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Résumé : 

 

La myogenèse du muscle squelettique est un processus complexe dont certaines étapes 

sont régulées par la voie de signalisation de Notch. Chez les Mammifères, la présence de 

O-fucosylglycannes sur la partie extracellulaire des récepteurs Notch influence l’activation de 

la voie de signalisation. Leur synthèse débute par l’action de la O-fucosyltransférase Pofut1. 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons mis en évidence, par mutagenèse dirigée, 

l’implication du site conservé de N-glycosylation N65 pour l’intégrité structurale de Pofut1. 

Ceci constitue un nouvel exemple de l’influence de la N-glycosylation dans le repliement des 

glycoprotéines. Des analyses combinant l’utilisation de la lignée de cellules myoblastiques 

C2C12 et le suivi de l’expression des gènes de la myogenèse, constructeurs des 

O-fucosylglycannes et des acteurs de la voie de Notch, par PCR quantitative en temps réel et à 

haut débit, nous ont permis de proposer un modèle décrivant le fonctionnement de la voie de 

signalisation de Notch durant la différenciation myogénique. Ce modèle met en évidence le 

rôle majeur de plusieurs acteurs de cette voie de signalisation comme Dll1, Notch3, Lfng et 

Pofut1. Il constitue un point de départ nécessaire aux analyses de la sur- et sous-expression de 

Pofut1 lors de la différenciation myogénique. Dans cette perspective, nous avons construit 

une souche de cellules C2C12 surexprimant Pofut1. A terme, les études sur les modifications 

de l’expression des gènes impliqués dans la biosynthèse des O-fucosylglycannes nous 

permettront de connaître plus précisément, les mécanismes moléculaires qui orchestrent la 

voie de signalisation de Notch dans le processus de myogenèse. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract : 

 

 Skeletal myogenesis is a complex process in which some steps are regulated by Notch 

signaling pathway. In mammals, the presence of O-fucosylglycans on the extracellular 

domain of Notch receptors influences the activation of signalling pathway. Pofut1 is an O-

fucosyltransferase that initiates O-fucosylglycans synthesis. During this thesis work, we have 

identified, by site-directed mutagenesis, the involvement of the conserved N-glycosylation 

site at position 65, N65,in Pofut1 structural integrity. This is an additional example of the 

influence of N-glycosylation in glycoprotein folding. Analysis using myogenic C2C12 cell 

line, and real-time quantitative PCR allowed us to study expression of genes involved in 

myogenesis, Notch signaling and O-fucosylglycans synthesis. We consequently suggest a 

model which defines the mechanism of Notch signaling during myogenic differentiation. This 

model highlights the essential role of several actors of this signalling pathway including Dll1, 

Notch3, Lfng and Pofut1. It constitutes a necessary starting point for further studies 

concerning Pofut1 over- and down-expression, during myogenic differentiation. Therefore, 

we created a C2C12 cell line over-expressing Pofut1. Ultimately, studies on expression 

modifications of genes implicated in O-fucosylglycan biosynthesis will enable us to more 

precisely understand molecular mechanisms that orchestrate Notch signalling in the process of 

myogenesis.   

 

 
 

 
 
 
 
 



 

Remerciements  
 
 
 
 

Ces trois années de thèse représentent, avant tout, un investissement personnel 

conséquent, cependant, ce travail n’aurait en aucun cas pu aboutir sans l’aide et le soutien de 

mon entourage. Je souhaite donc, avec ces quelques lignes, remercier l’ensemble des gens qui 

ont contribué directement ou indirectement à la réalisation de ce travail. 

Je souhaite tout d’abord adresser un grand merci à mes deux directeurs de thèse, 

Agnès GERMOT et Abdou MAFTAH pour m’avoir, dans un premier temps accueilli au sein 

du laboratoire et ensuite encadré et formé tout au long de ces trois années. Je vous remercie 

donc de tout mon cœur, de m’avoir accordé votre confiance à la réalisation de ce projet de 

recherche. Nos discussions, nos oppositions, nos joies, nos moments de doutes,…ont été pour 

moi une source d’enrichissement immense.  

Je tiens aussi à remercier mon jury de thèse pour avoir accepté de juger ce travail. Les 

rapporteurs, Christelle BRETON et Serge LEIBOVITCH ainsi que les examinateurs Muriel 

GRAMMONT et Véronique BLANQUET. 

Merci également à l’ensemble des membres du laboratoire, je ne vais pas citer tout le 

monde, mais j’estime que vous avez grandement contribué à mon insertion, ma formation, et à 

mon envie de venir tous les jours au travail. Je vous remercie surtout de m’avoir supporté 

chaque jour de ces trois années. Je tiens à adresser un merci particulier aux enseignants qui 

m’ont aidé tout au long des heures d’enseignement effectuées dans le contexte du monitorat, 

aux personnes ayant contribué à ma formation scientifique et à tous ceux que je considère 

maintenant comme des amis plus que comme des relations professionnelles. 

  Je ne serais pas là aujourd’hui sans la contribution des membres de ma famille, et en 

particulier mes parents qui m’ont donné les armes et les valeurs nécessaires pour affronter la 

vie. J’espère qu’ils sont aussi fiers de moi que j’ai d’estime pour eux.  

Enfin, ces dernières lignes sont pour Valy, qui me supporte maintenant depuis plus de 

sept ans. Ton soutien, ta compréhension, ta confiance en moi, ton amour sont pour moi une 

source de bonheur et de bien être quotidienne. 

 

       

       Merci à tous.              



 

Publications et Communications 
 
 
 
 
Publications : 

 
 
Audfray A., Loriol C., Dupuy F., Germot A. and Maftah A., (2007), The two 

N-glycans present on bovine Pofut1 are differently involved in its solubility and activity, 
FEBS journal, 274, 1202-1211 

 
Audfray A., Maftah A., Germot A., Towards a Molecular Mechanism for Notch 

Signaling Pathway during Myogenic Differentiation of C2C12, en préparation. 
 
 
Communications écrites : 

 
 
Audfray A., Loriol C., Dupuy F., Germot A. and Maftah A., The Presence of Glycan 

at First N-glycosylation Site Prevent Pofut1 Aggregation, Benzon Symposium n°54: 
“Glycosylation: Opportunities in Drug Development”, Copenhagen, June 11-14th, 2007 
 

Audfray A., Germot A. et Maftah A., Un rôle pour les O-fucosylglycannes dans la 
myogenèse ? Journée de l’IFR GEIST, Limoges, septembre 2007 
 
 Janot M., Audfray A., Germot A., Dupuy F. and Maftah A., Transcriptional profiling 
of Mus musculus glyco-genes during muscle cell differentiation, GLYCODEV2007, Lille, 
December 9-13th, 2007 
 

Audfray A., Maftah A., Germot A., La culture de cellules animales: Un modèle 
indispensable à la compréhension des processus biologiques, Séminaire de la 
pluridisciplinarité, Ecole doctorale Science-Technologie-Santé, Limoges, Juin 2008  
 
 
 
Communication orale : 
 
 

Audfray A., Rôle des O-fucosylglycannes portés par Notch dans le processus de 
myogenèse, Séminaire des Thésards du département de Génétique Animale de l’INRA, Avril 
2007, Jouy-en-Josas (France) 
 

 
 
 
 



 

Liste des abréviations 
 
 
 
 
Actb: Actine β 

ADN: Acide Désoxyribonucléique  

ADNc: Acide Désoxyribonucléique 

complémentaire 

ARN: Acide Ribonucléique  

Asn: Asparagine 

Ax: Abruptex  

BCA: Bicinchoninic Acid  

bHLH : basic Helix-Loop-Helix 

BMP: Bone Morphogenic Factor 

CCF: Cellule Compétente à la Fusion 

CDG: Congenital Disorder of Glycosylation 

Cdkn: Cyclin-dependent Kinase inhibitor 

CF: Cellule Fondatrice 

CHO: Chinese Hamster Ovary 

CMP: Cytidine Monophosphate 

CMV : Cytomegalovirus 

CNX: Calnexine 

CRD: Cystein Rich Domain 

CRT: Calréticuline 

CSL: CBF-1/Su(H)/Lag-1  

Ct: Cycle threshold 

C2C12: lignée myoblastique murine 

Des: Desmine 

DGC: Dystroglycanne 

Dll : Delta-like 

Dlk : Delta-like homologue 

DM : Differentiation Medium 

DMEM : Dubelcco’s Modified Eagle’s 

Medium 

Dner: Delta/Notch-like EGF repeats 

containing 

Dox: Doxycycline 

DSL: Delta/Serrate/Lag-2 

dvl: Dishevelled  

ECD: Notch Extracellular Domain 

EGF: Epidermal Growth Factor 

ERAD: ER-associated degradation pathway 

ES: Embryonic Stem 

FGF: Fibroblast Growth Factor  

FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor 

FKRP: Fukutin related protein 

Fuc: Fucose 

Fzd: Frizzled 

Gal: Galactose 

GalT: Galactosyltransférase 

Gapdh: Glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase  

GDF: Growth Differentiation Factor 

GDP: Guanidine diphosphate 

GFP: Green Fluorescent Protein 

GlcNAc: N-acétylglucosamine 

GM : Growth Medium 

Gmd: GDP-mannose-4,6-déshydratase 

GMP: Guanidine monophosphate 

G6pdx: Glucose-6-phosphate dehydrogenase 

HAT : Histone Acetylase  

HDAC : Histone Deacetylase 

Hes: Hairy/Enhancer of Split 

HGF: Hepatocyte Growth Factor 



 2 

IGF : Insulin-like Growth Factor 

Lbx1: Ladybird homebox 1 

Lfng : Lunatic Fringe 

LNR : Lin12/Notch Repeat 

luc: luciférase 

Maml1: Mastermind-like 1 

Man: Mannose 

Mef: Myocyte Enhancer Factor 

Mfng : Manic Fringe 

MNF : Myocyte Nuclear Factor 

MRF : Myogenic Regulatory Factor 

Msx: Muscle-segment homeobox 

MyHC : Myosin Heavy Chain 

Myog: Myogénine 

NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule 

Ndkn: Nucleoside Diphosphate Kinase 

NeuAc: Acide Neuraminique (Acide 

sialique) 

NFATC : Nuclear Factor of Activated T-cells 

NICD : Notch Intracellular Domain 

NRR: Notch Negative Regulatory Region 

OGT: O-glucosyltransférase 

p.c.: post-coïtum 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PEST: Proline, Glutamate, Sérine, Thréonine 

Pofut1: protéine-O-fucosyltransférase 

POMT : Protéine-O-Mannosyltransférase  

PSM: Presomitic Mesoderm 

Raldh: Retinaldehyde dehydrogenase 

RAM : RBPj Associate Molecule 

RE: Reticulum Endoplasmique  

Rfng: Radical Fringe 

RT-PCR: Real-time Polymerase Chain 

Reaction 

rtTA : reverse-tetracycline controlled 

transactivator  

Ser: Sérine 

SF: Scatter Factor 

SOP: Sensory Organ Precursor 

SRF: Serum Response Factor 

Shh: Sonic Hedgehog 

ShRNA: Short hairpin Ribonucleic Acid 

SiaT: Sialyltransférase 

spl: split 

TACE : TNFα Converting Enzyme 

TAD : Notch Transactivation Domain 

Tbp: TATA box binding protein 

Tcea1: Transcription elongation factor A1 

TGF: Transforming Growth Factor 

Thr : Thréonine 

TLDA : TaqMan Low Density Array 

TSR: Trombospondin type 1 repeat 

ub: Ubiquitine 

UDP: Uridine diphosphate  

uPA: Urokinase Plasminogen Activator 

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule 

Wnt : Wingless 

wt: Wild Type 

Xyl : Xylose 

 
 

 



 3 

Sommaire 
 
 

Avant-propos                                        6                                            
 

 Exposé bibliographique    10 
 

LA MYOGENESE DU MUSCLE SQUELETTIQUE                                                                             
                            DU SOMITE A LA FIBRE MUSCULAIRE CONTRACTILE                     8 

 
I- La formation des somites         14 
II- Axialisation dorso-ventrale        16 
III- Formation du myotome        17 
IV- Migration des précurseurs cellulaires des muscles     18 
V- Détermination myogénique        20 
VI- Prolifération des myoblastes        21 
VII- Différenciation des myoblastes       22 
 1) Déroulement de la différenciation       22 
 2) Gènes impliqués dans la différenciation      23 
  -Arrêt de la prolifération et levée de l’inhibition de la différenciation   23 
  -L’activation du programme myogénique      24 
  -L’effet des contacts cellulaires       26 
VIII- Fusion des myoblastes        27 
IX- Myogenèse primaire et secondaire       31 
X- Fibres lentes et rapides         31 
XI- Les cellules satellites         32 
 1) Origine embryonnaire des cellules satellites     33 
 2) Marqueurs moléculaires        34 
 3) Activation des cellules satellites       34 
 

LA VOIE DE SIGNALISATION DE NOTCH  
                      FONCTIONNEMENT ET IMPLICATION DANS LA MYOGENESE            37 

 
I- Structure du récepteur Notch        37 
 1) Le récepteur Notch est un hétérodimère      38 
 2) Domaine extracellulaire (ECD)       38 
 3) Domaine intracellulaire(NICD)       
 39 
II- Conservation de Notch chez différents taxons     40 
 1) Notch est présent chez tous les métazoaires     40 
 2) Conservation structurale        42 
III- Fonctionnement de la voie de signalisation de Notch    43 
 1) Interaction entre Notch et ses ligands DSL     44 
  - Diversité des ligands de Notch       44 
  - Domaines structuraux impliqués dans l’interaction Notch/ligands   46 
  - Interaction de Notch avec Delta ou Serrate/Jagged     47     
 2) Conséquences de cette interaction : les clivages protéolytiques   47 

3) Les partenaires cytoplasmiques de NICD      48 



 4 

4) Dans le noyau, interaction avec les protéines de la famille CSL   49 
5) Gènes cibles du complexe activé par NICD     50 

IV- Rôles de la voie de signalisation de Notch      51 
1) Inhibition latérale         51 
2) Création d’une « frontière » entre deux types cellulaires   52 
3) Création de deux lignées à partir d’une cellule mère    53 

V- Implication de la voie de signalisation de Notch dans la myogenèse  54 
1) La voie de signalisation de Notch à la base de l’horloge  

moléculaire dans la somitogenèse       55 

 2) Le maintien des progéniteurs myogéniques     56 

3) La voie de signalisation de Notch et les cellules satellites   57 
-Présence des cellules satellites       57 
-Activation des cellules satellites       58 

4) Mécanisme de l’inhibition de la différenciation des myoblastes   59 
 

LA GLYCOSYLATION , 
                              UNE MODIFICATION ESSENTIELLE DES PROTEINES                    61 

 
I- La N-glycosylation         64 

1) Biosynthèse des N-glycannes       64 
2) Diversité des N-glycannes        65 
3) Rôle des N-glycannes        67 

-Dans la conformation des protéines      68 
- Protection des N-glycoprotéines vis-à-vis de la protéolyse    70 
- L’adressage subcellulaire des protéines      70 
-Importance des N-glycannes pour les interactions protéine-protéine   70 

4) Importance de la N-glycosylation au niveau de l’organisme : les CDGs 72 
II- La O-glycosylation : Considérations générales     73 

1) La O-mannosylation de l’α-dystroglycanne     74 
2) La O-glucosylation des motifs EGF-like      75 

III- La O-fucosylation         76 
1) La O-fucosylation des domaines TSRs      77 

-L’enzyme Pofut2        78  
-L’enzyme β3GTL        78 
-Rôle de la O-fucosylation des TSRs      79 

 2) La O-fucosylation des domaines EGF-like     79 
IV- Biosynthèse des O-fucosylglycannes portés par les EGF-like   81 

1) La Protéine-O-fucosyltransférase 1      81 
2) La protéine Fringe         87 
3) La protéine β1,4-Galactosyltransférase 1      88 
4) La protéine α2,3-Sialyltransférase      88 

V- Rôle des O-fucosylglycannes portés par les EGF-like    88 
 1) La protéine uPA (Urokinase-type plasminogen activator)   89 
 2) La protéine Cripto         89 

3) Le récepteur Notch         90 
4) Elimination ou ajout d’un site de O-fucosylation de Notch   91  

 
 



 5 

 
                                 Résultats-Discussion                                 93 

 
                     ETUDE STRUCTURE/FONCTION DE LA PROTEINE POFUT                 94 

  
I- Publication 1          94 
II- Résultats complémentaires        96 

1) Cinétique d’apparition de la protéine Pofut1     96 
2) Mutagenèse de la forme b de Pofut1      97 

III- Conclusion           99 
 

VOIE DE SIGNALISATION DE NOTCH  
                                        DANS LA DIFFERENCIATION MYOGENIQUE                         100 

  
I- Construction de la carte TLDA « Myo-96-souris »     101 
II- Mise au point de l’utilisation des TLDA : choix des gènes de référence  102 
III- Publication 2           103 
 

 MODIFICATION DE L ’EXPRESSION DE POFUT1 DANS LES CELLULES C2C12    125 
 

I- Surexpression transitoire du gène Pofut1      125 
 1) Vecteur utilisé         125 

2) Surexpression de Pofut1 murine dans les cellules COS-1   126 
3) Mise au point d’un protocole de transfection adapté aux cellules C2C12  127 

  -Utilisation de la nucléofection       127  
  -Lipofection         128 

4) Effet de la surexpression de Pofut1 sur le déroulement de la myogenèse 129 
  -Au niveau phénotypique        129 

-Au niveau de l’expression des MRFs      129 
II- Etablissement de lignées stables Pofut1      131 

1) Système utilisé          131 
2) Etablissement de la lignée Rev-Tet-On      133 

 3) Etablissement de la lignée Rev-Tet-On-Pofut1     135 
III- Sous-expression du gène Pofut1       137 

1) Vecteur de shRNA         137 
2) Observation phénotypique        137  

IV- Matériels et Méthodes         139 
 

                                          Conclusion                                           142 

 

                                        Bibliographie                                                  146 

 
 
 



 6 

 
 
 

Avant-propos 

 

 

Au sein du département de génétique animale de l’INRA, l’Unité de Génétique 

Moléculaire Animale porte un intérêt particulier à la recherche des déterminants génétiques 

conditionnant le développement musculaire. La compréhension des mécanismes qui régulent 

la myogenèse pourrait s’avérer primordiale pour une future étude de la variabilité génétique 

déterminant la masse musculaire chez les animaux de rente. Ainsi, nous nous intéressons aux 

mécanismes moléculaires qui orchestrent les étapes de prolifération et de différenciation de la 

cellule musculaire. Ces études sur des mécanismes fondamentaux du développement 

présentent aussi, à moyen ou à plus long terme, plusieurs autres intérêts y compris dans le 

domaine de la recherche biomédicale. Les connaissances sur le déroulement de la myogenèse 

pourraient permettre la mise au point de thérapies concernant les maladies liées aux muscles 

squelettiques comme les dystrophies ou les myopathies. De plus, les cellules souches 

musculaires, responsables de la formation (développement embryonnaire et fœtal, croissance) 

et de la régénération (vie adulte) des muscles, représentent un espoir convaincant pour les 

thérapies cellulaires des dégénérescences musculaires et cardiaques. 

Au cours du développement des vertébrés, certaines cellules somitiques vont se 

spécialiser en myoblastes puis se différencier progressivement en fibres musculaires. Cette 

différenciation est initiée et régulée par un réseau complexe de protéines. Certaines d’entre 

elles sont glycosylées. Plusieurs données bibliographiques récentes soulignent l’importance 

fonctionnelle des glycoprotéines (Smalheiser et al., 1998) et des protéoglycannes (Papy-

Garcia et al., 2002) dans les processus myogéniques et la physiologie du muscle squelettique 

(Cieniewski-Bernard et al., 2005). Certaines pathologies neuromusculaires humaines sont 

notamment dues à des mutations dans des gènes codant des glycosyltransférases (De Bernabe 

et al., 2003). 

Les structures saccharidiques ont pu accéder en 1988 au rang qui leur était dû, grâce à 

l’avènement d’une nouvelle discipline scientifique baptisée « Glycobiologie » par 

Rademacher, Parekh et Dwek. La Glycobiologie est donc une discipline récente alliant les 

fondements de la biochimie et de la biologie moléculaire des glucides. Son but est de décoder 

le sens de ce troisième alphabet des sucres, qui s'ajoute à celui des protéines et des acides 



 7 

nucléiques. La structure, la (bio)synthèse et le rôle d’un grand nombre de glycannes ont 

aujourd’hui pu être définis dans des processus biologiques aussi variés allant de la 

fécondation chez les mammifères à l’l’intégrité des parois de certaines bactéries 

(peptidoglycannes), en passant par la structure des tissus chez les végétaux (cellulose, 

pectine,…). Etant donnée l’importance des ces molécules dans le monde vivant, leur étude 

revêt aujourd’hui un intérêt économique et un nombre conséquent d’entreprises de 

biotechnologies spécialisées dans la glycobiologie ont vu le jour (synthèse de vaccins dirigés 

contre des oligosaccharides, mise au point de thérapies contre des protéines de la 

glycosylation, synthèse de biopolymères d’origine oligosaccharidique,…). Cependant, l’étude 

des glucides demeure très complexe (« I would say that glycoproteomics is at least an order of 

magnitude more difficult than proteomics », Anne Dell, Pr. de Biochimie des carbohydrates à 

l’Imperial College de Londres) et les travaux les concernant sont encore loin d’être achevés. 

