chez le bovin, ce vecteur peut aussi servir aibekibn du gendofutlbovin.
2) Observation phénotypique :

Contrairement a sa surexpression, la sous-expredsigéend’ofutl entraine un effet
clairement observable au niveau phénotypique. ésgltats ne sont que préliminaires et il est
encore difficile de tirer des conclusions tres Ees avant la réalisation de nouvelles mesures,
mais il semble que les cellules transfectées paedteur pSilencePofutl (Figure 12 A) ne

suivent pas le méme programme myogénique que ldeseC2C12 témoins. On peut
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observer soit un retard de la différenciation, soi diminution de la taille des myotubes (ou

alors les deux a la fois) (Figure 12 B). Des aredyde I'expression, par PCR quantitative, des
4 MRFs sont en cours, afin d’étudier I'évolution phogramme myogénique. Des marqueurs
comme la Desmine et la Myosine seront utiles ent&vedlot et/ou en immunofluorescence,

pour suivre la différenciation myoblastigimevitro.
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Fig.12 : Sous-expression de Pofutl dans les cellules C2C12. (A) Vecteur utilisé pour la
sous-expression de Pofutl. La séquence d’ADN responsable de I'extinction du gene
Pofutl est détaillée. (B) Observation phénotypique de I'effet de la sous-expression de
Pofutl aprés 96h et 120h de processus de différenciation myoblastique.

V- Matériels et Méthodes :

Construction du vecteur pRev-TREPofutl :

Le génePofutl murin a été amplifié par PCR a partir du vectecDI§A3.1-Pofutl
avec les amorces 5-CGGGATQGTTGTCGACATGGGCGCC-3' (sens) et
5-CCATCGATGGTCAAAATTCATCCCGAAGCTG-3' (antisens) contenant lestes de
restriction des enzymdxanH| (sens) eClal (antisens) aux extrémités 5’ puis ligaturé dans |
vecteur pRev-TRE apres digestion du vecteur etrddyit PCR par ces deux enzymes. Apres
criblage par PCR des bactéries TOP10 transformeiele produit de ligation, la construction

est vérifiée par séquencage.

Production des virus :

Le processus de production des virus nécessalfedgeation des cellules C2C12 est
expliqué sur la figure 13. Trois types de virus @b produits par cette méthode, ils
contiennent I'un des trois vecteurs pRev-Tet-Ore\pHRE{uc et pRev-TREPofutl
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Fig.13 : Production des particules rétrovirales. Les vecteurs rétroviraux sont transfectés
transitoirement avec du FUGENE®6 (Roche, Indianapolis, USA) mais peuvent aussi étre
intégrés stablement dans des cellules PT67. Cette lignée cellulaire apporte les génes
nécessaires a la formation de particules rétrovirales infectieuses contenant le plasmide
d'intérét mais incapables de se répliquer : gag (protéine structurale de la capside), po/
(transcriptase inverse, intégrase) et env (glycoprotéine de la capside). Les virus produits
a partir de cette lignée contiennent les produits de ces génes (ils sont donc infectieux)
mais pas les génes eux-mémes, ce qui empéche leur réplication dans d’autres lignées
cellulaires (comme les cellules a infecter par exemple ; dans notre cas les cellules
C2C12). (d’apres Clontech, Indianapolis, USA).

Les cellules PT67 sont cultivées dans un miliecréssance (DMEM, sérum de veau fcetal
10 %, L-glutamine 4 mM, pénicilline 100 U/ml, sttemycine 100 pg/ml) jusqu’a 80 % de

confluence. Les vecteurs sont introduits dans édlsiles par transfection transitoire avec du
FUuGENE®6. Quarante-huit heures aprés, le surnageant Gnttées virus est récupéré, puis
filtré sur filtre stérile 0,45 um. Le surnageant sk possible utilisé immédiatement pour
linfection des C2C12 ou alors stockés a -80°C.tilisation de ces virus (dérivées du

« Moloney murine leukemia virus ») se fait suivdes regles de sécurité de niveau 2
(Biosafety in Microbiological and Biomedical Labooaes U.S. Department of Health and

Human Services, PHS, CDC, NIH, http://bmbl.od.niv)gy

Infection des cellules C2C12 :

Les cellules C2C12 sont repiquées 24h avant imfeatie facon a obtenir 40 % de
confluence au moment de linfection. Le milieu deltare est alors remplacé par le
surnageant contenant les virus auquel il a été&@jou polybréne a une concentration finale
de 4 pg/ml pour faciliter I'entrée des virus daes Icellules. Vingt-quatre heure apres

I'infection, le surnageant est remplacé par dueuilie croissance.