L’unité de génétique moléculaire animale (UGMA, www.umr1061.unilim.fr) est une 

unité mixte de recherche dont les tutelles sont l’université de Limoges et l’INRA. Son objectif 

scientifique principal est d’approfondir la connaissance du génome bovin et de son 

fonctionnement pour mieux comprendre comment la variabilité génétique contrôle la 

variabilité phénotypique de certains caractères d’intérêt agronomique. Son activité de 

recherche s’articule autour de deux grands axes : l’étude du glycogénome et sa contribution 

dans des processus physiologiques (différenciation musculaire) et pathologiques (maladies à 

prions), et l’étude du déterminisme génétique des caractéristiques du muscle et de la 

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

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

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

 
Mon travail de thèse s’inscrit dans la thématique « Glycogénome », qui compte une 

dizaine de statutaires qui se sont intéressés depuis quelques années à la caractérisation des 

gènes bovins de glycosyltransférases (Barreaud et al., 2000 ; Javaud et al., 2000 ; Loriol et 
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al., 2006), à l’étude des relations structure-fonction des enzymes codées par ces gènes (Dupuy 

et al., 1999 ; Holmes et al., 2000 ; Dupuy et al., 2004 ; Loriol et al., 2007), à l’évolution de 

ces enzymes dans le règne animal (Saunier et al., 2001 ; Dupuy et al., 2002 ; Javaud et al., 

2003 ; Petit et al., 2006 ; Harduin-Lepers et al., 2008) mais aussi, depuis peu, aux rôles de ces 

gènes dans certains processus développementaux comme la myogenèse ou pathologiques tels 

que les maladies à Prion (Barret et al., 2005 ; Ermonval et al., 2008). 

En octobre 2005, j’ai rejoint l’équipe qui, au sein de cette thématique, étudie 

l’implication des glycannes et donc des gènes responsables de leur synthèse, dans le processus 

de myogenèse. Cette équipe composée de quatre statutaires utilise deux approches 

complémentaires pour répondre de manière optimale à ses objectifs. Une approche globale qui 

s’appuie sur l’utilisation d’outils technologiques à haut débit et qui consiste à examiner 

simultanément l’expression de 375 gènes de la glycosylation au cours de la différenciation de 

la cellule musculaire. Cette stratégie est conduite afin de révéler de nouveaux gènes pertinents 

à étudier plus en détail dans le processus de myogenèse. Une seconde approche dite « gène 

candidat », qui s’appuie sur les données de la littérature et les résultats de l’approche globale, 

cible les gènes qui contrôlent la glycosylation du récepteur Notch.  

Les chercheurs impliqués dans la thématique « Glycogénome » se sont beaucoup 

intéressés par le passé aux fucosyltransférases et deux d’entre elles, Pofut1 et Pofut2, ont 

particulièrement retenue leur attention. L’enzyme Pofut1 est le point de départ essentiel de la 

synthèse des O-fucosylglycannes trouvés en abondance sur les récepteurs Notch, connus pour 

leurs implications dans l’inhibition du processus de myogenèse. Très peu de choses étaient 

connues, à l’époque, sur la deuxième enzyme, Pofut2. C’est ainsi que l’étude des deux gènes 

Pofut1 et Pofut2 a été entreprise, avec l’idée future de comprendre leur (possible) implication 

dans la myogenèse.  

Mon projet de thèse s’est inscrit dans la continuité du travail de Céline Loriol dont la 

thèse, publiée en 2006, a été consacrée à l’identification, la caractérisation (organisation 

génomique, expressions spatio-temporelle,…) et à l’évolution (analyse phylogénétique) des 

gènes bovins Pofut1 et Pofut2. Par la création et la maîtrise de nombreux outils (culture de 

cellules de mammifères, construction plasmidique, anticorps anti-Pofut1, …), sa contribution 

scientifique a aussi permis d’initier plusieurs études fonctionnelles sur l’enzyme Pofut1 (étude 

structure-fonction, rôle lors du processus de myogenèse) qui ont servi de socle à mon travail 

de thèse. 

D’un point de vue général, l’objectif de ma thèse a été de contribuer à l’étude du rôle 

des O-fucosylglycannes lors du processus de myogenèse, au travers de la voie de signalisation 
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de Notch. Afin de répondre de façon optimale à cet objectif, ma thèse peut se décliner en trois 

parties. 

 

1- Caractérisation fonctionnelle de Pofut1 responsable de la biosynthèse des 

O-fucosylglycannes portés par les motifs  EGF-like. 

 

L’étude des caractéristiques des gènes et des protéines responsables de la synthèse des 

O-fucosylglycannes est un élément essentiel dans la compréhension des mécanismes de 

régulation de la voie de signalisation de Notch. Céline Loriol a déjà caractérisé les gènes 

bovins codant la protéine Pofut1. L’étape suivante, qui constitue la première partie de ce 

manuscrit, est l’étude du fonctionnement enzymatique de Pofut1 avec un intérêt tout 

particulier pour sa N-glycosylation.  

 

2- Analyse de la voie de signalisation de Notch 

au cours du processus de myogenèse. 

 

La voie de signalisation de Notch impliquée dans la myogenèse fait intervenir de 

nombreux acteurs plus ou moins bien décrits dans la littérature. De plus, quelques données 

bibliographiques contradictoires rendent l’influence de cette voie difficile à analyser dans ce 

contexte développemental. Cette partie de mon travail est en quelque sorte une mise à jour de 

la voie de signalisation de Notch au cours du processus de myogenèse. Pour aboutir à ce 

résultat, j’ai analysé l’expression des acteurs de la voie de signalisation de Notch, notamment 

des enzymes constructrices des O-fucosylglycannes, et des marqueurs myogéniques (soit un 

total de 90 gènes), au cours de la différenciation des myoblastes de la lignée murine C2C12, 

en prêtant une attention toute particulière aux deux types cellulaires que sont les myotubes et 

les cellules de réserve. 

 

3- Conséquences de la modification des O-fucosylglycannes sur la myogenèse. 

 

Une fois la voie de signalisation de Notch analysée dans un contexte de myogenèse 

« normale », il convient de modifier l’expression des gènes constructeurs des 

O-fucosylglycannes. Dans cette troisième partie, l’expression dePofut1 est modifiée dans la 

lignée de cellules C2C12 afin d’examiner l’effet de ces changements sur les acteurs de la voie 

de signalisation de Notch et sur le déroulement du programme myogénique. 
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Exposé bibliographique 
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La myogenèse du muscle squelettique 

Du somite à la fibre musculaire contractile 

 

Le corps humain comprend plus de 640 muscles qui représentent en moyenne 40% du 

poids sec du corps. Chez les vertébrés, il en existe trois grands types qui se distinguent par 

leurs caractéristiques développementales, structurales et fonctionnelles : le muscle 

squelettique, le muscle lisse et le muscle cardiaque. Afin de s’accorder au mieux aux objectifs 

de cette thèse, ce manuscrit fera référence uniquement au muscle squelettique, qui, relié au 

système nerveux central et associé aux os du squelette, permet par sa contraction, la motricité. 

La myogenèse du muscle squelettique est un processus complexe qui se caractérise par 

un enchaînement d’évènements cellulaires incluant, entre autres, des étapes de détermination, 

de prolifération et de différenciation (Figure 1). Ces processus sont observables, à différents 

niveaux de complexité, de la méduse à l’être humain, et plusieurs espèces modèles sont plus 

particulièrement étudiées. Les principales connaissances sur le sujet sont issues d’études sur la 

drosophile, le poisson zèbre, le xénope, le poulet et la souris que ce soit par une observation 

du processus « sauvage » ou grâce au génie génétique qui a permis de générer de nombreux 

mutants. Des résultats complémentaires ont aussi été obtenus grâce à l’utilisation de cellules 

en culture que l’on peut séparer en deux types : les cellules fraîchement isolées et utilisées en 

cultures primaires et les lignées cellulaires immortalisées. Leur utilisation présente deux 

intérêts majeurs, tout d’abord elle permet de s’affranchir des questions de bioéthiques posées 

par l’expérimentation animale, ensuite, elle simplifie l’étude de processus souvent trop 

complexes pour être étudiés dans leur globalité. Cependant, cette dernière caractéristique 

introduit un certain biais dans les résultats puisque le modèle cellulaire isolé s’éloigne quelque 

peu du processus in vivo. Les lignées cellulaires myoblastiques, issues de muscle squelettique, 

les plus utilisées sont la lignée murine C2C12 et les lignées de rat L6 et L8.   

Cet exposé bibliographique se focalise sur la myogenèse squelettique chez les 

vertébrés, et plus particulièrement sur l’étude du processus myogénique chez les mammifères 

dont l’organisme modèle principal est la souris. Les données exposées comprennent 

également les résultats obtenus grâce aux cultures de cellules (cultures primaires et lignées 

établies). Bien sûr le modèle murin n’est pas exclusif et les résultats majeurs amenés par 

l’étude d’autres espèces sont aussi considérés. 
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Le processus myogénique peut être subdivisé en de nombreux mécanismes 

moléculaires et cellulaires. Ceux-ci peuvent quelque peu varier en fonction du type de 

muscles en formation, la myogenèse des muscles des membres étant la plus complexe du fait 

de l’éloignement entre le site où naissent les précurseurs myogéniques et la localisation finale 

des cellules musculaires matures. Afin de couvrir le maximum de mécanismes importants 

dans la myogenèse, sans pour autant surcharger ce manuscrit, cet exposé sera plus 

particulièrement centré sur la myogenèse des muscles des membres. 
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Fig.1 : La myogenèse du muscle squelettique du membre chez les vertébrés. Cette 
figure montre les différentes étapes qui mènent à la formation de fibres musculaires 
contractiles à partir des cellules somitiques. Les embryons de souris correspondant à ces 
différents stades de la myogenèse sont montrés sur la gauche. Les gènes et voies de 
signalisation majoritairement impliqués dans les divers stades de la myogenèse sont 
indiqués en italique. E : Ectoderme, N : Notocorde, TN : Tube Neural. 

 

I- La formation des somites 

 

Il est maintenant largement admis que tous les muscles squelettiques chez les 

vertébrés, à l’exception des muscles du crâne et du visage, dérivent de précurseurs présents 

dans les somites (Christ et Ordahl, 1995). Chez un embryon de vertébré, le somite est une 

structure épithéliale, transitoire, de forme sphérique qui entoure une cavité appelée 

somitocœle. Les somites sont délimités par une couche très dense de matrice extracellulaire 

qui les sépare des structures adjacentes que sont le tube neural, la notocorde, l’ectoderme et le 

mésoderme latéral (Figure 2). Ils proviennent de la segmentation du mésoderme paraxial et se 

développent de chaque côté du tube neural et de la notocorde suivant un axe antéro-postérieur, 

de sorte que le somite formé le plus précocement se trouve du côté de la tête de l’embryon. 

En 1976, le modèle « clock and wavefront » a été proposé pour expliquer la régulation 

spatiale et temporelle de la somitogenèse (Cooke et Zeeman, 1976). Dans le mésoderme 

présomitique, l’horloge moléculaire (« clock ») est rythmée par l’oscillation spatio-temporelle 

de l’expression de gènes de la famille des Hes, de Lfng (voir plus bas pour plus de détails), de 

l’ Axin2 (Aulehla et al., 2003) et de Ndkn1 (Ishikawa et al., 2004), les deux derniers étant des 

inhibiteurs de la voie de signalisation des Wnts (Figure 3). Une étude sur des embryons de 

souris a pu montrer que l’activation de la voie de signalisation de Notch, impliquée dans la 

somitogenèse, était sous le contrôle de la voie des Wnts (Aulehla et al., 2003). Ces 

oscillations dues à l’activation et l’inhibition successives des voies de signalisation de Notch 

et des Wnts permettent en quelque sorte au mésoderme présomitique de préparer sa 

segmentation.  

L’horloge moléculaire est un mécanisme crucial pour la formation des somites ; 

cependant il ne permet pas, à lui seul, d’expliquer la segmentation du mésoderme 

présomitique. Un deuxième processus appelé « wavefront » est nécessaire à la somitogenèse. 

Trois acteurs majeurs de ce processus sont exprimés selon des gradients spécifiques le long du 

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

(A) Hybridation in situ sur un embryon entier de souris agé de 9,5 jours post-coïtum 
(p.c.) avec une sonde dirigée contre le gène Uncx1.1. Ce gène 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 caractère épithélial du somite (juste après 
sa formation) ainsi que les tissus qui l’entourent. NT : Tube Neural ; S : Somitocœle ; 
Ec : Ectoderme ; En : Endoderme ; IM : Mésoderme Intermédiaire. (C) Coupe 
transversale d’un embryon de poulet illustrant la dissociation du somite en différents 
tissus soumis à 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’après Kalcheim et Ben-Yair, 2005) 

 

Les gènes FGF8 et Wnt3a sont exprimés dans le mésoderme présomitique selon un 

gradient décroissant qui débute dans la partie caudale pour se terminer au « front de 

détermination ». Au-delà de ce front, le mésoderme présomitique se segmente pour former les 

somites (Dubrulle et al., 2001, Aulehla et al., 2003). L’acide rétinoïque joue aussi un rôle 

primordial dans la segmentation du mésoderme présomitique puisque le gène codant l’enzyme 

responsable de sa synthèse est exprimé selon un gradient inverse de celui de FGF8 (il part des 

somites déjà formés). Ce gradient d’acide rétinoïque aurait par conséquent un effet 

antagoniste à FGF8 (Diez del Corral et al., 2003) (Figure 3). 

Pour résumer, le front d’ondes créé par ces gradients définit une zone limite où le 

mésoderme va se segmenter alors qu’en parallèle, les oscillations spatio-temporelles de 

l’horloge moléculaire permettent de spécifier l’emplacement et la taille du futur somite au 

sein du mésoderme présomitique. En 2007, l’équipe d’Olivier Pourquié, du Stowers Institute 

for Medical Research à Kansas City (E.U.), a démontré le lien entre les deux mécanismes 

puisque les oscillations normalement observées pour les acteurs des voies de Notch et des 

Wnts sont absentes chez les embryons de souris pour lesquels le récepteur à FGF8, Fgfr1, est 

muté (Wahl et al., 2007).  
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Fig.3 : Voies de signalisation majeures régulant la somitogenèse. La périodicité de la 
formation des somites est orchestrée par un oscillateur moléculaire appelé l’horloge de 
segmentation. Les gènes impliqués dans ce mécanisme (Lfng et Hes7) présentent une 
expression cyclique dans le mésoderme présomitique qui progresse selon la direction 
postéro-antérieure (flèche noire en pointillés). Le signal périodique généré par l’horloge 
est converti en somites régulièrement espacés par un mécanisme de positionnement qui 
implique un gradient d’expression postéro-antérieur décroissant de Fgf8 et Wnt3a (flèche 
verte). Ce gradient nécessaire au bon positionnement des limites somitiques est affiné 
par un gradient inverse d’acide rétinoïque (indiqué par l’expression du gène Raldh2, 
flèche rouge). S1 : Somite formé le plus récemment ; S0 : Somite en formation ; S-1 : 
Région du mésoderme présomitique où un somite va se former. (D’après Gridley, 2006) 

 

II- Axialisation dorso-ventrale des somites 

 

Peu de temps après la formation des somites, plusieurs signaux provenant des tissus 

environnants vont entraîner leur compartimentation. Ces transformations, au sein des somites 

néoformés, sont dues à l’intégration de signaux positifs et négatifs provenant du tube neural, 

de la notocorde, de l’ectoderme dorsal et du mésoderme latéral. Ils impliquent les protéines 

Wnts, FGFs, IGFs, Shh, TGFs et BMPs (voir thèse Céline Loriol, 2006). En partie ventrale, le 

somite va former le sclérotome (Figures 1 et 2), composé de cellules mésenchymateuses, qui 

donnera la colonne vertébrale, les côtes, les tendons et les méninges. Le sclérotome peut être 

identifié par les marqueurs moléculaires Pax1, Pax9 et Scleraxis (Cossu et al., 1996). La 

partie dorsale du somite, le dermomyotome, demeure une structure épithéliale qui comme son 

nom l’indique, héberge les précurseurs cellulaires du derme et des muscles (Buckingham et 

al., 2003). Le dermomyotome peut être caractérisé par des marqueurs comme Pax3 (Williams 

& Ordahl, 1994) et Pax7 (Jostes et al., 1990). A ce stade, on note l’apparition de l’expression 

de Myf5 dans la partie épaxiale du dermomyotome de l’embryon de souris (Ott et al., 1991). Il 

est intéressant de noter que chez les embryons d’oiseaux, c’est MyoD qui est exprimé en lieu 

et place de Myf5 (Pownall et Emerson, 1992).  

 



 17 

III- Formation du myotome : 

 

Très tôt après l’apparition du dermomyotome (chez la souris vers 8,75 jours p.c.), des 

cellules se décrochent des extrémités du dermomyotome et migrent en dessous de ce dernier 

pour former un nouveau tissu : le myotome (Figures 1 et 2). Il se compose de cellules 

musculaires mononucléées et différenciées appelées myocytes qui expriment certains 

marqueurs du muscle comme la Desmine (Kaehn et al., 1988) (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4 : Spécification des cellules somitique chez les mammifères. 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 être considéré comme le premier muscle squelettique 

observable au cours du développement. Sa formation dépend de l’expression de Myf5, elle-

même sous le contrôle de Shh (Borycki et al., 1999). Ensuite, au cours de leur différenciation, 

les cellules du myotome vont aussi exprimer les gènes Myog puis MyoD (Ott et al., 1991). Il y 

a 20 ans, on le présentait comme le précurseur de tous les muscles squelettiques (lire Ordahl 

et Le Douarin, 1992, par exemple). Le rôle du myotome est actuellement très discuté. Selon le 

modèle actuel, le myotome médian produit les muscles épaxiaux qui donneront la musculature 

du dos (Christ et Ordahl, 1995 ; Brand-Saberi et al., 1996a), alors que le myotome latéral 

ainsi que la portion latérale du dermomyotome vont donner des muscles hypaxiaux (Spörle et 

al., 1996) qui produiront les futurs muscles abdominaux. Les muscles des membres sont aussi 

considérés comme des muscles hypaxiaux mais ils présentent une situation assez spéciale 

puisqu’ils dérivent non plus du myotome latéral mais uniquement du dermomyotome latéral. 

Ce dernier se désagrège et libère des cellules individuelles, non différenciées, capables de 

proliférer, qui vont migrer vers les bourgeons des membres (Williams et Ordahl, 1994). 

Cependant, le modèle actuel commence à être discuté et certains auteurs considèrent que la 
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musculature du dos proviendrait de précurseurs cellulaires présents dans la partie épaxiale du 

dermomyotome (Biressi et al., 2007 ; Shih et al., 2008) et non pas du myotome médian.  

 

IV- Migration des précurseurs cellulaires des muscles : 

 

Lors du développement des vertébrés, alors que les somites continuent leur 

transformation, les membres vont commencer à se former par l’apparition des bourgeons. Le 

problème qui se pose alors, est que les précurseurs cellulaires qui formeront les muscles se 

situent dans le dermomyotome tandis que les muscles doivent être mis en place au sein des 

membres. Les cellules présentes au sein de l’épithélium du dermomyotome vont donc devoir 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Fig.5 : Délamination et migration des cellules à l’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 gène 
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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 (flèche 1) et postérieurs 
(flèche 2). La flèche 3 indique un flux de cellules en migration qui part du somite et sera 
à l’origine des muscles de la langue. Lbx1 est aussi exprimé dans la moelle épinière. (B) 
Au niveau des membres, les précurseurs cellulaires des muscles des membres (rouge) se 
détachent du dermomyotome (jaune) latéral et sont capables de migrer à des distances 
éloignées. (C) Diagramme schématique de la hiérarchie génétique qui contrôle le 
développement des précurseurs myogéniques en migration. Pax3 contrôle, directement 
ou indirectement, l’expression des gènes c-met et Lbx1. SF/HGF produit par le 
mésenchyme du membre contrôle l’activité de c-met. La production de SF/HGF est sous 
le contrôle de FGFs et de la protéine Shh, secrétés par les tissus environnants. (D’après 
Birchmeier et Brohmann, 2000) 

 

Dans le cas des somites situés à proximité des membres, les précurseurs myogéniques 

Pax3/Pax7-positifs vont se décrocher du dermomyotome hypaxial. Ce processus a lieu grâce à 

l’expression du gène c-met, qui code un récepteur à activité tyrosine kinase (Dietrich et al., 

1999). Son ligand SF/HGF (Scatter Factor/Hepatocyte Growth Factor) a été caractérisé 

comme un facteur qui induit la dissociation de cellules épithéliales en culture. Il est exprimé 

par le mésenchyme présent au niveau des bourgeons des membres (Birchmeier et Gherardi, 

1998). Contrairement aux mutations dans le gène Pax3, les mutants c-met et SF/HGF ne 

présentent pas de défaut dans la formation du dermomyotome, par contre les précurseurs 

cellulaires qui doivent normalement migrer, restent à proximité des somites, accolés au 

dermomyotome. Ceci a pour conséquence l’absence complète de muscles au niveau des 

membres, du diaphragme et de la langue (tous les muscles impliquant une migration des 

précurseurs myogéniques) (Bladt et al., 1995). Ces études ont permis de considérer le gène 

c-met comme l’acteur principal de la délamination et de la migration des cellules jusqu’aux 

sites de myogenèse. 

Parmi les précurseurs myogéniques Pax3/Pax7-positifs présents dans le 

dermomyotome, certains expriment très tôt le gène Lbx1, un facteur de transcription 

comportant un homéodomaine. Il existe une corrélation entre les cellules qui expriment ce 

gène et les cellules qui migrent pour former, par la suite, les masses musculaires des membres 

(Jagla et al., 1995). De plus, l’expression de Lbx1 est induite avant la délamination des 

cellules, maintenue pendant la migration puis dérégulée quand les cellules se différencient 

(Mennerich et al., 1998). Dans les embryons de souris mutés sur le gène Lbx1, les précurseurs 

migrateurs se forment et se décrochent du dermomyotome hypaxial mais migrent de façon 

anormale (Shäfer et Braun, 1999). L’expression simultanée de c-met et Lbx1 définit donc une 

population de cellules capables de migrer depuis le dermomyotome jusqu’à un site éloigné de 

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

 

La découverte des facteurs myogéniques de la famille MyoD représente une avancée 

remarquable dans la recherche sur les processus qui régissent la myogenèse (voir thèse Céline 

Loriol, 2006, pour les caractéristiques structurales et les cinétiques d’expression chez 

l’embryon de souris). Chez les mammifères, on trouve quatre MRF, « Myogenic Regulation 

Factors » : Myf5, MyoD, Myogénine (Myog) et Myf6. Ces protéines, qui appartiennent à la 

super-famille des facteurs de transcription à domaine bHLH (basic-Helix-Loop-Helix), 

présentent deux caractéristiques très importantes et spécifiques: elles sont présentes 

uniquement dans les cellules du muscle squelettique et surtout elles sont toutes capables, avec 

des degrés d’efficacité qui leur sont propres, d’initier le processus myogénique après 

transfection dans un autre type cellulaire (Weintraub et al., 1991).  

Chez la souris, Myf5 est le premier gène de cette famille à être exprimé ; on le détecte 

dans le dermomyotome épaxial puis dans le myotome. L’expression précoce de Myf5, bien 

avant que la différenciation des cellules ne soit phénotypiquement visible, a permis de lui 

attribuer un rôle dans la détermination des précurseurs myogéniques (Ott et al., 1991). La 

détermination myogénique des cellules qui formeront les muscles des membres n’intervient 

cependant qu’une fois les bourgeons des membres atteints où les précurseurs myogéniques 

Lbx1/c-met-positifs commencent à exprimer simultanément MyoD et Myf5 (Tajbakhsh et 

Buckingham, 1994). L’expression de ces deux gènes est sous le contrôle des signaux émis par 

les tissus environnants. Etonnamment, l’inactivation d’un des gènes, Myf5 ou MyoD, 

n’entraîne, à première vue, aucun défaut dans le développement du muscle, ce qui démontre 

un degré de redondance dans la fonction associés à ces deux gènes. Cependant, après des 

recherches plus poussées, il apparaît que les souris Myf5-/- présentent de légers défauts dans la 

musculature du tronc alors que les souris MyoD-/- montrent un développement retardé des 

muscles des membres. Ceci démontre que les fonctions de Myf5 et de MyoD peuvent être 

redondantes dans certains tissus (muscles des membres) et spécifiques dans d’autres 

(formation des muscles épaxiaux) (Braun et al., 1992 ; Rudnicki et al., 1992 ; Berkes et 

Tapscott, 2005). Par contre, le KO simultané des deux gènes entraîne l’absence totale de 

muscles squelettiques et de myoblastes dans les embryons de souris. La présence d’au moins 

un des facteurs, MyoD ou Myf5, est donc nécessaire pour que les cellules somitiques 

multipotentes s’engagent dans la voie myogénique (Rudnicki et al., 1993). On a, par 

conséquent, attribué à ces deux facteurs un rôle de détermination myogénique. Une étude 
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supplémentaire, menée avec une série allélique de trois mutants Myf5, a récemment révélé que 

Mrf4 (d’habitude assigné à un rôle dans la maturation des myotubes en fibres musculaires 

contractiles, voir plus bas) est aussi impliqué dans les évènements de détermination 

myogénique (Kassar-Duchossoy et al., 2004).  

 

VI- Prolifération des myoblastes 

 

Au cours de la myogenèse, les cellules somitiques vont subir une spécialisation qui 

sera à l’origine de fibres musculaires fonctionnelles. Cependant, le nombre de cellules 

présentes dans les somites n’est pas suffisant pour assurer la formation de tous les muscles du 

corps. Après leur délamination du dermomyotome et leur migration jusqu’aux bourgeons des 

membres, les précurseurs des cellules musculaires vont devoir se multiplier et ainsi générer un 

nombre suffisant de cellules musculaires, on parle d’étape de prolifération. On trouve peu de 

données sur l’étude, in vivo, du phénomène de prolifération des cellules myoblastiques.  De ce 

fait, de nombreux éléments ont uniquement pu être mis en évidence, in vitro, grâce à des 

cellules en culture.   

Pax3 est directement ou indirectement par l’activation du gène c-met, nécessaire au 

maintien des cellules dans une phase proliférative (Buckingham et al., 2003). Un facteur à 

homéodomaine, Msx1 (muscle-segment homeobox 1), est présent dans les précurseurs 

cellulaires des muscles en cours de migration et présente la capacité de garder des myoblastes 

en culture dans un état prolifératif (Houselstein et al., 1999). Sa sur-expression, dans des 

cellules musculaires différenciées, entraîne même leur « dédifférenciation » et un retour à 

l’état prolifératif (Odelberg et al., 2000). Les deux facteurs de transcription Pax3 et Msx1 ont 

donc des rôles clés dans la prolifération des myoblastes mais on connaît peu de choses sur les 

gènes qu’ils activent et donc sur les changements cellulaires qu’ils induisent. Un autre facteur 

important, le « Serum Response Factor » (SRF), s’ajoute aux deux premiers, sa fonction 

principale est l’induction de gènes impliqués dans la prolifération et le cycle cellulaire (Chai 

et Tarnawski, 2002). 

Plusieurs membres de la famille des FGFs, dont les plus étudiés dans le cadre de la 

myogenèse sont FGF2 (Clegg et al., 1987 ; Olwin et al., 1994a), FGF4 et FGF6 (Armand et 

al., 2006), sont impliqués dans le prolifération des myoblastes (Brand-Saberi et al., 1999). On 

suppose que les voies de signalisation impliquant les FGFs (voir Ornitz et Itoh, 2001, pour 

revue) initient cette prolifération (Edom-Vovard et al., 2001). En effet, il a été montré, in 
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vitro, sur des cellules myoblastiques, que la réduction du niveau d’expression des FGFs 

provoque la sortie du cycle cellulaire, l’augmentation de l’expression des MRFs et la 

différenciation terminale des cellules (Olson, 1992).  

Le traitement de lignées cellulaires de muscles squelettiques et de cellules primaires 

musculaires par les TGFβs inhibe, de façon dose-dépendante, l'expression de tous les 

principaux marqueurs de la différenciation myogénique, et stimule la prolifération des cellules 

(Florini et al., 1991 ; Loriol, 2006). Les TGFβs sont aussi capables de maintenir les 

myoblastes dérivés de culture primaire dans un état prolifératif et indifférencié (Brand-Saberi 

et Christ, 1999). Enfin, l’un des acteurs essentiels du processus de prolifération est le 

récepteur Notch dont l’implication sera détaillée plus loin (voir page 59). 

Parmi les gènes impliqués dans la prolifération des myoblastes, certains sont aussi 

capables d’induire la différenciation, c’est le cas des récepteurs à FGFs,  FGFR1 (Templeton 

et Hauschka, 1992) et FGFR4 (Marics et al., 2002). La balance entre la prolifération et la 

différenciation est très fragile et nous montre à quel point les deux processus sont liés dans le 

cas de la myogenèse. 

 

VII- Différenciation des myoblastes 

 

1) Déroulement de la différenciation : 

 

La différenciation des myoblastes représente une étape majeure dans le déroulement 

de la myogenèse. Après une phase très active de prolifération, les myoblastes sortent du cycle 

cellulaire puis s’alignent pour préparer la fusion en myotubes multinucléés. Enfin, les 

myotubes vont subir une étape de maturation pour donner des fibres musculaires 

fonctionnelles (Figure 1). Lors de l’embryogenèse, la différenciation des cellules musculaires 

se déroule en deux phases : on parle de myogenèse primaire et secondaire. Au cours de la 

première phase (environ 11 jours p.c.), les précurseurs myogéniques (appelés myoblastes 

embryonnaires) qui ont migré du dermomyotome vers les membres commencent à se 

différencier en fibres musculaires multinucléées appelées « fibres primaires ». La myogenèse 

secondaire apparaît entre 14,5 et 17,5 jours p.c. et implique la fusion des myoblastes fœtaux 

entre eux, formant ainsi des fibres secondaires (en général plus petites et entourant les fibres 

primaires) (Duxson et al., 1989) et/ou avec des fibres primaires préexistantes (Evans et al., 

1994 ; Dunglison et al., 1999 ; Biressi et 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’après différenciation, les myocytes issus du myotome seront ensuite 
intégrés aux fibres musculaires épaxiales. Les cellules positives pour Pax3 et Pax7 sont à 
l’origine de tous les autres précurseurs des cellules musculaires (myoblastes 
embryonnaires, fœtaux et cellules satellites). Les myoblastes embryonnaires et fœtaux 
formeront des fibres primaires et secondaires, respectivement. Les cellules satellites 
apparaissent à 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 rôle dans des conditions non pathologiques 
reste peu exploré. (D’après Biressi et al., 2007) 

 

2) Gènes impliqués dans la différenciation : 

 

Les myoblastes en prolifération expriment déjà Myf5 et MyoD. Ils sont déjà destinés à 

devenir des cellules musculaires, cependant un certain nombre d’autres signaux se doivent 

d’être intégrés pour amorcer le processus de différenciation myogénique. Ce dernier résulte 

d’un équilibre très fin entre arrêt de la prolifération, arrêt de l’inhibition de la différenciation 

et activation de l’expression des gènes myogéniques primaires (codant des facteurs de 

transcription) induisant ensuite l’expression des gènes structuraux et fonctionnels de la cellule 

musculaire. 

 

- Arrêt de la prolifération et levée de l’inhibition de la différenciation : 

La réception des signaux provenant des tissus environnants va tout d’abord moduler 

l’expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire, comme en témoigne l’augmentation 

de l’expression des gènes Cdkn1a (p21) et Cdkn1c (p57) (Kitzmann et Fernandez, 2001), 
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signant l’arrêt de la prolifération des myoblastes. Découvert en 1997, le gène Gdf8 qui code la 

Myostatine, une protéine de la famille des TGFβ, est impliqué dans l’inhibition de la 

prolifération et de la différenciation des myoblastes (Joulia-Ekaza et Cabello, 2006). En effet, 

certaines mutations de ce gène entraînent une forte hausse de la masse musculaire chez le 

bovin (Grobet et al., 1998), la souris (McPherron et al., 1997) et même chez l’Homme 

(Schuelke et al., 2004), preuve d’un dérèglement sévère dans le fonctionnement normal du 

processus de différenciation myogénique. Plusieurs gènes exercent aussi une inhibition sur la 

différenciation, l’un des exemples les plus étudiés est celui de la famille Six. La 

sous-expression, in vivo, de Six1 dans des embryons de poulet peut induire l’expression de 

gènes spécifiques du muscle (Heanue et al., 1999 ; Kawakami et al., 2000). La voie de 

signalisation de Notch joue aussi un rôle conséquent dans l’engagement des cellules 

myogéniques dans le processus de différenciation (voir page 59).  

 

-L’activation du programme myogénique : 

L’activation du programme de différenciation myogénique se caractérise par 

l’apparition de protéines structurales et fonctionnelles, spécifiques du muscle comme la 

Créatine-kinase (MCK), le récepteur à l’acétylcholine (AchR), la Desmine et les différentes 

Myosines (Yun et Wold, 1996). L’expression de ces protéines est co-régulée, soit directement 

soit indirectement, par les protéines de la famille des Mrfs (MyoD, Myf5, Myog, Myf6 ou 

Mrf4), des co-activateurs des Mrfs comme E47 et E12 (facteurs à domaine HLH favorisant 

l’action des Mrfs en formant des hétérodimères avec ces derniers, voir Loriol, 2006), et des 

protéines appartenant à la famille des régulateurs à domaine MADS, les Mef2 (Mef2a, b, c et 

d, voir Loriol, 2006). Alors que les gènes Myf5 et MyoD sont exprimés très tôt au cours du 

développement (voir page 20), les facteurs de transcription Myog et Mef2 sont absents 

jusqu’à l’induction de la différenciation, puis leur expression augmente considérablement au 

cours du processus. Leur présence simultanée va permettre l’activation de l’expression des 

gènes spécifiques des muscles et ainsi initier la différenciation terminale des myoblastes (Yun 

et Wold, 1996). Les souris KO pour le gène de la Myogénine montrent une réduction 

drastique du nombre de fibres musculaires. Il semble que les myotubes soient remplacés par 

des myoblastes ce qui permet d’affirmer que la Myogénine est nécessaire à la différenciation 

des myoblastes en myotubes (Nabeshima et al., 1993). Le dernier Mrf, Myf6, a été moins 

étudié. Des données sur son expression in vivo et dans des cultures cellulaires ont soulevé 

l’idée de son rôle dans la maturation des myocytes (Bober et al., 1991). Les mutants Myf6 de 

souris présentent en effet de légères baisses d’expression de certains marqueurs musculaires 
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comme celui de la chaîne lourde de la Myosine embryonnaire dans les fibres rapides. On 

retrouve aussi quelques défauts dans les fibres secondaires. Cependant, il faut bien noter que 

le phénotype de ces souris est très modéré par rapport à celui des mutants Myog. L’un des 

faits majeurs des mutants Myf6 est la baisse très importante du niveau d’expression de Myf5 

(Arnold et Braun, 1996). Un rôle beaucoup plus précoce que celui démontré jusqu’alors a été 

récemment confirmé. Il a été observé que du muscle squelettique était présent dans les souris 

KO pour Myf5 et MyoD, à condition que l’expression de Myf6 ne soit pas compromise 

(Kassar-Duchaussoy et al., 2004). Myf6 participe donc lui aussi à la détermination des 

myoblastes (Figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7 : Expression et hiérarchie génétique des facteurs clés du processus myogénique. 
(A) Représentation schématique de l’expression des gènes 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 l’expression 
temporelle des transcrits dans les somites et les bourgeons des membres. (D’après 
Buckingham, 1992 ; Loriol, 2006). (B) Pax3, Myf5 et Mrf4 agissent en amont de MyoD 
pour la myogenèse dans le tronc et dans les membres. Mrf4 peut activer la myogenèse 
embryonnaire mais pas fœtale, même en absence de Myf5 et MyoD. MyoD peut 
initialement être activé par Myf5 et Mrf4, et plus tard par Pax3. Myf5, MyoD et Mrf4 sont 
les gènes de la détermination. Les flèches indiquent des relations génétiques mais pas 
nécessairement des interactions directes entre protéines. (D’après Kassar-Duchossoy et 
al., 2004) 
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- L’effet des contacts cellulaires : 

Pour se différencier, les cellules musculaires sont soumises à un phénomène appelé 

« l’effet de communauté ». Cela signifie qu’une cellule peut entamer le processus de 

différenciation et ainsi former un tissu, uniquement si elle se trouve en présence d’un nombre 

suffisant de cellules du même type (Gurdon et al., 1993). Chez la souris, des expériences 

consistant à cultiver des cellules du mésoderme paraxial présomitique et somitique montrent 

qu’elles formeront un tissu musculaire complètement différencié uniquement avec un 

minimum de départ de 30-40 cellules du même type (Cossu et al., 1995). Cet effet de 

communauté est lié à la sécrétion de FGFs (pas encore formellement identifiés chez les 

mammifères) qui, présents au-delà d’un certain seuil de concentration, lèvent l’inhibition de la 

différenciation (Marics et al., 2002). Les contacts cellulaires entre les myoblastes sont aussi 

nécessaires à l’activation de la différenciation myogénique (Krauss et al., 2005). Plusieurs 

classes de protéines d’adhésion sont impliquées dans la régulation de la différenciation 

myogénique, les plus documentées font partie de la famille des Cadhérines et de la 

superfamille des Immunoglobulines. 

Parmi les Cadhérines, la N-Cadhérine est exprimée des somites nouvellement formés 

aux fibres musculaires innervées en passant par les myoblastes en fusion (Cifuentes-Diaz et 

al., 1994 ; Linask et al., 1998). Des anticorps qui neutralisent ces protéines inhibent la 

différenciation de nombreuses cellules musculaires en culture (George-Weinstein et al., 

1997 ; Charrasse et al., 2002). La M-Cadhérine est, quant à elle, spécifique du muscle 

squelettique. Elle est retrouvée dans les masses musculaires au cours de leur différenciation 

(Donalies et al., 1991). Certains peptides capables de bloquer l’action de la M-Cadhérine ou 

des ARNi inhibent la production de protéines structurales spécifiques du muscle dans des 

cultures de myoblastes L6 de rat (Zeschnigk et al., 1995). 

Dans la superfamille des Immunoglobulines, la protéine NCAM (neural cell adhesion 

molecule) participe à la fusion des myoblastes. Chez la souris, les ARNm du gène Ncam sont 

exprimés dans les somites, et tout au long de la myogenèse des isoformes spécifiques 

montrent des changements dans leur niveau d’expression (Lyons et al., 1992). La 

surexpression de certaines isoformes dans les myoblastes de la lignée murine C2 entraîne la 

sortie du cycle cellulaire, amplifie l’activité créatine-kinase et augmente le taux de fusion des 

myoblastes (Dickson et al., 1990). La O-glycosylation de ces NCAMs a aussi son importance 

puisque ses O-glycannes régulent positivement la fusion des myoblastes, in vitro, alors que la 

polysialylation sur des chaînes N-glycanniques spécifiques est connue pour augmenter la 

répulsion entre les membranes et empêcher ainsi les contacts cellulaires (Johnson et al., 



 27 

2005). Dans la famille des Immunoglobulines, on trouve également trois protéines associées à 

la surface des cellules musculaires en différenciation : CDO (aussi appelé CDON), BOC et la 

Néogénine. Leur profil d’expression au cours de la myogenèse est très similaire. Elles sont 

exprimées dans les somites, le dermomyotome, le myotome et dans les muscles en 

développement, mais sont absentes des fibres musculaires matures (Kang et al., 1998 ; 

Mulieri et al., 2000 ; Kang et al., 2002 ; Mulieri et al., 2002 ; Kang et al., 2004). Leur 

surexpression dans des lignées cellulaires myoblastiques accélère et amplifie la formation des 

myotubes (Kang et al., 2003). Ces trois protéines forment un complexe transmembranaire 

dont la composante extracellulaire est BOC alors que CDO et la Néogénine jouent aussi un 

rôle de signalisation intracellulaire (Kang et al., 2002). Ces protéines ne sont pas des protéines 

d’adhésion mais elles se comportent comme un récepteur capable d’activer certains facteurs à 

domaine bHLH et de la famille NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cell). Ces derniers  sont 

déjà connus pour jouer un rôle dans la migration et la croissance des axones (Graef et al., 

2003), ainsi que dans plusieurs étapes de la myogenèse incluant la fusion des myoblastes 

(Horsley et Pavlath, 2002). 

 

VIII- Fusion des myoblastes : 

 

L’activation du processus de différenciation myogénique va entraîner de profonds 

changements morphologiques au sein des futures cellules musculaires qui auront comme 

conséquence la formation des fibres musculaires fonctionnelles. Différents mécanismes 

entrent en jeu : l’attraction et l’adhésion des myoblastes entre eux, leur allongement et leur 

fusion. Ce processus aboutit à la formation des myotubes multinucléés (Krauss et al., 2005).  

Chez les vertébrés, la quasi-totalité des données acquises sur la fusion des myoblastes 

a été obtenue à partir de cultures cellulaires dans lesquelles la fusion peut être synchronisée 

(Wakelam et al., 1985). Ces études in vitro ont permis de montrer l’implication de plusieurs 

classes de protéines. On sait depuis longtemps que certaines protéines de surface comme des 

lectines (ConcanavalineA, Sandra et al., 1977 ; Wheat germ Agglutinine, Muroya et al., 1994) 

sont impliquées dans la fusion des myoblastes. De nombreuses autres protéines ont ensuite été 

identifiées ; elles sont listées avec leurs fonctions associées dans la figure 8 (Abmayr et al., 

2003 ; Horsley et Pavlath, 2004). De récentes études in vitro sur la fusion de myoblastes de 

mammifères ont démontré l’existence de deux étapes de fusion : d’abord la fusion de deux 

myoblastes pour former un myotube naissant puis d’autres fusions impliquant ce myotube et 
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d’autres myoblastes (Horsley et Pavlath, 2004). Il est cependant très difficile de valider ces 

données in vivo, chez les vertébrés, car le processus de fusion est asynchrone et donc 

difficilement analysable. Par contre, des espèces dont l’organisation cellulaire est plus simple 

ont permis de résoudre certains de ces problèmes.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8 : Processus de fusion des myoblastes chez les mammifères. (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’après Horsley et Pavlath, 2004) 

 

L’organisme le mieux adapté pour l’étude de la fusion des myoblastes est la 

drosophile. Sa musculature somatique exerce les mêmes fonctions que les muscles 

squelettiques des vertébrés et les changements cellulaires observés lors du processus de fusion 

sont morphologiquement similaires (Dworak et Sink, 2002 ; Chen et Olson, 2004).  