Sélection des clones résistants :

Au bout de 24h de croissance, on ajoute I'antificti de sélection, Néomycine ou
Hygromycine B, en fonction du vecteur. La concdidrades antibiotiques et la durée de la
sélection sont définies par des études prélimiadiveir page 133). Les 15 colonies les plus
larges (> a 100 cellules) et dont les cellules gmément le meilleur aspect (semblable au
C2C12 non infectées) sont isolées dans des baoitiedaduelles, amplifiées et stockées dans

I'azote liquide.
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Criblage des clones apres sélection :

Les clones isolés sont tous résistants a l'antdniet de sélection. Cependant, en
fonction de I'emplacement des séquences intégréms de génome, des variations
importantes de I'expression de notre gene d’intpeiivent étre observées. Il a donc fallu
mettre au point un protocole de criblage capablélitiérencier efficacement les clones. La

figure 14 résume le protocole mis en place.

[ | [ [ ] [ | »
| 1 1 1 4
TO T24 T48 T72
Repiquage Transfection Induction Récupération

Fig.14 : Protocole de criblage des clones résistants a I'antibiotique de sélection.

TO : Chaque clone est repiqué dans une plaque 6 puits a 2.10° cellules par puits. T24 :
Dans quatre des six puits, les cellules sont transfectées transitoirement par le plasmide
pRev-TRE-luc ou pRev-TRE-Pofutl avec du FUGENE6 (les deux puits restants servent de
témoins non transfectés). T48 : Dans deux des quatre puits transfectés, on ajoute de la
doxycycline pour une concentration finale de 2 ug/ml (les deux puits restants servent de
témoins transfectés mais non induits). T72 : Les cellules sont récupérées par décollement
a la trypsine.

Mesure de l'activité luciférase :

Les protéines sont extraites dans 100 pl de tangmoryse cellulaire (Promega,
Madison, USA) pendant 10 min, puis dosées par danigue du BCA (Sigma, St Louis,
USA). La mesure de l'activité luciférase se faitr $u pg d’extrait protéique, dans un
luminometre automatique, par ajout de 100 pul destsabA et 100 pl de substrat B (Clontech,
Indianapolis, USA).
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Au travers de cette thése, nous avons cherché aordén que I'enzyme
O-fucosyltransférase 1, Pofutl, qui greffe le fucese les EGF-like de plusieurs protéines
dont les récepteurs Notch et leurs ligands, poywadr un role central dans le processus de
myogenése chez les Mammiferes. Au vu des donnddmdraphiques sur le sujet, de
nombreuses questions étaient soulevées et néaassdas réponses convaincantes. Quel est
le fonctionnement enzymatique précis de la protBiokitl ? Et plus particulierement, quelles
sont les entités structurales indispensables audmtionnement de I'enzyme ? Quel est le
fonctionnement moléculaire de la voie de signabsatde Notch dans le processus de
myogenésean vitro ? Quels sont les acteurs de cette voie présents lda différents types
cellulaires d’'une lignée myoblastique ? Quel(sk(® joue Pofutl dans la myogenése au
travers de la voie de signalisation de Notch ? It I'influence de la présence accrue ou
de I'absence de Pofutl ? Pour répondre a un maxideuoges questions, nous avons décideé de
diviser le travail de thése selon trois axes :ubiét structure-fonction de I'enzyme Pofutl
bovine, I'analyse de la voie de Notch dans la déffi€iation myogénique, et enfin I'étude de
I'effet de la modification de I'expression de Pdfubrs de ce méme processus. A l'issue de
mes trois années de these, nous avons montré doectionnalité de Pofutl était influencée
par son état de glycosylation (Audfray al, 2007). Plusieurs équipes ont rapporté que le
O-fucose greffé sur Notchl (activité assurée par Rpffavorisait l'interaction de ce
récepteur avec ses ligands DSL (Haines et Irvifi8 28tanley, 2007). Ce qui implique que la
voie de signalisation de Notch est aussi indireet@mrégulée par le processus de
N-glycosylation. Ces résultats, associés aux doniéda littérature, mettent en évidence les
domaines structuraux nécessaires a la fonctiogndét Pofutl chez les mammiféres : tout
d’abord, Pofutl est une protéine réticulaire, dam&on dans le RE est due a sa séquence
KDEL (Luo et Haltiwanger, 2005). L&-fucosyltranférase posséde également une fonction
de chaperonne a I'égard du récepteur Notch chdmkophile (Okajimaet al, 2005). Méme
si aucune étude ne s’est encore penchée sur lGatjh de motifs spécifigues nécessaires a
cette activité chaperonne, on peut penser que l&Beats structuraux impliqués dans la
liaison a son accepteur (Bretehal, 1998, Dupuyet al, 2004) sont les meilleurs candidats a
cette fonction. Son repliement et son activité ematyque sont favorisés par la présence du
N-glycanne & la position N (Audfrayet al, 2007). Les seuls accepteurs reconnus par Pofutl
sont les EGF-like correctement repliés contenansdguence consensusXG.s(S/T)C.
L’affinité (Km), in vitro, de 'enzyme pour ses substrats est de I'ordrendwomolaire et, le
Vmax est d’environ 3 pmol/min/mg (Wangt al, 2001) ce qui représente des valeurs