Sur la base de leur comportement différent durant la fusion, deux types de myoblastes 

ont été mis en évidence chez la drosophile. Ces deux types cellulaires sont spécifiés par la 

voie de signalisation de Notch et le processus d’« inhibition latérale » qu’elle induit, (voir 

page 51). On distingue les cellules « fondatrices du muscle » (CF) et les cellules 

« compétentes à la fusion » (CCF) (Chen et Olson, 2004). Initialement, une CF fusionne avec 

une ou deux CCF pour former un précurseur musculaire bi- ou trinucléé (Bate, 1990). Ensuite, 

la fusion de ce précurseur musculaire avec d’autres CCF aboutit à la formation de myotubes 

multinucléés (Bate, 1990). Les données accumulées sur la fusion des myoblastes chez la 

drosophile sont résumées sur la figure 9. Cependant, chez les mammifères, les protéines 

homologues à celles impliquées dans la fusion des myoblastes de drosophile ne sont pas 

encore établies sur le plan fonctionnel (Horsley et Pavlath, 2004). Seul un facteur de 

transcription, NFATC2, a pour l’instant été découvert chez les deux espèces. Son activité est 

dépendante du calcium et demeure nécessaire pour la croissance du muscle. Il représente un 

espoir thérapeutique pour les traitements après une blessure ou pour combler le manque de 

masse musculaire dû à l’âge ou à la maladie (Pavlath et Horsley, 2003).    
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Fig.9 : Le processus de fusion des myoblastes chez la drosophile. (A) Evènements 
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 reconnaît 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 gènes en bleu s’expriment à 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 à la Pleckstrine ; SH : domaine 
homologue à Src ; TM : domaine transmembranaire ; TPR : répétition tétratricopeptide. 
(D’après Chen et Olson, 2004) 
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IX- Myogenèse primaire et secondaire :  

 

Toutes les fibres musculaires sont produites à partir de la fusion des cellules 

myogéniques dérivant des précurseurs Pax3/Pax7-positifs (Figure 6). Cependant, la formation 

des fibres chez les vertébrés est un processus multiphasique qui implique deux vagues de 

différenciation successives. Durant la myogenèse primaire (11 jours p.c. chez la souris), les 

fibres sont générées par la fusion des myoblastes embryonnaires (Kelly et Zacks, 1969) ; elles 

sont constituées d’un petit nombre de myotubes qui augmentent progressivement de taille et 

acquièrent leur forme ronde observable en section transversale. Lors de la phase plus tardive 

(16 jours p.c.), les fibres secondaires, formées par les myoblastes fœtaux, naissent initialement 

à l’endroit où les fibres primaires commencent à être innervées (Duxson et al., 1989). Les 

myotubes secondaires restent d’abord attachés aux fibres primaires puis s’allongent ensuite et 

deviennent des fibres indépendantes de taille plus petite que les fibres primaires (Kelly et 

Zacks, 1969) (Figure 6). Les fibres primaires et secondaires diffèrent par l’expression 

d’isoformes de chaîne lourde de Myosine (MyHC). D’autres gènes comme ceux codant la 

créatine kinase, l’énolase β et la PkCθ (une protéine kinase impliquée dans plusieurs 

processus de prolifération et de différenciation) sont exprimés différentiellement dans les 

deux types de fibres (Barbieri et al., 1990; Zappelli et al., 1996 ; Ferrari et al., 1997). Il a 

aussi été démontré que Myf5, MyoD et Mrf4 peuvent indépendamment initier le programme 

myogénique durant la myogenèse primaire alors que seuls Myf5 ou MyoD peuvent remplir ce 

rôle lors de la myogenèse secondaire (Kasar-Duchossoy et al., 2004 ; Biressi et al., 2007).  

 

X- Fibres lentes et rapides : 

 

Les muscles des mammifères sont composés de deux types de fibres ayant des 

propriétés de contraction propres (vitesse et durée de contraction liée à l’activité ATPasique) 

et des formes de myosine différentes. On distingue les fibres lentes caractérisées par la 

présence de chaînes lourdes de Myosine de type I et une forte densité mitochondriale ce qui 

induit un métabolisme majoritairement oxydatif. Les fibres rapides expriment les chaînes 

lourdes de Myosine de type IIa, IIx et IIb. Les fibres présentant des Myosines de type IIb 

montrent une densité mitochondriale amoindrie et donc un métabolisme principalement 

glycolytique (Booth et Thomason, 1991 ; Casas et al., 2008). En général, chez les 

mammifères, les fibres primaires sont programmées pour un « phénotype lent » alors que les 
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fibres secondaires vont adopter un « phénotype rapide » (Zhang et McLennan, 1998 ; 

Wigmore et Evans, 2002). Cependant, lors d’exercices physiques ou en cas de pathologies, on 

observe des transitions entre fibres lentes et rapides (Olson et Williams, 2000). Les 

mécanismes moléculaires régulant ces phases tardives du développement du muscle restent 

encore relativement inexplorés. Toutefois, des voies de signalisation et des facteurs de 

transcription impliqués dans ces phénotypes lent et rapide commencent à être élucidés. Il a été 

proposé qu’une voie de signalisation dépendante du calcium et activée par la Calcineurine, 

agissant par l’intermédiaire du facteur de transcription NFAT, jouait un rôle majeur dans 

l’expression des gènes définissant le phénotype lent (Olson et Williams, 2000). La voie de 

signalisation Ras/MAPK/ERK est un autre médiateur important de l’activation des gènes 

spécifiques des muscles lents (Murgia et al., 2000). Ces changements adaptatifs au sein des 

muscles impliquent des processus de réarrangements moléculaires et cellulaires qui font 

intervenir les cellules satellites (voir le chapitre suivant) (Martins et al., 2006).  

 

XI- Les cellules satellites : 

 

Après la naissance, les muscles squelettiques, en plus de leur croissance naturelle, sont 

sujets à de nombreux stress liés à l’exercice physique et aux éventuelles blessures. Ceci 

requiert une source renouvelable de cellules capables de réparer les fibres endommagées ou 

d’augmenter la masse musculaire lors du développement post-natal. Depuis leur découverte 

en 1961, ces cellules ont fait l’objet d’un grand nombre d’études, en forte augmentation ces 

dernières années ; on les appelle cellules satellites ou cellules souches du muscle squelettique 

(Mauro, 1961). Les cellules satellites sont situées à la périphérie des fibres musculaires, entre 

la lame basale et le sarcolemme, ce qui constitue un emplacement optimal à leur fonction 

(Figure 10). Elles représentent entre 2 et 5 % des noyaux d’une fibre musculaire mature 

(Figeac et al., 2007). Elles montrent des caractéristiques morphologiques, développementales 

et moléculaires qui leur sont propres. Initialement quiescentes, leur potentiel prolifératif et 

leur capacité à se différencier donnent de grands espoirs aux thérapies cellulaires visant à 

réparer les muscles en cas de maladies comme les dystrophies musculaires (Chen et 

Goldhamer, 2003). De nouvelles approches de purification, soit par préparation de fibres 

isolées (Collins et al., 2005), soit par cytométrie en flux à partir de souris Pax3GFP/+ 

(Montarras et al., 2005) ont prouvé que les cellules satellites étaient la source majeure de 

précurseurs myogéniques nécessaires à la régénération du muscle post-natal. Les autres 
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précurseurs proviendraient des cellules souches mésoangioblastiques dérivées des vaisseaux 

sanguins et également dépendantes de l’expression de Pax3 (Minasi et al., 2002) (Figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 à l’hématoxyline et à l’éosine 
permet de mettre en évidence la multinucléation des cellules musculaires différenciées. 
(D) Fibre musculaire (noyaux verts) isolée à partir d’un muscle : la cellule coloré en 
rouge et blanc représente une cellule satellite (flèche blanche).  

 

1) Origine embryonnaire des cellules satellites : 

 

Les cellules satellites apparaissent dès la fin de l’embryogenèse, aux environs de 16 

jours p.c. chez la souris (Bischoff, 1997). Des expériences récentes de greffe de 

dermomyotome de caille sur des embryons de poulet ont permis de déterminer l’origine 

précise des cellules satellites des différents muscles présents dans un organisme. Les cellules 

satellites du tronc proviennent des cellules Pax3/Pax7-positives présentes dans le 

dermomyotome central (Gros et al., 2005) alors que celles des membres dérivent des cellules 

précurseurs Pax3-positives du muscle qui migrent du dermomyotome hypaxial (Schienda et 

al., 2006). 
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2) Marqueurs moléculaires : 

 

On considère souvent que les cellules satellites constituent une population homogène 

de progéniteurs musculaires (Bischoff, 1997). Elles sont caractérisées par l’expression de 

Pax7 (Seale et al., 2000) ; ce marqueur est d’ailleurs utilisé pour localiser les cellules satellites 

chez de nombreuses espèces allant du poisson à l’être humain (Figeac et al., 2007). Dans la 

même famille, Pax3 est exprimé par les cellules satellites dans tous les muscles à quelques 

exceptions près, comme par exemple dans les muscles du bas de la jambe où le gène cesse 

d’être transcrit (Relaix et al., 2006). D’autres marqueurs ont été identifiés comme c-met 

(Cornelison et Wold, 1997), Myocyte Nuclear Factor (MNF ; Hawke et Garry, 2001), 

M-Cadherin (Irintchev et al., 1994), VCAM1 (Rosen et al., 1992), NCAM (Illa et al., 1992), 

CD34 (un marqueur des cellules souches hématopoïétiques ; Beauchamp et al., 2000) et des 

protéoglycannes à héparane sulfate, syndecans 3 et 4 (Cornelison et al., 2001). Cependant, 

plusieurs études ont soulevé l’hypothèse qu’il existerait plusieurs sous-populations de cellules 

satellites. Par exemple, l’expression de certains marqueurs cités précédemment comme CD34, 

la M-Cadhérine ou même Myf5 montre une certaine hétérogénéité dans les populations de 

cellules satellites issues de fibres fraîchement isolées (Beauchamp et al., 2000). Récemment, 

en 2007, une étude vient de montrer que parmi les cellules satellites Pax7-positives, on peut 

distinguer deux sous-populations en se basant sur l’expression du gène Myf5. Les cellules 

satellites constituent donc une population hétérogène composée de cellules souches 

(Myf5-négatives, environ 10 %) et de progéniteurs myogéniques déjà déterminés 

(Myf5-positifs, 90 %) (Kuang et al., 2007).  

 

3) Activation des cellules satellites : 

 

La quiescence des cellules satellites est assurée par un certain nombre de facteurs 

comme MNFβ (Myocyte Nuclear factor β) (Garry et al., 2000), la Myostatine (McCroskery et 

al., 2003) ou Msx1 (qui, de façon intéressante, est aussi impliqué dans la régulation négative 

de la différenciation des myoblastes) (Houzelstein et al., 1999) comme en témoigne la 

disparition de leur expression dans des cellules satellites en prolifération. 

Il existe plusieurs signaux capables d’activer des cellules satellites (Le Grand et 

Rudnicky, 2007). Parmi les plus détaillés, on trouve le stress lié à l’étirement ou à la blessure 

d’un muscle qui induit la synthèse d’oxyde nitrique. Cette molécule induit la libération dans le 

milieu extracellulaire de deux protéines capables d’activer les cellules satellites : SF/HGF 
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(dont le récepteur est c-met) (Wozniak et Anderson, 2007) et la Follistatine (un antagoniste de 

la Myostatine) (Pisconti et al., 2006). Des facteurs de croissance sécrétés par le 

microenvironnement des fibres musculaires sont aussi des stimuli importants ; les FGFs sont 

capables d’induire la cascade de signalisation Ras/MAPK/ERK nécessaire à l’activation des 

cellules satellites (Jones et al., 2005).  

Une fois activées, les cellules satellites vont migrer en dehors de la lame basale 

(ré)entrer dans le cycle cellulaire puis coexprimer Pax7 et MyoD (Figure 11). Les 

« descendants » de ces cellules activées, les myoblastes squelettiques, vont effectuer plusieurs 

cycles de division et dans la plupart des myoblastes, l’expression de Pax7 va chuter entraînant 

l’expression de la Myogénine et donc la différenciation en myotubes puis la fusion avec les 

fibres préexistantes (Le Grand et Rudnicky, 2007). Une fraction de ces myoblastes va 

cependant maintenir l’expression de Pax7, perdre l’expression des facteurs myogéniques et 

quitter le cycle cellulaire (Olguin et Olwin, 2004 ; Zammit et al., 2004). Ces cellules 

Pax7-positives et MyoD-négatives sont supposées assurer la fonction de renouvellement des 

cellules satellites (Collins et al., 2005). Dans l’étude qui démontre l’existence de deux 

sous-populations de cellules satellites, les auteurs démontrent que celles qui n’expriment pas 

Myf5 sont capables de se diviser de façon asymétrique pour donner une cellule-fille 

Myf5-positive destinée à se différencier et une cellule-fille « souche » Myf5-négative capable 

d’assurer le renouvellement des cellules satellites (Kuang et al., 2007). Ce mécanisme permet 

au muscle de se régénérer tout en lui permettant de garder son potentiel de régénération.    

Lors de la différenciation des cellules de la lignée C2C12 (Figure 10), on observe un 

taux de fusion d’environ 50% ce qui signifie que la moitié des noyaux de la population 

cellulaire n’est pas contenu dans les myotubes. Ces cellules mononuclées partagent de 

nombreuses caractéristiques avec les cellules satellites comme le fait d’être quiescentes et de 

pouvoir ré-entrer dans le cycle cellulaire pour se multiplier puis se différencier en myotubes. 

Ces cellules sont appelées cellules de réserve et constituent un modèle d’étude pour les 

cellules satellites (Yoshida et al., 1998). 
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Fig.11 : La régénération des fibres musculaires chez les vertébrés. (A) Représentation 
schématique de la myogenèse chez l’adulte. Des cellules satellites quiescentes du muscle 
squelettique peuvent être 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 façon 
asymétrique pour engendrer une cellule-fille pouvant se renouveler (flèche bleue, Myf5-) 
et une cellule-fille destinée à se différencier (flèche verte, Myf5+). La cellule Myf5+ 
activée quitte sa niche sous la lame basale et se divise. Les myoblastes Myf5+ servent 
principalement à la différenciation et donc à former de nouvelles fibres. Certains 
myoblastes activés peuvent aussi sous-exprimer MyoD et revenir à un état quiescent 
(flèche rouge). Il est supposé que les cellules satellites souches Myf5- pourraient aussi 
être capables de donner des précurseurs participant à la régénération des fibres 
musculaires (flèche grise). (D’après Kuang et al., 2007) 
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La Voie de signalisation de Notch : 

Fonctionnement et implication dans la myogenèse 

 

 

La voie de signalisation du récepteur Notch a été découverte grâce à des études 

génétiques menées chez la drosophile, et son nom (notch en anglais signifiant entaille, 

échancrure) provient de l’effet de certains allèles de ce gène qui engendrent des ailes 

échancrées chez les mouches hétérozygotes (Dexter, 1914). Les drosophiles mutées sur le 

gène Notch présentent un phénotype « neurogénique ». En effet, la mutation induit un nombre 

anormalement élevé de neurones, formés aux dépens des cellules de l’épiderme. Ces 

premières observations ont suggéré que le gène Notch était impliqué dans le devenir des 

cellules. Le clonage du gène a été effectué en 1985 et depuis, le récepteur Notch est l’une des 

protéines les plus étudiées à travers le monde. Pour preuve, en août 2008, une recherche 

utilisant les mots-clés « Notch signaling 2008 » dans la base de données PubMed donne plus 

de 400 entrées. 

 

I- Structure du récepteur Notch : 

 

Le récepteur Notch est une protéine transmembranaire de type I (un seul domaine 

transmembranaire) dont les parties extracellulaire et intracellulaire constituent deux entités 

fonctionnelles et structurales, radicalement distinctes (Figure 12). La véritable activité 

biologique est assurée par la partie intracellulaire (facteur de transcription), NICD pour 

« Notch intracellular domain » alors que la partie extracellulaire, ECD pour « extracellular 

domain »,  exerce une régulation très fine sur cette activité. 
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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) où les deux 
segments de Notch sont liés de façon non covalente. Dans sa partie intracellulaire, Notch 
comporte une région appelée RAM suivie par des répétitions ankyrine ; cette région est 
nécessaire à l’interaction 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 l’activité transcriptionnelle de Notch. 
Les traits verticaux jaunes représentent des signaux de localisation nucléaire et S1 à S4, 
les sites séquentiels de protéolyse indispensables à la transduction du signal. 

 

1) Le récepteur Notch est un hétérodimère : 

 

Le récepteur Notch est synthétisé sous la forme d’un précurseur d’environ 320 kDa. 

Le site S1 (de séquence RQRR) est clivé constitutivement par une Convertase de type Furine 

dans le trans-Golgi. Les parties extra- (environ 220 kDa) et intracellulaires (entre 80 et 100 

kDa) sont ensuite exportées vers la membrane plasmique par les voies de secrétion sous la 

forme d’un complexe hétérodimérique (Figure 12). Cette structure est nécessaire à l’activité 

de Notch chez les mammifères (Blaumueller et al., 1997 ; Logeat et al., 1998). Chez la 

drosophile, Notch semble être présent majoritairement sous sa forme non clivée (Kidd et 

Lieber, 2002). Plusieurs études démontrent cependant que la forme hétérodimérique demeure 

la forme active bien qu’elle soit présente en moindre quantité (Rand et al., 2000). La 

résolution récente de la structure 3D de cette partie de Notch a permis de préciser la nature de 

la liaison entre les parties intra- et extracellulaires : elle est non covalente (Gordon et al., 

2007) et calcium-dépendante (Rand et al., 2000). Le récepteur Notch comporte trois autres 

sites de clivage protéolytique, leurs localisations et leurs fonctions seront discutées plus tard 

dans ce manuscrit (voir page 47). 

 

2) Domaine Extracellulaire (ECD) : 

 

Chez la drosophile, le domaine extracellulaire de Notch est principalement constitué 

de 36 répétitions du motif EGF-like. Chaque motif EGF-like (Figure 13) est composé de 30 à 

40 acides aminés parmi lesquels on trouve 6 cystéines. Pour assurer leurs fonctions, les 

domaines EGF-like doivent être correctement repliés, la première cystéine formant un pont 

disulfure avec la troisième, la deuxième avec la quatrième et la cinquième avec la sixième 

(C1-C3, C2-C4 et C5-C6) (Figure 13). Les motifs EGF-like diffèrent des EGFs, 

principalement par la position de la cystéine 6. On retrouve ces motifs sur plusieurs protéines 

extracellulaires ou transmembranaires comme certaines laminines, intégrines et des facteurs 



 39 

de coagulation (Wouters et al., 2005). Ils sont impliqués dans les mécanismes d’interaction 

moléculaire qui permettent aux protéines qui les portent d’assurer leur fonction. Certains 

motifs EGF-like (ce n’est pas le cas des EGFs) peuvent contenir des séquences consensus de 

glycosylation et ainsi être modifiés par des glycannes (Harris et Spellman, 1993) qui vont 

alors moduler leur fonction, ce qui a été démontré dans le cas de Notch (Haines et Irvine, 

2003). La relation entre la glycosylation de Notch et son activité sera largement exposée dans 

le chapitre « glycosylation » (voir page 81). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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’après Haines et Irvine, 2003) 

 

La partie extracellulaire de Notch est aussi constituée d’une zone appelée NRR 

(Negative regulatory region) qui comporte trois répétitions LNR (pour Lin12/Notch repeats) 

d’environ 40 acides aminés chacune et une partie C-terminale d’une centaine d’acides aminés. 

Cette région permet de garantir l’intégrité structurale du récepteur Notch en évitant qu’il soit 

clivé par la métalloprotéase (voir page 47) en absence de liaison avec son ligand 

(Sanchez-Irizzary et al., 2004). 

 

3) Domaine Intracellulaire (NICD) : 

 

La partie intracellulaire se compose d’un domaine RAM (RBPj Associate Molecule, 

environ 100 acides aminés) suivi de motifs appelés répétitions Ankyrine et d’un domaine 

TAD (Domaine de trans-activation). Cette région est nécessaire à l’interaction entre Notch et 

certains de ses partenaires comme les membres de la famille CSL (CBF-1 chez les 

vertébrés/Su(H) chez la drosophile/Lag-1 chez C. elegans) (Wilson et Kovall, 2006) ou la 
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protéine cytoplasmique Deltex (Matsuno et al., 1995). On trouve aussi dans cette région deux 

signaux de localisation nucléaire ; ils sont situés de part et d’autre des répétitions Ankyrine 

(Kurooka et al., 1998). La partie intracellulaire se termine par un domaine PEST (proline, 

glutamate, sérine, thréonine), impliqué dans la dégradation de Notch et une séquence OPA 

(séquence riche en glutamine) qui amplifierait l’activation transcriptionnelle des gènes 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 chez tous les organismes constitués de 

plusieurs types de cellules différenciées. Il est cependant intéressant de noter que les gènes 

impliqués dans la voie de signalisation de Notch n’ont pas été retrouvés dans le génome 

d’Arabidopsis thaliana, ce qui montre que les animaux et les végétaux ont répondu de 

manière différente aux problèmes posés par l’organisation multicellulaire (Wigge et Weigel, 

2001).  

On retrouve le gène Notch chez tous les métazoaires (Figure 14). Parmi ceux dont 

l’organisation cellulaire est la plus simple, un gène apparenté à Notch est déjà présent chez 

l’éponge Oscarella carmella (Porifera, Demospongiae) ainsi que celui codant pour un ligand 

de Notch, Delta (Nichols et al., 2006). Une équipe de l’Université de Munich a pu clairement 

démontrer que la voie de signalisation de Notch était fonctionnelle chez un cnidaire, Hydra 

vulgaris (Käsbauer et al., 2006). 

Le nématode Caenorhabditis elegans, qui a permis de comprendre de nombreux 

processus liés à la l’organisation pluricellulaire, possède deux gènes, Lin-12 et Glp-1, codant 

des homologues de la protéine Notch, ceux-ci pouvant se substituer fonctionnellement 

(Greenwald, 1994). Ces gènes sont issus d’un événement de duplication récent, probablement 

propre au genre Caenorhabditis. Paradoxalement, chez les Arthropodes, la drosophile et 

l’araignée Cupiennius salei (Stollewerk, 2002), normalement considérées comme des espèces 

plus complexes, ne comportent qu’un seul gène Notch dans leurs génomes.  

Chez la majorité des espèces animales, le récepteur Notch est codé par un gène unique. 

Néanmoins, les vertébrés à mâchoires (Gnathostomes)  possèdent, pour certains, 4 gènes 

Notch que l’on appelle habituellement Notch1, 2, 3 et 4 le gène Notch4 étant la conséquence 
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d’une duplication de l’ancêtre de Notch3 chez les mammifères. Ces gènes sont en partie le 

résultat des 2 cycles de duplication massive du génome (appelé 2R hypothesis) qui se sont 

produits entre l’émergence des Urochordés et l’apparition des Gnathostomes (Kasahara et al., 

2007) Cependant, certaines disparités sont à noter comme par exemple, chez le poisson zèbre, 

Danio rerio, où deux gènes Notch1, a et b (Kortschak et al., 2001), un Notch5 orthologue de 

Notch3 et un gène Notch6 orthologue de Notch2 très différents des autres Notch ont été 

identifiés (Bierkamp et Campos-Ortega, 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 : Distribution des gènes codant les récepteurs Notch chez les Métazoaires et leur 
groupe-frère, les choanoflagellés. Les couleurs désignent les relations d’orthologie entre 
les gènes Notch. (D’après 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 différence la plus apparente entre les 

récepteurs Notch présents chez les différents métazoaires se situe au niveau du nombre de 

répétition d’EGF-like dans la partie extracellulaire. Les autres motifs, comme la séquence 

PEST, sont remarquablement conservés au cours de l’évolution (Fleming, 1998).  

Le nombre d’EGF-like varie de 5 (chez l’hydre) à 36 (chez la drosophile et la souris). 

La comparaison des séquences d’acides aminés montre qu’en général, les EGF-like, dont la 

position dans la séquence peptidique est évolutivement conservée chez différentes espèces, se 

ressemblent plus que les EGF-like présents sur un même récepteur Notch. Les protéines 

Notch des vertébrés comportant moins de 36 EGF-like ont sûrement subi des délétions qui ont 

entraîné des modifications dans l’activité et la spécificité cellulaire du récepteur (Fleming, 

1998). Il est intéressant de noter que 2 EGF-like, aux positions 11 et 12, présentent des 

séquences très conservées. Ces EGF-like ont un rôle crucial dans la fonctionnalité du 

récepteur Notch (Flemming, 1998). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 
que la séquence OPA était présente sur la protéine Notch1 chez la souris et chez la 
drosophile, mais aucune donnée n’est disponible concernant les autres espèces, cette 
séquence n’a donc pas été schématisée sur la figure. 
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III- Fonctionnement de la voie de signalisation de Notch : 
 

La voie de signalisation de Notch est l’une des voies fondamentales qui régule le 

développement et l’homéostasie des tissus chez l’organisme adulte. Les mécanismes 

moléculaires responsables de son activation sont résumés dans la figure 16. L’activation des 

gènes cibles par la partie intracellulaire de Notch est soumise à de nombreuses régulations qui 

peuvent avoir lieu dans l’espace extracellulaire (interaction récepteur/ligand, figure 16A), au 

niveau du clivage membranaire (16B), dans le cytoplasme (16C) et dans le noyau (16D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 16 : Mécanismes moléculaires nécessaires à l’activation de la voie de signalisation 
de Notch. On peut modéliser ces mécanismes de la manière suivante : (A) La partie 
extracellulaire de Notch inhibe les évènements 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 entraîne 
l’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 où 
elle peut interagir principalement avec Deltex et Numb. (D) Elle va ensuite être 
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transloquée dans le noyau où sa liaison avec plusieurs co-facteurs dont les protéines de 
la famille CSL et Maml1 va permettre l’activation de l’expression de gènes cibles.  

 

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

L’interaction entre Notch et l’un de ses ligands (détaillée plus bas) entraîne un 

changement conformationnel du récepteur qui expose le site de clivage S2 et active ainsi la 

voie de signalisation (Gordon et al., 2007) (Figures 12 et 16A). Cependant, les détails 

moléculaires du processus sont encore à caractériser (Fiùza et Arias, 2007). Ces interactions 

peuvent se faire en cis (ligand et récepteur portés par la même cellule) et/ou en trans (ligand 

et récepteur portés par deux cellules voisines) et il est clair que les concentrations relatives de 

ligands et de récepteurs sont un élément important qui détermine si les interactions vont se 

faire en cis ou en trans (Glittenberg et al., 2006).  

 

- Diversité des ligands de Notch : 

Les ligands de Notch sont également des protéines transmembranaires. Ils sont 

caractérisés par la présence d’un domaine DSL (pour Delta, Serrate, Lag-2) de 45 acides 

aminés, supposé essentiel pour leur interaction avec Notch (Muskavitch et al., 1994). Comme 

dans le cas du récepteur Notch, le domaine extracellulaire des ligands contient un nombre 

variable de répétitions EGF-like (Bettenhausen et al., 1995 ; Lindsell et al., 1995). Certains de 

ces EGF-like peuvent être O-glycosylés, mais l’influence des ces modifications n’a pas été 

démontrée (Panin et al., 2002). La famille des ligands DSL se subdivise en deux classes : 

Delta et Serrate chez la drosophile et leurs homologues Delta-like (Dll) et Jagged chez les 

mammifères, en fonction de la présence ou non d’un domaine riche en cystéine (CR) (Figure 

17) (Bray, 2006). De plus, il existe un plus grand nombre de motifs EGF-like au sein de la 

partie extracellulaire de Serrate/Jagged qu’au sein de celle de Delta. Chez la drosophile, on 

compte un ligand de chaque classe, Delta et Serrate, alors que les mammifères possèdent au 

moins trois Delta-like (Dll1, 3 et 4) et deux Jagged (Jagged1 et 2). A l’exception de Dll3, tous 

les ligands sont capables d’interagir avec la partie extracellulaire d’un ou plusieurs récepteurs 

Notch et ainsi d’activer la voie de signalisation (Fiùza et Arias, 2007). Le cas du ligand Dll3, 

dont certaines mutations provoquent des dysostoses spondylocostales, est un peu plus 

compliqué. Il est structuralement divergent par rapport aux autres ligands de la famille Delta, 

avec seulement 36% d’homologie avec Dll1 chez la souris (Dunwoodie et al., 1997). De plus, 

il a été montré que Dll3 n’était capable d’activer aucun des 4 récepteurs Notch et que son rôle 
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serait plutôt d’atténuer, sûrement par compétition,  l’effet activateur des autres ligands (Ladi 

et al., 2005). 

Chez les mammifères, on trouve deux autres protéines transmembranaires partageant 

des homologies de séquences avec les ligands DSL et comportant notamment plusieurs motifs 

EGF-like. Cependant, elles se distinguent des ligands Delta et Jagged par plusieurs aspects. 

La protéine Dlk1 (Delta-like 1 homolog) est connue pour participer à plusieurs processus de 

différenciation incluant l’adipogenèse ou l’hématopoïèse (Bauer et al., 1998) et les souris 

mutées sur le gène Dlk1 présentent des défauts de croissance et une apparition prématurée des 

tissus graisseux (Moon et al., 2002). Il existe plusieurs isoformes protéiques dont certaines 

pouvant être secrétées (Laborda, 2000). Contrairement à la plupart des autres ligands, c’est un 

inhibiteur de la voie de signalisation de Notch (Baladron et al., 2005). Une hypothèse sur son 

fonctionnement est que les formes secrétées de Dlk1 entrent en compétition avec les ligands 

DSL et inhibent la voie de signalisation de Notch ce qui constitue une forme supplémentaire 

de régulation de certains processus de différenciation. On trouve aussi la protéine 

transmembranaire Dner (delta/notch-like EGF repeat containing), présente uniquement dans 

les neurones et capable d’activer la transcription des gènes cibles de Notch (Eiraku et al., 

2005). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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’interaction Notch/ligands : 

Chez la drosophile, la liaison entre Notch et ses ligands a été démontrée d’abord par 

l’agrégation de cellules de drosophile S2 en culture (Fehon et al., 1990). Par cette méthode, 2 

des 36 EGF-like de Notch (EGF-like 11 et 12) se sont révélés nécessaires et suffisants pour 

assurer la liaison entre les deux protéines (Rebay et al., 1991). Ce résultat a été confirmé in 

vivo par la réalisation de mutants chez la souris dont les EGF-like 8 à 12 de la protéine 

Notch1 ont été délétés. Les embryons mutants meurent en milieu de gestation et leur 

phénotype est similaire à celui des mutants KO pour le gène Notch1 (Ge et al., 2008). Un 

deuxième domaine fonctionnel, constitué des EGF-like 24 à 29, a été identifié, chez la 

drosophile, par une classe de mutations faux-sens appelée Abruptex (Ax) (de Celis et Bray, 

2000). Ces mutations provoquent toutes une substitution d’acide aminé dans les EGF-like 24, 

25, 27 et 29 et entraînent des phénotypes opposés à ceux observés lors d’une réduction de 

l’activation de la voie de signalisation de Notch. Par exemple, lors de la formation des 

organes sensoriels et la différenciation des veines, les allèles NAx sont associés à la perte de 

ces structures alors qu’un allèle perte-de-fonction de Notch entraîne la formation d’un surplus 

d’organes sensoriels et de tissu veineux (de Celis et Garcia-Bellido, 1994). Il a été démontré 

que le domaine Abruptex interagissait avec Notch lui-même, au niveau de son site de liaison 

avec et ses ligands (Pei et Baker, 2008). L’hypothèse la plus probable est que ce domaine 

entre en compétition avec les ligands de Notch, diminuant de ce fait l’activation de Notch par 

ses ligands, ce qui explique comment des mutations sur ce site entraînent une augmentation de 

l’activation de la voie de signalisation de Notch. Une autre étude a montré que les EGF-like 1 

à 9 et 25 à 36 participent à la liaison optimale de Notch à ses deux ligands, Delta et Jagged 

(Xu et al., 2005). Cette même étude indique que l’état de glycosylation de certains EGF-like 

joue aussi un rôle fondamental dans cette interaction (voir page 81). Un allèle mutant de 

Notch, appelé split (spl) a également été identifié. Il se caractérise par la substitution I578T au 

sein de l’EGF-like 14 ce qui introduit un nouveau site de O-fucosylation et entraîne une 

augmentation de l’activité de Notch dans certains tissus (Li et al., 2003), bien que, in vitro, il 

n’y ait aucun effet de la mutation spl sur l’interaction entre avec Delta ou avec le domaine 

Abruptex (Pei et Baker, 2008)  

En ce qui concerne les ligands, une étude utilisant des cellules en culture, montre que 

l’expression d’une région de Delta (ou de Serrate) contenant la partie N-terminale jusqu’au 

domaine DSL (donc ne comprenant pas les motifs EGF-like) était nécessaire et suffisante à 

l’agrégation de ces cellules avec des cellules exprimant le récepteur Notch (Fleming, 1998 ; 
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Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Peu d’informations sont actuellement disponibles sur le rôle 

des EGF-like portés par les ligands de Notch. 

 

- Interaction de Notch avec Delta ou Serrate/Jagged :   

L’existence de différents types de ligands (Delta et Jagged/Serrate) soulève plusieurs 

questions concernant la distribution cellulaire de ces protéines : ces ligands sont-ils exprimés 

à la surface des mêmes cellules ? Les interactions Jagged/Serrate-Notch et Delta-Notch 

ont-elles le même effet sur la voie de signalisation de Notch ? Plusieurs études, commencées 

chez la drosophile, apportent quelques éléments de réponse. Lorsque les deux ligands 

présentent un profil d’expression spatial identique, leur effet sur la voie de signalisation de 

Notch est dépendante d’un autre facteur : la protéine Fringe (Fleming, 1997 ; Haltiwanger et 

Stanley, 2002). Il a été montré que Fringe inhibait l’activation de la voie de Notch par Serrate 

et stimulait celle activée par Delta, chez la drosophile et chez les mammifères (Panin et al., 

1997 ; Haltiwanger et Stanley, 2002). Chez ces derniers, le problème est encore plus 

complexe de part la présence de plusieurs paralogues pour chaque type de ligands. Des 

études, in vitro, ont montré que les ligands Jagged1, Jagged2 et Dll1 sont tous capables 

d’activer la voie de signalisation de Notch (Lindsell et al., 1995 ; Luo et al., 1997 ; Jarriault et 

al., 1998). Actuellement, les différentes combinaisons ligand/récepteur possibles ne sont pas 

précisément décrites et les réponses spécifiques qu’elles pourraient engendrer restent 

inconnues (Vasyutina et al., 2007). 

Les données accumulées sur les interactions Notch/ligands ont permis de mieux 

comprendre ce mécanisme, cependant, il demeure certaines incertitudes. Il apparaît que 

l’activation de la voie de Notch par ses ligands dépend de la proportion de l’un et de l’autre 

du fait des interactions possibles en cis qui n’activent pas la voie de signalisation (Jacobsen et 

al., 1998). Pour schématiser, si la surface membranaire d’une cellule présente le même 

nombre de protéines Delta et de protéines Notch, ces derniers vont tous interagir en cis et 

aucun Delta ne sera disponible pour une interaction en trans (Heitzler et Simpson, 1994). Ce 

paramètre de « quantité » rend les études sur le sujet encore plus compliquées. 

 

  2) Conséquences de cette interaction : les clivages protéolytiques 

  

Suite à l’interaction Notch/ligand, le clivage du site S2 est catalysé, chez la drosophile, 

par la métalloprotéase transmembranaire Kuzbanian et chez les mammifères par son 

orthologue la protéase ADAM 10, mais également par la protéase ADAM 17 (aussi appelée 
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TACE pour « TNFα-converting enzyme ») (Brou et al., 2000). Le site S2 (Figures 12 et 16) se 

trouvant 13 acides aminés en amont du domaine transmembranaire (côté extracellulaire), son 

clivage ne permet pas directement la libération de la partie intracellulaire de Notch mais 

permet l’endocytose, par la cellule émettrice (porteuse du ligand), du ligand et de la partie 

extracellulaire de Notch. Ce processus va induire deux nouvelles protéolyses au sein de la 

cellule réceptrice (porteuse de Notch). Les sites S3 et S4 (distant du site S3 d’une dizaine 

d’acides aminés) (Okochi et al., 2002) vont être clivés par un complexe γ-sécrétase (complexe 

protéique très étudié car il clive aussi le précurseur de la protéine amyloïde impliquée dans la 

maladie d’Alzheimer) dont l’activité protéolytique est assurée par la Préséniline (De Strooper 

et al., 1999).  

 

3) Les partenaires cytoplasmiques de NICD : 

 

Une fois libérée dans le cytoplasme, la partie intracellulaire de Notch va interagir avec 

plusieurs partenaires qui vont moduler son activité (Figure 16C). Chez la drosophile et les 

mammifères, la protéine cytoplasmique Numb interagit avec le domaine intracellulaire de 

Notch ce qui a pour conséquence d’inhiber sa fonction. Les mécanismes de cette inhibition 

restent méconnus mais l’hypothèse la plus probable est que Numb active Itch (un membre de 

la famille Nedd4 des Ubiquitines ligases) qui provoque son ubiquitination, et donc sa 

dégradation, réduisant ainsi son effet de facteur de transcription (Hansson et al., 2004). Nous 

verrons plus loin que Numb joue un rôle clef dans l’activation des cellules satellites lors de la 

myogenèse post-natale (voir page 57). L’effecteur cytoplasmique le plus connu de Notch 

activé est la protéine Deltex. Chez la drosophile, le gène Deltex code un activateur de la voie 

de signalisation de Notch qui interagit directement avec les domaines Ankyrine de sa partie 

intracellulaire (Matsuno et al., 1995). Chez les mammifères, la situation est plus délicate avec 

la présence de 3 homologues de Deltex (Deltex1, 2 et 3) (Kishi et al., 2001). De plus, les 

principales études sur les protéines Deltex 1-3 l’ont présenté comme un inhibiteur de la voie 

de signalisation de Notch (Sestan et al., 1999 ; Izon et al., 2002). Finalement, la partie 

intracellulaire va être transloquée dans le noyau. Comme elle ne comporte pas de domaine de 

liaison à l’ADN, elle va interagir avec plusieurs protéines nucléaires afin d’assurer son 

activité transcriptionnelle.   
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4) Dans le noyau, interaction avec les protéines de la famille CSL : 

 

Les protéines de la famille CSL (pour CBF-1 chez les mammifères, Su(H) chez la 

drosophile et Lag-1 chez C.elegans) sont des facteurs de transcription qui contiennent un 

domaine unique de liaison à l’ADN de forte affinité pour la séquence YRTGDGAD (Tun et 

al., 1994). Chez les métazoaires, elles constituent les partenaires nucléaires de la voie de 

signalisation de Notch les plus importants et les plus étudiés (Lai, 2002). Les premières études 

sur CBF-1, réalisées dans des cultures cellulaires, ont montré qu’il fonctionnait comme un 

répresseur transcriptionnel (Dou et al., 1994). Il a été démontré que la translocation de la 

partie intracellulaire de Notch dans le noyau puis sa liaison avec CBF-1 convertissait ce 

dernier en activateur de la transcription (Hsieh et al., 1996). Depuis, les données accumulées 

sur le sujet ont permis de caractériser un complexe de répression transcriptionnelle 

(Figure 18), composé de CBF-1 et de plusieurs co-répresseurs étonnamment différents entre la 

drosophile et les mammifères (voir Lai, 2002 pour revue), et un complexe d’activation 

transcriptionnelle identique chez les deux espèces, incluant principalement CBF-1, la partie 

intracellulaire de Notch, la protéine nucléaire Maml1 (Kitagawa et al., 2001) ainsi que p300, 

une histone acétylase (Oswald et al., 2001).   

  

 

 

 

 

 

Fig.18 : Complexe de répression et d’activation CBF-1 permettant la régulation des 
gènes 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 à la séquence consensus YRTGDGAD. 
La liaison entre le domaine intracellulaire de Notch (NIC) et CBF-1 permet à ce dernier de 
recruter des partenaires pour former le complexe de co-activation. (D’après Lai, 2002) 

 

Il est maintenant bien établi que la voie de signalisation de Notch utilise les protéines 

de la famille CSL comme co-activateur, cependant plusieurs études réalisées dans le contexte 

de la myogenèse révèlent un mécanisme de signalisation indépendant de ces facteurs (voir 

page 59).  
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5) Gènes cibles du complexe activé par NICD : 

  

 Les gènes dont la transcription est activée par la voie de signalisation de Notch 

appartiennent à la famille Hairy et E(spl) (Enhancer of split), découverts dans un premier 

temps chez la drosophile (Tietze et al., 1992). On distingue désormais deux sous-familles, 

Hes et Hey – anciennement Herp - (Leimeister et al., 1999 ; Iso et al., 2003 ; Fischer et 

Gessler, 2007), présentes chez la drosophile et les mammifères. Ces gènes codent tous des 

répresseurs transcriptionnels à domaine bHLH. Leur mode d’action est résumé sur la figure 

19. Chez la souris, on trouve sept Hes (Hes1-7) et trois Hey (Hey1, 2, L) (Fischer et Gessler, 

2007). Les protéines Hes se lient aux séquences d’ADN d’une boîte dérivée de la boîte E 

(TGGCACGTG(C/T)(C/T)A) et de la boîte N (CACNAG). Elles peuvent recruter les 

co-répresseurs TLE1 à 4 (homologues de Groucho chez la drosophile) par leur tétrapeptide 

C-terminal WRPW (Iso et al., 2003). Parmi les Hes, seuls Hes1, Hes5 et Hes7 peuvent être 

transcrits suite à l’activation de la voie de Notch (Ohtsuka et al., 1999 ; Bessho et al., 2001) 

alors que tous les membres de la famille Hey sont des effecteurs de cette voie de signalisation 

(Nakagawa et al., 2000).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.19 : Coopération entre les protéines Hes et Hey (Herp) dans la voie de signalisation 
de Notch. Suite à l’activation de Notch, l’expression de Hes et de Hey peut être induite. 
Dans les tissus où seul Hes ou Hey est exprimé, des homodimères se fixent aux 
promoteurs des gènes cibles. Hes recrute TLE grâce à son motif WRPW alors que Hey 
recrute un complexe de répression comportant une activité histone-désacétylase. Dans 
les tissus où Hes et Hey sont co-exprimés, l’hétérodimère Hes/Hey devient le complexe 
prédominant. L’hétérodimère présente une affinité plus forte pour l’ADN que les 
homodimères ce qui implique qu’une concentration inférieure est nécessaire à la 
répression des gènes cibles. Ce modèle se base sur des études principalement effectuées 
sur Hes1 et Hey2. Du fait des fortes similitudes observées au sein des sous-familles de 
protéines Hes et Hey, ce modèle est valable pour l’homme, la souris et la drosophile. 
(d’après Iso et al., 2003)   
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Les protéines Hes et Hey sont exprimées dans de nombreux tissus et remplissent des 

rôles importants au cours de l’ontogenèse d’un organisme, participant au développement du 

système nerveux, des lymphocytes, du système cardiovasculaire,… Il serait trop long de 

vouloir tous les présenter. C’est pourquoi seuls les Hes et Hey capables de s’associer avec des 

facteurs de transcription essentiels au bon déroulement de la myogenèse, comme MyoD, E47 

ou Id feront l’objet d’une attention particulière (voir page 59) (Fischer et Gessler, 2007). 