habituelles pour une glycosyltransférase (Rohtitstcal, 2006). LaO-fucosylation assurée
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par Pofutl est également dépendante d'un caticalativ dont le plus efficace est le #n
(Wanget al, 1996). La protéine Pofutl partage avecdeset a6-fucosyltransférases, trois
motifs peptidiques conservés (I, 1l et Ill) et use&guence DXD impliqués dans la catalyse
enzymatique (Martinez-Dunkeat al, 2003). L’ensemble des ces données contribuemniea u
meilleure connaissance du comportement de Pofgth-vis de ces cibles, en particulier de
Notch et ses ligands. Ces connaissances sontréégyses, elles peuvent par exemple servir
a l'ingénierie protéique de Pofutl afin de créee fmrme recombinante parfaitement active.
Pour le laboratoire, ces données permettent d'apded futures études sur l'implication de
Pofutl dans la myogenése en ayant des connaissancd&nvironnement optimal de la
réaction catalysée par Pofutl. Pour ces étudeksuyogenése, nous avons commencé par
valider notre outil biologique, en confirmant quelignée cellulaire C2C12 représentait un
bon modele a I'étude de la différenciation myogariqCes analyses (courbe de fusion,
analyse de marqueurs comme la myosine, la deshegdylRFs,...) doivent accompagner
chacune des cultures de cellules C2C12 afin deresures précisément le programme de
différenciation myogénique. Au sein d'une culture dellules C2C12 différenciées, la
séparation des myotubes et des cellules de résenatitue un bon moyen pour étudier et
appréhenderjn vitro, le role des cellules satellites au sein des dibmeusculaires. La
technique de PCR quantitative en temps réel epdetpdu format TLDA permettent I'analyse
simultanée de I'expression d’'un grand nombre degéle la voie de signalisation de Notch.
Cette technologie, basée sur les sondes Tagmand'@s¢ haute sensibilite, elle est
particulierement adaptée a I'étude des genes fadie exprimés ce qui est en général le cas
des glycosyltransférases et de nombreux acteues\d®e de signalisation de Notch. Dans ce
contexte, les analyses protéomiques sont diffiabasla quantité de protéines produites par
ces genes est minoritaire par rapport a la quadat@rotéines totales. L'utilisation de ces
outils transcriptomiques constitue donc un bon moge cribler un nombre important de
géenes pour ensuite étudier en profondeur ceux ldsniariations d’expression sont les plus
significatives. Cette technique nous a permis datreo que I'expression de plusieurs acteurs
de la voie de signalisation de Notch présente degtions significatives. Les résultats
obtenus nous ont permis la mise au point d’'un neodal résume I'implication de la voie de
Notch au cours de la différenciation myogénique.n@&léle constitue une base a affiner, a
corriger et a compléter lors de prochaines analysesnstitue également une base aux études
visant a mesurer I'effet de modifications de I'eegsion de Pofutl sur la différenciation
myogénique. Dans ce domaine, la difficulté a tracisfr efficacement les C2C12 demeure un

frein évident mais I'établissement de lignées smldemble étre une bonne alternative. Le
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systeme Rev-Tet-On est en théorie l'outil le plua@é a ces recherches mais certains
éléments nous manquent encore pour établir unedignductible, on trouve dans la
littérature quelques équipes ayant utilisé le systdet-On avec la lignée C2C12 (Odelbetrg
al., 2000). Néanmoins, la souche de C2C12 surexprifafutl de facon constitutive est un
outil biologique précieux, des études sur l'effet dette surexpression sur la voie de
signalisation de Notch lors de la différenciatiopagénique sont en cours au laboratoire. Une
prochaine étape intéressante serait la créationedisouche de C2C12 qui sous-exprime
Pofutl, idéalement de facon inductible. Le labdratdispose actuellement de tous les outils
nécessaires (séquence d'ARNi, vecteurs rétroviraurpyens d’analyse de Ila

sous-expression,...).

Ces trois années de recherche m’ont permis deilooatraux connaissances deéja
acquises a l'interface entre les domaines de lagenyese, la voie de signalisation de Notch,
et la glycosylation. Je souhaite bien évidemmerieligune cesse de s’enrichir dans les
prochaines années. Je souhaite surtout que leataverde 'UGMA continue a contribuer a
ces connaissances. D’un point de vue personnel3 @asées m’'ont permis de parfaire ma
formation et de golter a une premiere expérienoéegsionnelle au sein d’'une équipe de
recherche. Ainsi cette formation par la recherch@eamis de m’inculquer une solide
formation scientifique, mais elle représente aligpprentissage du mode de fonctionnement
d’'un milieu professionnel. Jai le sentiment d’yoavtrouvé une place et espére que mon
intérét pour les activités de recherche resteracinau cours de I'ensemble de ma vie

professionnelle.
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