 

IV- Rôles de la voie de signalisation de Notch : 

 

1) Inhibition latérale 

 

 Le modèle classique de l’inhibition latérale explique comment une cellule peut être 

sélectionnée parmi un groupe de précurseurs équivalents pour ensuite se différencier. L’un 

des exemples les plus étudiés est le cas de la sélection des précurseurs cellulaires des soies 

sensorielles chez la drosophile. Chaque précurseur cellulaire se développe à partir d’un 

groupe de cellules « pro-neurales ». Au départ, toutes les cellules pro-neurales expriment le(s) 

ligand(s) et le(s) récepteur(s) de la voie de signalisation de Notch ; chaque cellule a donc la 

capacité d’activer la voie de Notch chez ses voisines. Cependant, il suffit d’une subtile 

différence entre deux cellules pour que la voie de Notch de l’une d’entre-elles soit activée à 

un niveau légèrement supérieur à celui de sa voisine (Figure 20, cellules bleues). Il s’ensuit 

une boucle d’auto-régulation due à la partie intracellulaire de Notch qui va inhiber dans cette 

cellule l’expression de Delta ce qui va empêcher l’activation de la voie de Notch dans la 

cellule voisine (cellule jaune) (Bray, 1998). A l’inverse l’expression de Delta dans la cellule 

jaune, est maintenue par une boucle d’auto-activation (Hansson et al., 2004). 
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Fig.20 : L’inhibition latérale. La voie de signalisation de Notch amplifie de faibles 
différences entre deux populations de cellules grossièrement équivalentes. Les cellules 
dont l’activité de Notch est la plus forte sont schématisées en bleu. (A) Progression de 
cellules compétentes à la différenciation (blanches) dans le processus d’inhibition 
latérale. (B) Par une boucle de rétro-inhibition, une légère différence dans l’expression 
des ligands DSL ou de Notch (cellule beige) va entraîner 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 à celles qui exprime 
fortement Delta (jaune). (D’après Hansson et al., 2004) 

 

2) Création d’une « frontière » entre deux types cellulaires 

 

Le rôle de la voie de signalisation de Notch dans l’établissement d’une limite entre 

deux types cellulaires a été démontré pour la formation d’une frontière dorso-ventrale dans 

l’ébauche d’aile, le disque imaginal de la drosophile (Figure 21) (Fleming et al., 1997). Ici, 

Notch est activé uniquement dans les cellules qui se trouvent à l’interface entre deux champs 

de cellules (le champ du côté dorsal et le champ du côté ventral) ce qui permet de conserver 

les deux populations distinctes, d’où le terme « frontière ». Les cellules formant cette frontière 

acquièrent les caractéristiques d’un « centre organisateur », responsable de la croissance et du 

développement de l’aile selon l’axe dorso-ventral. Les cellules dorsales expriment Serrate 

alors que les cellules ventrales expriment Delta. Le mécanisme est dirigé par la protéine 

Fringe qui est présente uniquement dans les cellules dorsales. L’action de Fringe permet 

d’inhiber l’activation de Notch par Serrate alors qu’elle permet cette activation par Delta. 

Dans ces conditions là, la voie de signalisation de Notch peut être activée uniquement 

lorsqu’une cellule dorsale est adjacente à une cellule ventrale. En effet, une cellule dorsale ne 

peut activer une autre cellule dorsale car lorsque Fringe est présent, l’activation de Notch par 

Serrate est inhibée et une cellule ventrale ne peut activer une autre cellule ventrale car en 

absence de Fringe, l’activation de Notch par Delta est inhibée. Les cellules situées à 

l’interface, où la voie de signalisation de Notch est activée, vont permettre d’organiser et de 

synchroniser le développement dorsal et ventral de l’aile.   
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Fig.21 : Création de frontières. La voie de signalisation de Notch est activée à la 

frontière 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 côté dorsal. 

(B) Les cellules dorsales (bleu) sont caractérisées par l’expression de Fringe et Serrate 

alors que les cellules ventrales (marron) expriment Delta. Le rôle de Fringe est de 

permettre l’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’après Haines et Irvine, 2003) 

 

3) Création de deux lignées à partir d’une cellule mère. 

 

Lors de la myogenèse et la neurogenèse, certains précurseurs cellulaires existent très 

tard au cours du développement. On en retrouve chez l’adulte comme en témoignent les 

cellules satellites des fibres musculaires, par exemple. Ceci implique le maintien, lors des 

différentes étapes de différenciation, d’un petit nombre de cellules capable de jouer le rôle de 

précurseurs cellulaires. Lors de la division cellulaire, la voie de signalisation de Notch est 

utilisée pour différencier les deux cellules filles qui n’auront pas du tout le même devenir 
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cellulaire. Par exemple, le précurseur cellulaire de la soie (sensille trichoïde) chez la 

drosophile donne au final quatre cellules appelées : la tige, la chaussette, la cellule gliale et le 

neurone (Jan et Jan, 1993). A chaque division cellulaire, Notch va être activé dans une seule 

des deux cellules filles (Figure 22) pour former à l’arrivée quatre cellules qui constitueront la 

soie. L’inactivation de Notch est assurée par la présence de l’inhibiteur Numb. Ce dernier est 

ségrégé dans une seule des deux cellules filles et malgré la présence des ligands et du 

récepteur dans chacune des cellules, la voie de Notch n’est pas opérationnelle dans la cellule 

contenant Numb permettant l’apparition de cellules non neuronales nécessaires au 

développement de la soie (d’après Bray, 1998). En l’absence de récepteur Notch, ce sont 

seulement des neurones qui sont formés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.22 : Le lignage cellulaire. La signalisation de Notch entre deux cellules filles est 
dépendante de l’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 
flèches noires indiquent le « sens d’activation » de la voie de Notch, les cellules roses 
étant les cellules où 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’après Bray, 2006)  

 

V- Implication de la voie de signalisation de Notch dans la myogenèse : 

 

Les études chez la drosophile ainsi que les défauts de somitogenèse observés pour le 

KO de Notch1 chez la souris (Conlon et al., 1995) ont très vite soulevé l’hypothèse de 

l’implication de la voie de signalisation de Notch dans le processus de myogenèse chez les 

mammifères. Cette partie décrit de quelle manière la voie de signalisation de Notch intervient 

dans plusieurs étapes clés nécessaires au bon déroulement de la myogenèse. 
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1) La voie de signalisation de Notch à la base de l’horloge moléculaire dans 

la somitogenèse. 

 

La somitogenèse ayant déjà été traitée dans ce manuscrit (voir page 14), les précisions 

apportées ici sont complémentaires et concerneront les acteurs de la voie de signalisation de 

Notch. Les souris générées avec des mutations dans les gènes Notch1, Dll1 et 3, RBP-J et 

Lfng, démontrent l’implication certaine de ces acteurs de la voie de signalisation de Notch 

dans la somitogenèse. Le gène c-hairy1, découvert chez le poulet (Palmeirim et al., 1997), est 

fortement exprimé dans le mésoderme présomitique (PSM) où sa quantité d’ARNm oscille de 

façon cyclique avec une période qui correspond au temps de formation d’un somite (90 min 

chez le poulet). L’horloge moléculaire responsable de la segmentation du PSM est donc liée à 

l’expression du gène c-hairy1 qui code une protéine bHLH de la famille des « Hairy and 

Enhancer of Split (HES) » (Palmeirim et al., 1997). Chez l’embryon de souris, l’expression de 

Hes1, orthologue de c-hairy1 et dont la transcription est activée par la voie de Notch, obéit 

aux mêmes oscillations dans le PSM (Jouve et al., 2000), cependant, les souris KO pour ce 

gène ne présentent aucun défaut de somitogenèse (Ishibashi et al., 1995). En 2001, un 

nouveau paralogue de Hes1 est découvert, il est appelé Hes7. Ces deux facteurs (Hes1 et 

Hes7) présentent des structures, des activités transcriptionnelles et des profils d’expression 

très similaires (Bessho et al., 2001a) : l’ARNm et la protéine issus du gène Hes7 oscillent 

aussi dans le PSM (Bessho et al., 2001b). En parallèle, l’expression de Lfng, un modulateur 

de la voie de Notch (Yang et al., 2005), présente elle aussi des oscillations temporelles et 

spatiales dans le PSM (Forsberg et al., 1998). Les oscillations de Hes7 et Lfng sont dues à une 

boucle de régulation négative exercée par la protéine Hes7 sur les gènes Hes7 et Lfng (Bessho 

et al., 2001b), et le temps de demi-vie de la protéine Hes7 est un paramètre clé du bon 

fonctionnement de l’horloge moléculaire (Zeiser et al., 2008). La figure 23 résume le 

fonctionnement de la voie de signalisation de Notch ainsi que son interaction avec celle des 

Wnts dans les cellules du mésoderme présomitique. 
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Fig. 23 : La voie de signalisation de Notch lors de la somitogenèse chez les vertébrés. 
Le mécanisme de l’horloge moléculaire est basé sur plusieurs boucles d’autorégulation 
qui aboutissent à l’inactivation périodique de la voie de signalisation de Notch qui va 
entraîner la segmentation du mésoderme paraxial et la formation des somites. Les 
flèches rouges signifient « activation de l’expression » et les bleues « inhibition de 
l’expression ». Les flèches en pointillés bleus représentent un retard dû à 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 à l’ubiquitination, la 
phosphorylation et la O-glycosylation. Le N dans le Golgi désigne la protéine Notch. Dvl : 
Dishevelled (d’après Rida et al., 2004). 

 

  2) Le maintien des progéniteurs myogéniques : 

 

Lors du développement, l’expression spatiale et temporelle de plusieurs récepteurs 

Notch et de leurs ligands suggère que la voie de signalisation de Notch est importante dans le 

devenir des précurseurs myogéniques. Des transcrits Dll1, Notch2 et Notch3 ont été retrouvés 

dans des zones de bourgeons des membres où l’on retrouve habituellement les précurseurs 

myogéniques (Beckers et al., 1999 ; Vasyutina et al., 2007). Des analyses génétiques récentes 

ont démontré le rôle de Dll1 et de CBF-1 dans le maintien de la population de progéniteurs 

cellulaires qui formeront par la suite les muscles (Schuster-Gossler et al., 2007 ; Vasyutina et 

al., 2007a). La réalisation de ces études a bénéficié de l’utilisation d’une mutation CBF-1 

conditionnelle et d’un allèle Dll1 hypomorphe, deux approches qui ont permis de passer outre 

la létalité due aux mutations de composants de la voie de signalisation de Notch. Ces deux 
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constructions ont abouti à deux phénotypes très similaires : une différenciation extensive et 

incontrôlée des progéniteurs myogéniques qui aboutit à l’augmentation de la population de 

myoblastes différenciés exprimant MyoD et Myog au dépend des progéniteurs myogéniques 

exprimant Pax3 (Figure 24). Etonnamment, aucune différence concernant l’expression de 

Myf5 n’a été détectée. En résumé, la différenciation prématurée des progéniteurs cellulaires 

des muscles des souris mutantes CBF-1 et Dll1 a entraîné une absence de progéniteurs 

cellulaires des muscles nécessaires à la formation des futures fibres musculaires. La voie de 

signalisation de Notch est donc nécessaire au maintien des progéniteurs cellulaires des 

muscles dans un stade indifférencié.   

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 : Rôle de la voie de signalisation de Notch durant la myogenèse. CBF-1 est 
nécessaire au maintien du bon nombre de progéniteurs cellulaires des muscles durant 
l’embryogenèse et à la génération des cellules satellites durant le développement fœtal. 
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-J. Dans les 
souris témoin (en haut), les cellules Pax3/Pax7-positives (en rouge) sont plus 
nombreuses que dans les souris mutées (en bas) où elles sont remplacées par des 
myoblastes. Au moment du développement fœtal, on ne trouve ni progéniteurs ni cellules 
satellites dans les souris mutées. Le même phénotype est observé dans les souris portant 
une mutation hypomorphe sur Dll1. (D’après Vasyutina et al., 2007b)  

 

3) La voie de signalisation de Notch et les cellules satellites : 

 

-Présence des cellules satellites : 

Au cours du développement fœtal, les progéniteurs cellulaires des muscles sont à 

l’origine des cellules satellites (Biressi et al., 2007). A la naissance des embryons chez les 
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mutants CBF-1 cités ci-dessus, la différenciation précoce et intensive de certains précurseurs 

myogéniques entraîne une déficience en myoblastes qui aboutit à une faible quantité de 

muscles squelettiques formés. Des analyses par microscopie électronique et par la mesure de 

l’expression de Pax7 montrent que les fibres qui composent ces muscles sont dépourvues de 

cellules satellites (Figure 24), expliquant la faible quantité de muscles observée. L’activation 

de la voie de signalisation de Notch permet donc la présence des cellules satellites 

responsables de la croissance et de la régénération des muscles squelettiques (Vasyutina et al., 

2007b).    

 

-Activation des cellules satellites : 

Les mécanismes moléculaires contrôlant la myogenèse post-natale, caractérisée par 

l’activation des cellules satellites, leur prolifération, la détermination des cellules-filles et 

enfin la différenciation des myoblastes, sont complexes et impliquent de nombreux facteurs. 

La voie de signalisation de Notch est essentielle à la myogenèse post-natale (Luo et al., 2005). 

Une étude utilisant un système d’explant de myofibres qui mime la blessure d’un muscle, in 

vivo, décrit une augmentation de l’expression de Dll1 24h après la blessure. De façon 

intéressante, Dll1 est exprimé dans les cellules satellites activées mais aussi dans les fibres 

intactes adjacentes aux fibres endommagées. L’augmentation de l’expression de Dll1 

s’accompagne de l’apparition de la forme activée de Notch. Dans cette phase précoce, 

l’activation de la voie de signalisation de Notch induit la prolifération et l’expansion des 

cellules satellites filles. Une baisse de l’activité de la voie de signalisation de Notch est 

ensuite nécessaire à la fusion des myoblastes et il semble que cette baisse d’activité soit due à 

l’inhibiteur Numb (Conboy et Rando, 2002).  

Le nombre total de cellules satellites dans le muscle squelettique adulte demeure 

relativement constant malgré la répétition des blessures et des régénérations. L’un des 

modèles qui explique le renouvellement des cellules satellites est basé sur la division 

asymétrique (Conboy et Rando, 2002). Une division asymétrique de la cellule satellite activée 

répartie de façon inégale la protéine Numb dans les deux cellules filles. La cellule fille qui 

contient beaucoup de protéine Numb se différencie (inhibition de la voie de signalisation de 

Notch), à l’inverse, celle ayant une faible concentration de Numb active la voie de 

signalisation de Notch et par conséquent n’engage pas le processus de différenciation (voir 

page 48) (Shinin et al., 2007). Ces données sont confortées par une étude parue en 2006, qui 

montre que l’inhibition de la voie de signalisation de Notch, par surexpression de Numb ou 

par ajout de l’agent chimique DAPT (qui inhibe l’activité de la γ-secrétase), au cours de la 
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différenciation des cellules C2.7, entraîne une hypertrophie des myotubes due à 

l’augmentation du nombre de cellules différenciées capables de fusionner. Ceci implique que 

l’activation de la voie de signalisation de Notch permet de maintenir une sous-population de 

cellules de réserve dans un état indifférencié (Kitzmann et al., 2006).  

De nouvelles données  sur la (ré)génération des fibres musculaires par les cellules 

satellites ont montré que la différenciation des cellules satellites (ou plus exactement la 

différenciation des descendantes des cellules satellites) était due à l’inactivation de la voie de 

signalisation de Notch et à l’activation simultanée de la voie de signalisation des Wnts. Il a été 

montré que la signalisation par les Wnts agissait directement sur les descendantes des cellules 

satellites et entraînait une transition de l’état prolifératif vers la phase de différenciation. La 

balance entre les deux voies de signalisation est observable grâce à la GSK3β (Glycogen 

Synthase Kinase 3β) qui est maintenue active par la voie de signalisation de Notch et inactive 

par la voie de signalisation des Wnts (Brack et al., 2008).      

 

4) Mécanisme de l’inhibition de la différenciation des myoblastes. 

 

 L’étude de la voie de signalisation de Notch chez différents mutants et dans des 

cultures de cellules myogéniques de mammifères a permis de « décortiquer » le mécanisme 

d’action spécifique de cette signalisation au cours de la différenciation des myoblastes. Le 

mécanisme moléculaire de la voie de signalisation de Notch présente des spécificités dans le 

contexte de la myogenèse.  

Tout d’abord, les analyses précises des phénotypes des mutants Notch et Su(H) chez la 

drosophile montrent que le phénotype Notch est plus grave que celui observé chez les mutants 

Su(H). On remarque notamment une augmentation du nombre de précurseurs myogéniques 

uniquement dans les mutants Notch (Rusconi et Corbin, 1998). Ceci signifie que la voie de 

signalisation de Notch dépendante des facteurs CSL n’assure pas toutes les fonctions du 

récepteur Notch. Chez les mammifères, des études sur la lignée de cellules C2C12 ont permis 

de décrire deux mécanismes moléculaires à l’origine de la régulation de la différenciation des 

myoblastes : un mécanisme dépendant de CBF-1 et un mécanisme indépendant de CBF-1. Il a 

en effet été démontré que l’activation de la voie de signalisation de Notch utilisant CBF-1 

entraînait, dans l’heure, une hausse de l’expression de Hes1 qui à son tour inhibait 

l’expression de MyoD bloquant ainsi le processus myogénique (Kuroda et al., 1999). En plus 

de leur fonction inhibitrice (liaison aux séquences N- et E-box dans le promoteur des gènes 

cibles), les protéines de la famille Hes, Hes1 et 2, sont capables, par un effet direct, de réduire 
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l’activité transcriptionnelle de MyoD en empêchant sa liaison à E47 (Ordentlich et al., 1998). 

Certaines études font aussi état d’une interaction entre les facteurs Hey1 ou Hey2 et MyoD, ce 

qui implique la séquestration de MyoD et donc son inactivation (Sun et al., 2001). Cependant, 

des expériences avec un récepteur Notch muté, qui ne comporte pas de séquence de liaison à 

CBF-1, ont montré que la différenciation des myoblastes pouvait être bloquée sans recours à 

la protéine CBF-1. De façon intéressante, cette voie indépendante de CBF-1 qui entraîne à 

terme la suppression de la différenciation myoblastique n’affecte pas l’expression de MyoD, 

mais provoque la sous-expression de gènes comme la Myog ou la Myosine (Shawber et al., 

1996). L’une des hypothèses les plus étayées propose une interaction directe entre la partie 

intracellulaire de Notch et le facteur de transcription Mef2c ce qui bloque le site de liaison de 

ce dernier à l’ADN, empêchant la transcription de gènes cibles, nécessaire à la différenciation 

des myoblastes (Wilson-Rawls et al., 1999). Une seconde hypothèse repose sur les 

connaissances acquises à propos de l’interaction entre Notch et Deltex. Celle-ci serait en effet 

capable à terme d’inhiber l’action de facteurs de transcription ubiquitaires à HLH comme E47 

et ainsi empêcher la différenciation des cellules myoblastiques C2C12 (Ordentlich et al., 

1998). 

En définitive, les données acquises sur le sujet démontrent clairement que les 

myoblastes fortement exposés à l’activation de la voie de signalisation de Notch ne sortent 

pas du cycle cellulaire et présentent une fusion myoblastique très faible (Vasyutina et al., 

2007b). La voie de signalisation de Notch indépendante de la protéine CBF-1 a été mise en 

évidence uniquement dans des cellules myoblastiques. La question est de savoir si ce 

mécanisme est extrapolable à d’autres types cellulaires ou s’il est spécifique des cellules 

myoblastiques et du processus de différenciation myogénique. 
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La Glycosylation 

Une modification essentielle des protéines 

 
 

La glycobiologie s’intéresse à la compréhension de la structure, la chimie, la 

biosynthèse et la fonction biologique des glycannes. Ces derniers constituent l’une des 4 

familles de macromolécules de la cellule avec les protéines, les acides nucléiques et les 

lipides. Ce sont les biopolymères naturels les plus abondants et les plus diversifiés dans la 

nature (Otsubo et Marth, 2006). Ils comprennent des oligosaccharides (chaînes courtes de 

monosaccharides) et des chaînes plus complexes contenues dans les glycoprotéines, les 

glycolipides et les protéoglycannes (Zhao et al., 2008). Ils sont majoritairement localisés à la 

surface des cellules, dans la matrice extracellulaire mais aussi dans plusieurs organites comme 

l’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique (RE), le lysosome et aussi le noyau (Zhao et 

al., 2008). La glycosylation correspond à la liaison d’un monosaccharide ou d’une chaîne 

glycannique à une protéine ou à un lipide. Elle est assurée par une machinerie complexe et 

coordonnée qui implique plusieurs types de protéines dont les glycosyltransférases, les 

glycosidases ou les lectines (Kooyk et Rabinovotch, 2008). Parmi les nombreuses 

modifications post-traductionnelles des protéines, la glycosylation est la plus commune. On 

pense qu’environ la moitié des protéines d’une cellule est glycosylée (Zhao et al., 2008). Chez 

les mammifères, les gènes qui codent des protéines impliquées dans la machinerie de 

glycosylation représentent de 1 à 2 % du génome. A ce jour, une recherche utilisant le mot 

clef « glycosyltransferase » donne 232 résultats dans la banque de donnée « Mouse Genome 

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

fortement régulée selon le métabolisme cellulaire, les changements environnementaux, l’âge 

ou le tissu (Kooyk et Rabinovitch, 2008). 

La glycosylation est une source de diversité des glycoprotéines. Le même squelette 

protéique peut être conjugué avec des structures glycanniques différentes formant ainsi des 

glycoformes. Cette diversité s’explique par les unités monosaccharidiques qui les composent 

et les liaisons qui lient 2 sucres consécutifs. Chaque monosaccharide comporte 3 ou 4 sites 

d’attachement avec un autre monosaccharide, ce qui permet la formation de structures 

linéaires ou ramifiées, et ces liaisons peuvent exister selon l’anomérie α ou β (Figure 25). Les 

glycannes possèdent donc une diversité structurale bien plus étendue que les autres 

macromolécules comme les protéines ou les acides nucléiques. En théorie, les 9 
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monosaccharides de base que l’on retrouve chez l’Homme peuvent être assemblés en plus de 

15 millions de tétrasaccharides différents (Dove, 2001). Comparativement, 9 acides aminés ne 

peuvent former que 362 880 peptides différents. En réalité, les variations du glycome 

(ensemble des structures glycanniques chez un organisme) sont estimées, chez un mammifère, 

à quelques milliers de structures potentielles qui s’ajoutent à la diversité déjà créée par le 

protéome (Kooyk et Rabinovitch, 2008). 

Au cours de la dernière décennie, les efforts de recherche en glycobiologie ont permis 

l’étude de nombreuses enzymes impliquées dans des fonctions biologiques telles que 

l’adhésion cellulaire, l’activation de récepteurs, la transduction de signal, le trafic 

intracellulaire et l’endocytose (Vigerust et Sheperd, 2007). La glycosylation des protéines, qui 

sera le sujet de cette partie, se décline en deux catégories selon la nature de la liaison 

chimique entre les sucres et la protéine. On parle de N-glycosylation lorsque les sucres sont 

attachés à l’azote de la fonction amide d’une asparagine, et de O-glycosylation lorsque les 

sucres sont reliés à la fonction alcool d’une sérine ou d’une thréonine. La C-mannosylation est 

une autre forme de glycosylation, beaucoup plus rare, où un mannose est lié au carbone 2 du 

groupement indole d’un tryptophane (Hofsteenge et al., 1994). 
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Fig. 25 : Diversité des liaisons glycosidiques chez les mammifères. 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 anomère (carbone 1) (partie de gauche). Ces 
glycoconjugués deviennent à leur tour des accepteurs pour l’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 
l’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’après Ohtsubo et Marth, 2006)  

 
 Les glycosyltransférases, dont il sera question tout au long de ce manuscrit, constituent 

une large famille d’enzymes responsables de la biosynthèse d’oligosaccharides, de 

polysaccharides et de glycoconjugués. La plupart des glycosyltransférases catalysent le 

transfert d’un sucre, à partir d’un donneur, nucléotide-sucre activé, sur une molécule 

acceptrice spécifique, formant ainsi une liaison glycosidique (Breton et al., 2005). La 

molécule acceptrice peut être un autre sucre, un lipide, une protéine, un acide nucléique, un 

antibiotique ou une autre petite molécule (Lairson et al., 2008). Ces enzymes présentent, en 

général, une spécificité pour l’accepteur, pour le donneur et pour le type de liaison formée. 

Chez les eucaryotes, les réactions de glycosylation se déroulent majoritairement dans 

l’appareil de Golgi. De ce fait, les nucléotide-sucres, qui sont synthétisés dans le cytosol 

(Figure 26), doivent ensuite être acheminés vers le réticulum endoplasmique et/ou l’appareil 

de Golgi par des transporteurs spécifiques. 
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Fig. 26 : La biosynthèse 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 l’ATP. Contrairement 
aux autres nucléotide-sucres, la synthèse du CMP-NeuAc se déroule dans le noyau. Les 
nucléotide-sucres nouvellement synthétisés doivent ensuite être acheminés vers le RE 
et/ou le Golgi par des transporteurs spécifiques. (D’après Wopereis et al., 2006) 

 
I- La N-glycosylation 

 

La N-glycosylation concerne la plupart des glycoprotéines (Vijay, 1998). Les 

N-glycannes sont présents aussi bien chez les organismes unicellulaires (Levures, 

Trypanosomes, etc.) que chez les organismes pluricellulaires (Plantes, Insectes, Mammifères, 

etc.) (Spiro, 2002). Chez les Eucaryotes, c’est un processus métabolique hautement conservé 

indispensable au bon fonctionnement des cellules (Kukuruzinska et Lennon-Hopkins, 1999), 

et donc à la viabilité des organismes. Ainsi, un défaut dans la machinerie de N-glycosylation 

peut conduire, chez l'Homme par exemple, à un syndrome de type CDG (Congenital Disorder 

of Glycosylation) qui, en fonction du gène touché, peut entraîner des retards mentaux et 

développementaux, des problèmes gastro-intestinaux ou immunitaires graves (Freeze et Aebi, 

2005). 

 
1) Biosynthèse des N-glycannes : 

 
 

La N-glycosylation des protéines se déroule dans deux compartiments cellulaires 

distincts : d’abord dans le réticulum endoplasmique rugueux (RER) puis dans l’appareil de 

Golgi. Dans le RER, un précurseur oligosaccharidique (Glc3Man9GlcNAc2) est assemblé sur 

un transporteur lipidique, le dolicholpyrophosphate, puis transféré sur un résidu asparagine de 

la chaîne peptidique naissante (Burda et Aebi, 1999) (voir thèse Loriol, 2006 pour détails). La 

séquence consensus de N-glycosylation, au sein de la protéine naissante, est de type 

Asn-X-Ser/Thr où X est un acide aminé autre que la proline (Gavel et Heijne, 1990). La 

seconde phase du processus de glycosylation commence dès le transfert du précurseur 

glycannique. L’oligosaccharide transféré perdra les deux premiers glucoses puis, de manière 

réversible, le troisième glucose. Dans le RE et l’appareil de Golgi, cinq mannoses sont ensuite 

retirés et plusieurs GlcNAc, galactose, acide sialique et fucose peuvent être ajoutés. 
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2) Diversité des N-glycannes : 

 
 

La structure du N-glycanne, produit final de la voie de biosynthèse, ne dépend pas de 

la séquence de la protéine mais d’un nombre variable d’autres facteurs comme la disponibilité 

des substrats et des enzymes qui varie en fonction de différentes conditions physiologiques, 

telles que la croissance et la différenciation cellulaire (Geyer et Geyer, 2006). De plus, 

certaines enzymes sont en compétition pour le même substrat au niveau des points 

d’embranchement des différentes voies de biosynthèse. En fonction de l’abondance, de 

l’affinité, de la localisation, la glycosyltransférase dominante peut favoriser la synthèse de tel 

ou tel glycanne lorsque la protéine est adressée au Golgi (Freeze et Aebi, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
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 
l’appareil de Golgi et les voies de sécrétion. La diversité des glycannes est dictée par le 
type de monosaccharides assemblés (GlcNAc, Man, Fuc, NeuAc,…) et le type de liaison 
formée (anomérie α et β ; carbone impliqué dans la liaison). Ces deux contraintes sont 
liées aux spécificités des glycosyltransférases. La partie encadrée correspond au cœur 
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pentasaccharidique (Man3GlcNAc2) commun à tous les N-glycannes. (D’après Loriol, 
2006) 

A raison de leur voie de biosynthèse, initialement commune, tous les N-glycannes 

partagent le noyau pentasaccharidique (Man3GlcNAc2-N-Asn). Selon leur future localisation 

et donc selon leur structure, on peut classer les N-glycannes en trois classes (Figure 27). Les 

N-glycannes oligomannosidiques qui comportent seulement 2 GlcNAc et un nombre variable 

de Mannose (de 2 à 9 résidus). Les N-glycannes de type complexe possèdent un noyau dont 

les deux mannoses de la fourche sont allongés par un GlcNAc lié en β1,2 ce qui permet par la 

suite le greffage d’un nombre variable de Gal, Fuc, NeuAc,… Les N-glycannes complexes 

peuvent être tri-, tétra- (Mammifères, Plantes, Insectes), voire penta-antennés (Oiseaux, 

poissons osseux) (Sakamoto et al., 2000). Enfin, les N-glycannes de type hybride combinent 

les propriétés des classes oligomannosidiques et complexes. La figure 28 montre les 

principales caractéristiques de la structure des N-glycannes complexes chez différents 

organismes. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 28 : La diversité des N-glycannes chez différents taxons. La structure des 
N-glycannes complexes est différente en fonction de l’état cellulaire (quiescent, 
prolifératif, en différenciation,…), de la nature du tissu et de l’espèce considérée. Les 
levures et les champignons filamenteux ne produisent que des N-glycannes de type 
oligomannosidique. * Les plantes ne possèdent pas les enzymes nécessaires au greffage 
du fucose en α1,3 sur ce GlcNAc. (D’après Loriol, 2006)       
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3) Rôle des N-glycannes 

 
 Les N-glycannes présents sur les protéines localisées dans le RE sont homogènes et 

relativement simples. A l’inverse, les modifications apportées par les étapes terminales de 

glycosylation dans l’appareil de Golgi leur apportent une grande diversité structurale. Ce 

changement structural s’accompagne d’un changement de la fonction des N-glycannes 

(Helenius et Aebi, 2001). Dans la voie de sécrétion précoce, les N-glycannes jouent tous un 

rôle commun dans le repliement et le contrôle qualité des glycoprotéines qui les portent 

(Figure 29). Les glycosyltransférases golgiennes vont préparer les glycoprotéines à assumer 

de nouvelles fonctions qui se feront principalement par l’intermédiaire d’interactions 

sucre-protéine à la surface des cellules (Figure 29).    

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 : Le rôle des N-glycannes dans la vie d’une protéine. Les N-glycannes 

(représentés par un carré blanc) produits dans la voie de sécrétion participent à plusieurs 

mécanismes de régulation cellulaire ; ils agissent dès la synthèse de la protéine dans le 

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

D’un point de vue chronologique, le premier rôle des N-glycannes est de permettre le 

repliement optimal des glycopeptides nouvellement synthétisés dans le RE (Paulson, 1989). 

Cette adaptation des eucaryotes permet aux cellules de produire et de secréter des protéines 

plus grosses et plus complexes. Cette fonction explique aussi pourquoi l’ajout de N-glycannes 

se déroule très tôt dans le RE, c'est-à-dire avant que le processus de repliement ne commence 

(Helenius et Aebi, 2001). Lorsque la glycosylation est inhibée, le premier effet observé est 

l’apparition de protéines mal repliées, agrégées et non fonctionnelles (Helenius, 1994). Des 

études de repliement in vitro utilisant une version glycosylée et une version non glycosylée de 

la même protéine confirme que les chaînes oligosaccharidiques ont une influence positive sur 

le processus de repliement (Imperiali et al., 1999). Cependant, les N-glycannes peuvent, une 

fois le processus de repliement achevé, être retirés de la glycoprotéine sans effet majeur sur la 

conformation de cette dernière (Wormald et Dwek, 1999). La simple présence de chaînes 

oligosaccharidiques au sein d’une protéine permet d’en augmenter la solubilité. On considère 

aussi que l’encombrement stérique causé par les N-glycannes peut jouer un rôle dans le 

repliement de la protéine. L’effet le plus important des glycannes sur le repliement des 

protéines est cependant indirect et fait intervenir un système cyclique de protéines 

chaperonnes présentes dans le RE de la quasi-totalité des cellules eucaryotes (Parodi et al., 

2000) (Figure 30). Les N-glycannes servent en réalité de « ticket d’admission » pour ce cycle. 

Plus d’un tiers des protéines nouvellement synthétisées sont transloquées dans le RE et la 

plupart d’entre elles vont être glycosylées (Nakatsukasa et Brodsky, 2008). La Calnexine 

CNX (membranaire) et la Calréticuline CRT (soluble) sont deux lectines homologues qui se 

lient à toutes les N-glycoprotéines nouvellement synthétisées (Ou et al., 1993). Les deux 

lectines interagissent avec les chaînes oligosaccharidiques (Glc1Man9GlcNAc2) après que ces 

dernières aient été dépourvues de leurs deux glucoses terminaux par les glucosidases I et II 

(Hammond et al., 1994). S’il existe un site de N-glycosylation dans les 50 premiers acides 

aminés de la glycoprotéine naissante, l’interaction avec les lectines débute de façon co-

traductionnelle (Molinari, 2000). La glucosidase II va ensuite enlever le troisième glucose de 

façon stochastique (c.à.d. sans prêter attention à l’état de conformation de la protéine) et ainsi 

libérer celle-ci des lectines. Les protéines mal conformées vont être reglucosylées par la 

glucosyltransférase, qui reconnaît spécifiquement les protéines mal conformées ou sous la 

forme de « globule fondu » (Caramelo et al., 2003), ce qui permet une nouvelle liaison avec la 

CNX ou la CRT. Cependant, les protéines mal repliées dans le RE ne peuvent rester 
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indéfiniment dans le cycle CNX/CRT et une sorte de « chronomètre de repliement » va les 

sortir du cycle et induire leur destruction. Ce rôle est assuré par la RE-endomannosidase I qui 

coupe un résidu mannose du glycanne ce qui réduit l’affinité de la protéine vis-à-vis des deux 

lectines (Jakob et al., 1998). Par contre, comme pour le cas de la glucosidase, l’RE-

endomannosidase I coupe aussi le mannose des protéines bien repliées. Ainsi, 

l’oligosaccharide contenant la structure Man8 ne suffit pas à lui seul à entraîner la dégradation 

de la protéine. La protéine EDEM (ER-degradation enhancing α-mannosidase-like protein) est 

une lectine spécifique de l’oligosaccharide contenant la structure Man8. Elle est nécessaire à la 

dégradation des glycoprotéines mal repliées (Hosokawa et al., 2001). Cette lectine est 

l’accepteur terminal des glycoprotéines mal repliées libérées par le cycle CNX/CRT (Oda et 

al., 2003). Son interaction avec la protéine mal repliée représente le signal qui dirigera cette 

dernière vers le système ERAD (ER-associated degradation pathway). Cependant, cette 

hypothèse manque encore de données moléculaires puisque la protéine EDEM reconnaît aussi 

les oligosaccharides contenant Man8 qui sont portés par des protéines correctement repliées 

(Hirsch et al., 2004). Des résultats récemment obtenus montrent que la protéine EDEM aurait 

elle aussi une activité endomannosidase, ces données permettront sûrement de définir 

précisément les mécanismes mis en jeu lors de ce processus (Nakatsukasa et Brodsky, 2008).   
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Fig. 30 : Rôle 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 chaîne 
glycopeptidique naissante ont été retirés par les glucosidases I et II, la glycoprotéine se 
lie à la Calnexine (CNX) et/ou à la Calréticuline (CRT). La protéine est ensuite exposée à 
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 troisième 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 être coupé par l’enzyme RE-
endomannosidase I. L’épitope restant (Man8GlcNAc2) constitue un signal (reconnu par la 
lectine EDEM) pour l’hydrolyse de la glycoprotéine mal repliée, par le système 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 l’appareil de Golgi. (D’après Helenies et Aebi, 2001 ; Loriol, 2006) 

 

- Protection des N-glycoprotéines vis-à-vis de la protéolyse : 

Les sites de N-glycosylation sont souvent situés dans des régions peptidiques 

organisées en feuillets β et très exposées aux protéases. Les N-glycannes, de par 

l’encombrement stérique qu’ils occasionnent, protègent ces régions de la protéolyse (Kundra 

et Kornfeld, 1999), notamment durant le transport des glycoprotéines depuis le RE jusqu’à 

leur destination finale (Wormald et Dwek, 1999). La glycosylation est, par conséquent, un 

facteur influençant la durée de demi-vie des glycoprotéines. 

 

- L’adressage subcellulaire des protéines : 

Ce rôle des N-glycannes est observé dans le transport sélectif des hydrolases 

lysosomales du trans-Golgi vers les endosomes et les lysosomes (Kornfeld, 1990). 

L’évènement clé se déroule dans le compartiment cis-golgien où une enzyme, 

l’ « UDP-GlcNAc-lysosomal-enzyme N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase », modifie 

spécifiquement les N-glycannes des hydrolases lysosomales en ajoutant un 

GlcNAc-phosphate au résidu mannose terminal. Ce complexe composé de plusieurs sous-

unités reconnaît les enzymes lysosomales parmi les autres glycoprotéines grâce à leur 

conformation spécifique, l’interaction nécessite des résidus lysines espacés à la surface de la 

protéine et demande une grande surface de contact entre les deux structures (Nishikawa et al., 

1999). Après élimination du GlcNAc, le mannose-6-phosphate restant est reconnu, dans le 

réseau trans-golgien, par deux lectines membranaires : le récepteur à mannose-6-phosphate 

dimérique, dépendant d’un cation (CD-MPR) et le récepteur à mannose-6-phosphate 

multifonctionnel, indépendant d’un cation, facteur de croissance de type Insuline-like 

(IGF-II/CIMPR). Le rôle de ces récepteurs est de séquestrer les enzymes lysosomales grâce à 
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leur entité glucidique, dans un compartiment du réseau trans-golgien et de les escorter vers les 

lysosomes (Helenius et Aebi, 2001). 

 

-Importance des N-glycannes pour les interactions protéine-protéine : 

Plusieurs autres contributions peuvent être apportées par les N-glycannes aux protéines 

qui les portent. J’ai choisi d’en présenter deux exemples significatifs qui symbolisent l’effet 

que peut avoir la N-glycosylation sur les fonctions biologiques des molécules d’adhésion 

cellulaire comme les intégrines (Zhao et al., 2008).  

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires impliqués dans le processus 

d’adhésion cellulaire. Ils sont constitués de deux sous-unités, α et β. Les extrémités 

N-terminales des deux sous-unités s’associent pour former le domaine de liaison à la matrice 

extracellulaire. Les segments C-terminaux traversent la membrane plasmique et interagissent 

avec le cytosquelette et des molécules de signalisation (Zhao et al., 2008). Un nombre 

croissant de preuves indique que la présence de N-glycannes appropriés module la 

fonctionnalité des intégrines (Gu et Taniguchi, 2004). Tout d’abord, le traitement de 

l’intégrine α5β1 avec de la PNGase F (qui coupe les N-glycannes entre le GlcNAc et 

l’asparagine) empêche sa liaison avec la fibronectine, protéine soluble multiadhésive de la 

matrice extracellulaire (Zheng et al., 1994). Dans une autre étude, il a été montré que les 

N-glycannes portés par la sous-unité α5 étaient essentiels pour l’hétérodimérisation des deux 

sous-unités, pour leur expression à la surface de la cellule, mais aussi à leur fonction 

biologique (Isaji et al., 2006). L’expression des intégrines à la surface des cellules ainsi que 

leur activation sont dépendantes de la liaison entre les intégrines et certaines Galectines, ce 

qui sous-entend que la composition des glycannes portés par les intégrines a un rôle 

primordial (Zhao et al., 2008). La fucosylation de l’intégrine α3β1 joue aussi un rôle dans la 

fonction des intégrines. Dans des fibroblastes embryonnaires Fut8-/-, il a été montré que la 

signalisation relayée par cette intégrine était réduite, ce qui indique que le fucose en α1,6 sur 

le GlcNAc proximal du cœur pentasaccharidique est impliqué dans cette fonction  (Zhao et 

al., 2006). La figure 31 montre différents cas d’interactions protéine-protéine pouvant être soit 

favorisées soit déstabilisées par la présence d’une chaîne oligosaccharidique. 
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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 contrôlent les 
interactions protéine-protéine. Ces dernières peuvent être intra- ou/et intermoléculaires, 
entre deux protéines de même type (homotypie) ou de types différents (hétérotypie). 
(D’après Ohtsubo et Marth, 2006)  

 
 

4) Importance de la N-glycosylation au niveau de l’organisme : les CDGs 
 

Un certain nombre de maladies sont associées à des déficiences ou défauts dans le 

métabolisme des glycoprotéines. Chez l'Homme, les CDG (Congenital Disorder of 

Glycosylation) représentent un groupe de maladies innées affectant le processus de 

N-glycosylation (Freeze et Aebi, 2005). Dès la découverte des premiers déficits 

enzymatiques, les glycobiologistes ont proposé une classification tenant compte des grandes 

étapes de la biosynthèse des différents types de glycannes. Ainsi, si ces maladies sont la 

conséquence de mutations au niveau de gènes qui contrôlent la biosynthèse ou le transfert du 

précurseur oligosaccharidique, on parle de CDG de type I, et si ce sont des gènes dont les 

produits assurent la maturation des N-glycoprotéines, on parle de CDG de type II (Dennis et 

al., 1999). Pour l’instant, 12 CDG de type I et 6 CDG de type II ont été identifiés (Freeze et 

Aebi, 2005). Bien que la présentation clinique varie d’un type de CDG à l’autre, une atteinte 

neurologique sévère associée à un retard mental et à une hypotonie axiale est présente le plus 

souvent, à laquelle peuvent s’associer des atteintes multiviscérales graves (Jaeken et Matthijs, 

2007). 
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  II- La O-glycosylation : Considérations générales. 
 

Contrairement aux N-glycannes, les O-glycannes présentent des structures très 

diverses et ne possèdent pas de cœur saccharidique commun. Tandis que la N-glycosylation 

débute par l’assemblage d’un oligosaccharide dans le RER qui sera ensuite transféré en bloc 

sur la protéine naissante, la O-glycosylation se fait par les additions séquentielles de 

monosaccharides sur un acide aminé hydroxylé (sérine ou thréonine) d’une protéine. Elle est 

initiée dans la lumière du RER et se poursuit dans les compartiments de l’appareil de Golgi. Il 

n’existe pas, à la différence de la PNGase F pour les N-glycannes, d’endoglycosidases 

permettant la libération de O-glycannes intacts. Cependant, des méthodes chimiques de 

déglycosylation ont été développées afin de générer des informations structurales sur les 

O-glycannes. Elles ont permis l’étude des altérations des structures, causées par les 

dysfonctionnements des enzymes responsables de leur synthèse et les pathologies associées 

(Wopereis et al., 2006). Actuellement, on trouve sept CDGs concernant des défauts dans la 

biosynthèse des O-glycosylglycannes (Jaeken et Matthijs, 2007). Les 7 principaux types de 

O-glycannes sont présentés dans le tableau 1. Ils sont classés en fonction du premier sucre 

attaché à la chaîne peptidique. 

 

 

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

 

Pour la plupart des types de O-glycosylation, aucune séquence peptidique consensus 

spécifique du premier sucre ajouté n’a encore été découverte. Cependant, deux exceptions 

demeurent, pour la O-fucosylation et la O-glucosylation (voir plus bas, Shao et al., 2003). 

Dans ce manuscrit, seuls les types de O-glycannes directement associés aux glycoprotéines 

musculaires, c'est-à-dire les O-mannosylglycannes et ceux impliqués indirectement dans le 

processus de myogenèse, notamment par l’intermédiaire de la voie de Notch, les O-glucosyl- 

et O-fucosylglycannes, seront présentés.  
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1) La O-mannosylation de l’α-dystroglycanne 

 

Le dystroglycanne joue un rôle important dans le complexe glycoprotéine/dystrophine 

(DGC) du muscle squelettique car il assure la liaison entre la dystrophine et la matrice 

extracellulaire (Figure 32A). Une déficience dans la plupart des protéines de ce complexe 

entraîne une forme plus ou moins grave de dystrophie musculaire (Blake et al., 2002). Au sein 

du DGC, l’α-dystroglycanne fonctionne comme un récepteur de grande affinité pour plusieurs 

ligands extracellulaires comme la laminine, le perlecan, l’agrine et la neurexine (Ibraghimov-

Beskrovnaya et al., 1992). La masse moléculaire prédite de l’α-dystroglycanne est de 72 kDa, 

alors que la masse apparente en SDS-PAGE est supérieure à 120 kDa, ceci étant dû à une 

glycosylation conséquente (Ervasti et Campbell, 1993). De plus, la masse apparente varie en 

fonction du type de tissu (156 kDa dans le muscle squelettique de mammifères, 140 kDa dans 

le muscle cardiaque et 120 kDa dans le cerveau) ce qui suggère des différences tissulaires de 

glycosylation (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992). Récemment, il a été montré que 

certaines dystrophies musculaires étaient dues à des défauts de glycosylation de 

l’ α-dystroglycanne ; ces maladies portent le nom de dystroglycanopathies (Muntoni et al., 

2004). A ce jour, six gènes responsables de dystroglycanopathies ont été identifiés : POMT1, 

POMT2, POMGnT1, Fukutin, FKRP (Fukutin-related protein) et Large (Muntoni et al., 2004) 

(Figure 32B). Le mécanisme moléculaire responsable de ces dystrophies musculaires 

implique une hypoglycosylation de l’α-dystroglycanne, qui est révélée par la perte 

d’immunoréactivité à deux anticorps (IIH5 et VIA41) qui reconnaissent la forme correctement 

glycosylée et fonctionnelle. La forme hypoglycosylée ne présente plus les mêmes 

caractéristiques de liaison vis-à-vis de ses ligands ce qui déstabilise les interactions entre le 

cytosquelette et la matrice extracellulaire (Moore et Hewitt, 2008). Le mécanisme moléculaire 

précis reste toutefois non résolu à ce jour. Bien que des structures de type mucine 

Galβ1,3GalNAcα1-O-Ser/Thr soient présentes sur l’α-dystroglycanne, les 

O-mannosylglycannes de type NeuAcα2,3Galβ1,4GlcNAcβ1,2Manα1-O-Ser/Thr, identifiés 

par plusieurs études de spectrométrie de masse, ont attiré plus d’attention (Chiba et al., 1997). 

La raison de cet intérêt est le lien qui a très vite été fait entre les mutations dans les gènes 

responsables des dystroglycanopathies et les structures glycanniques. POMT1, POMT2 et 

POMGnT1 sont les glycosyltransférases responsables de la synthèse du disaccharide 

constituant les O-mannosylglycannes de l’α-dystroglycanne (Moore et Hewitt, 2008). Les 

enzymes responsables de l’ajout du galactose et de l’acide sialique n’ont pas encore été 

identifiées même si la protéine Large est un candidat sérieux en tant que galactosyltransférase 
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(Grewal et al., 2001). Les gènes Fukutin et FKRP présentent quelques homologies avec les 

glycosyltransférases mais leurs fonctions exactes n’ont pas encore été démontrées (Martin, 

2005). Les O-mannosylglycannes de l’α-dystroglycanne comportent de nombreuses 

similitudes (monosaccharides ajoutés, types de liaison formée, fonction des chaînes 

oligosaccharidiques) avec les O-fucosylglycannes portés par les motifs EGF-like (voir 

page 79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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’après Moore and 
Hewitt, 2008). (B) La sous-unité α du dystroglycanne porte des O-glycannes très 
caractéristiques. POMT1 et POMT2 sont des O-mannosyltransférases qui catalysent le 
transfert du premier sucre, le mannose, sur une sérine ou une thréonine de 
l’α-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’après Loriol, 2006, Moore et Hewitt, 2008) 

 

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

 

La O-glucosylation est une modification rare des protéines. Elle a été retrouvée 

uniquement sur les motifs EGF-like de quelques protéines comme les facteurs de coagulation 

VII et IX, la protéine Z, le récepteur Notch et son ligand Delta, et la Thrombospondine (Shao 

et al., 2002). La présence de O-glucosylglycannes sur certains des nombreux motifs EGF-like 

de la protéine Notch (Figure 33) ont permis de définir une séquence consensus de type 

C1-X-S-X-P-C2 (où C1 et C2 sont les deux premières cystéines conservées du motif EGF-like) 

(Moloney et al., 2000). La réalisation de tests d’activité O-glucosyltransférase utilisant des 

motifs EGF-like comme accepteurs a mis en évidence la présence de ce type d’enzymes dans 



 76 

plusieurs types cellulaires (cellules CHO, HeLa, SF-9, S2, HD11, NIH3T3) et dans plusieurs 

tissus (cœur, foie, poumon, muscle, rein, rate, cerveau) (Shao et al., 2002). Ce n’est que très 

récemment qu’un gène appelé Rumi a été isolé chez la drosophile. Il code une protéine 

soluble, localisée dans le réticulum endoplasmique, comportant un domaine CAP10 (domaine 

impliqué dans la formation de la capsule et la virulence de Cryptococcus neoformans, Chang 

et Kwon-Chung, 1999) et une activité O-glucosyltransférase vis-à-vis des motifs EGF-like 

(Acar et al., 2008). Les auteurs ont généré des mutants Rumi chez la drosophile, leur 

phénotype ressemble fortement à celui des mutants Notch. Ils proposent que l’absence de 

O-glucosylglycannes sur Notch entraîne des défauts de repliement de celui-ci et donc un 

dysfonctionnement de sa voie de signalisation. Les deux autres enzymes, la β-D-glucoside 

α-1,3-D-xylosyltransférase (Omichi et al., 1997) et la α-1,3-xyloside α-1,3-xylosyltransférase 

(Minamida et al., 1996), responsables de l’allongement du O-glucosylglycanne de type 

Xylα1,3Xylα1,3Glcβ1-O-Ser avaient été identifiées auparavant. La première a même pu être 

purifiée à partir de foie bovin et caractérisée biochimiquement (Ishimizu et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

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 Notch1. L’ajout de chaque sucre ne 
peut se faire que sur un EGF-like correctement replié. (D’après Haines et Irvine, 2003) 

 

III- La O-fucosylation : 

 

Le L-fucose est un composant habituel de nombreux N- et O-glycannes de 

glycoprotéines et de glycolipides, en particulier chez les mammifères. Deux caractéristiques 

structurales le distinguent des autres hexoses retrouvés dans le monde vivant. Tout d’abord, il 

ne comporte pas de fonction alcool sur son carbone 6 et de plus, il fait partie des 

monosaccharides de configuration L (Becker et Lowe, 2003). Le fucose chez les mammifères 

est le plus souvent situé en position terminale dans les structures glycanniques. La 
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fucosylation comme les autres modifications terminales des glycannes, peut conférer des 

propriétés fonctionnelles uniques aux oligosaccharides. Pour cette raison, ce type de 

glycosylation est souvent finement régulée au cours d’évènements cellulaires majeurs tels que 

la fécondation, l’adhésion ou l’apoptose (Staudacher et al., 1999). Cependant, plusieurs 

glycosyltransférases sont capables de greffer un monosaccharide directement sur le fucose 

(Moloney et Haltiwanger, 1999), ce dernier occupant alors une position non terminale. Ces 

enzymes font partie des voies de biosynthèse des O-fucosylglycannes, où le fucose est attaché 

de façon covalente à la fonction alcool d’une sérine ou d’une thréonine. La O-fucosylation, 

qui demeure une modification peu commune des protéines, a été découverte sur deux 

domaines protéiques extracellulaires : les répétitions EGF-like et les répétitions TSR 

(Thrombospondin type 1 Repeat).  

   
 

1) La O-fucosylation des domaines TSRs : 
 

Les répétitions TSR sont des modules indépendants d’environ 60 acides aminés et qui 

comprennent six cystéines formant trois ponts disulfures selon un repliement spécifique (la 

première cystéine forme un pont disulfure avec la cinquième, la deuxième avec la sixième et 

la troisième avec la quatrième) (Figure 34A). Le génome humain code environ 100 protéines 

contenant des domaines TSRs. Elles sont impliquées dans de nombreuses fonctions 

biologiques incluant la régulation du système de coagulation par la protéolyse, l’inhibition de 

l’angiogenèse et l’allongement des axones (Tucker, 2004). Au sein des TSRs, deux 

modifications post-traductionnelles sont décrites : la C-mannosylation et la O-fucosylation 

(Hofsteenge et al., 2001). Une étude récente a montré que la C-mannosylation amplifiait une 

voie de signalisation induite par les lipopolysaccharides dans les macrophages (Muroï et al., 

2007). C’est en 1975 que fut montrée, pour la première fois, par chromatographie et 

spectrométrie de masse à partir de l’urine humaine (Hallgren et al., 1975) l’existence d’un 

O-fucosylglycanne (que l’on sait maintenant porté par les domaines TSR), de structure 

Glcβ1,3Fucα1-O-Ser. Plus récemment, le même type de structure a été retrouvé dans les 

cellules CHO (Moloney et al., 1997). C’est l’enzyme Pofut2 qui greffe le fucose sur la sérine 

ou la thréonine du motif consensus WX5C
1X2-3(S/T)C2X2G du domaine TSR, où C1 et C2 

représentent la première et la deuxième cystéine conservées (Hofsteenge et al., 2001 ; Luo et 

al., 2006) (Figure 34). Le domaine TSR fucosylé peut ensuite être allongé par une 

β1,3-glucosyltransférase, appelée β3GTL (Kozma et al., 2006), pour donner le 

O-fucosylglycanne complet Glcβ1,3-Fucα1-O-Ser/Thr (Figure 34B). 
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Fig. 34 : Structure du O-fucosylglycanne porté par les domaines TSRs. 
(A) Séquence peptidique de l’un des domaines TSRs de la Thrombospondine 1 humaine. 
Le repliement nécessaire à sa fucosylation est dicté par la formation de trois ponts 
disulfure. (B) Structure du O-fucosylglycanne liée à la séquence consensus présente dans 
les domaines TSRs. (D’après Loriol, 2006) 

 

-L’enzyme Pofut2 : 

Pofut2 fut citée pour la première fois dans la littérature, en 2002 par Roos et ses 

collaborateurs, lors d'une étude globale du génome de la drosophile qui concernait 

l'identification de gènes codant des enzymes impliquées dans le métabolisme des glycannes 

fucosylés. Cette étude leur a permis de reconnaître, sur la base d'homologies avec Pofut1, ce 

second gène codant potentiellement une O-fucosyltransférase, appelée Ofut2 chez la 

drosophile et POFUT2 chez l'Homme (Roos et al., 2002). Des analyses phylogénétiques ont 

montré que ce gène est présent chez de nombreux autres métazoaires et chez certains 

protozoaires du genre Plasmodium et Cryptosporidium (Martinez-Duncker et al., 2003 ; 

Loriol et al., 2006). Le gène humain POFUT2 se trouve sur le chromosome 21 et pourrait être 

impliqué dans le syndrome de Down, conséquence phénotypique de la trisomie 21 (Menzel et 

al., 2004). La caractérisation biochimique de la protéine chez la drosophile indique qu’elle est 

capable d’ajouter le fucose sur les domaines TSRs correctement repliés mais pas sur les 

domaines EGF-like et ceci sans aucun besoin de cations divalents, contrairement à de 

nombreuses fucosyltransférases. Pofut2 est localisée dans le réticulum endoplasmique malgré 

l’absence de séquence de rétention de type KDEL (Luo et al., 2006).  

 

-L’enzyme β3GTL :  

L’enzyme β3GTL a d’abord été identifiée comme une protéine présentant des 

homologies de séquence avec les β1,3-glycosyltransferases (Heinonen et al., 2003). Puis en 



 79 

2006, deux équipes indépendantes (Kozma et al., 2006 ; Sato et al., 2006) ont montré que 

cette protéine était capable de transférer un glucose sur les TSR correctement repliés et 

fucosylés, afin de former le disaccharide Glcβ1,3-Fucα1-O-Thr. L’une de ces études (Kozma 

et al., 2006) a montré que l’enzyme est très spécifique du substrat donneur (UDP-glucose) et 

de l’accepteur. En effet, elle est incapable de transférer un autre monosaccharide que le 

glucose et elle ne peut pas le transférer sur les EGF-like ou des EGF-like fucosylés. L’enzyme 

comporte un motif DXD nécessaire à son activité catalytique. Enfin, à l’instar de Pofut2, 

l’activité β1,3-glucosyltransférase a été retrouvée dans le RE. Très récemment, il a été révélé 

que les patients atteints du syndrome de Peters Plus (syndrome malformatif récessif associant 

des anomalies oculaires, un nanisme et un retard mental) présentaient des défauts de 

glucosylation sur les domaines TSRs de la Properdine, puisque seule la forme O-fucosylée de 

la protéine a été retrouvée en raison de mutations dans le gène BGALTL qui s’avère coder la 

β1,3-glycosyltransferase (Hess et al., 2008). 

 

-Rôle de la O-fucosylation des TSRs : 

 Le rôle des O-fucosylglycannes portés par les domaines TSRs demeure très peu 

connu. La seule étude réalisée in vivo consistait à modifier l’expression du gène pad-2, 

l’orthologue de Pofut2, chez C. elegans. Les auteurs de cette étude (Menzel et al., 2004) ont 

montré que la surexpression et l’inhibition de pad-2 avaient des effets importants sur le 

développement du nématode (mauvais positionnement des organes comme les muscles ou 

l’intestin, infertilité, problèmes neuronaux, malformations du corps, difficulté de 

mouvements) conduisant dans certains cas à l’arrêt total du développement. Il apparaît de plus 

que la sécrétion des métalloprotéases à domaine TSR, ADAMTS-like-1/Punctin-1 et 

ADAMTS13, est réduite en cas d’absence de O-fucosylation sur certains TSRs (Ricketts et 

al., 2007 ; Wang et al., 2007). Par contre, l’absence de O-fucosylglycannes ne semble pas 

avoir d’effet sur l’activité protéasique de l’enzyme ADAMTS13 (Ricketts et al., 2007). 

 

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

Les domaines EGF-like (voir page 38) peuvent aussi être porteurs de 

O-fucosylglycannes. La comparaison des domaines EGF-like fucosylés et non fucosylés a 

permis de déterminer un motif consensus de type C2X4-5(S/T)C3 (où C2 et C3 correspondent 

respectivement à la deuxième et troisième cystéines) nécessaire à cette modification post-

traductionnelle (Harris et Spellman, 1993 ; Panin et al., 2002). La figure 35A recense les 
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protéines qui comportent des O-fucosylglycannes (voir Rampal et al., 2007 pour une liste 

exhaustive). Ces derniers peuvent être de plusieurs types en fonction de la protéine et de 

l’EGF-like qui les porte. Le monosaccharide de type Fuc1-O-Ser/Thr ou les formes allongées 

en tétrasaccharide de type NeuAcα2,3/6Galβ1,4GlcNAcβ1,3Fucα1-O-Ser/Thr-EGF (Harris et 

Spellman, 1993) peuvent être rencontrés. Les structures contenant l’acide sialique en α2,6 

n’ont cependant pas été retrouvées depuis leur mise en évidence en 1993. Contrairement aux 

mammifères, la maturation du O-fucosylglycanne au-delà du disaccharide GlcNAc-β1,3-Fuc 

α1-O-Ser/Thr n’a pas encore été confirmée chez la drosophile (Haltiwanger et Lowe, 2004). 

Les enzymes impliquées dans la biosynthèse du tétrasaccharide ont presque toutes été 

identifiées à l’exception de la (des) sialyltransférase(s) (Figure 35B). Elles seront plus 

particulièrement décrites dans le paragraphe suivant. 

 

 

 

 

 

 

     
     
 

 
 
 
 
 

 
 
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 à une séquence consensus moins large que celle habituellement 
utilisée afin de réduire la liste des protéines possiblement O-fucosylées. (D’après 
Haltiwanger, 2002). (B) Motif EGF-like (basé sur l’EGF-like1 du facteur VII humain) 
comportant un O-fucosylglycanne allongé (tétrasaccharide). Les enzymes connues à ce 
jour sont chez les mammifères Pofut1, la famille Fringe avec trois paralogues (Lunatic 
fringe, Manic fringe, Radical fringe) et la β1,4GalT-1. Elles greffent respectivement le 
fucose, le N-acétylglucosamine et le galactose. Seule l’enzyme greffant l’acide sialique 
est non connue à ce jour. (D’après Haines et Irvine, 2003) 
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IV- Biosynthèse des O-fucosylglycannes portés par les EGF-like :  

 

1) La Protéine-O-fucosyltransférase 1 : 

 

La mise au point d’un test d’activité O-fucosyltransférase utilisant le GDP-fucose 

comme donneur et le premier domaine EGF du facteur de coagulation VII humain, 

correctement replié, comme accepteur a initié les études sur l’enzyme responsable de 

l’addition du fucose sur les motifs EGF-like, la GDP-fucose : protéine O-fucosyltransférase 1 

ou Pofut1 (Wang et al., 1996). Cette enzyme a d’abord été purifiée à partir de cellules CHO 

sur la base de son affinité avec ses substrats (Wang et al., 1996 ; Wang and Spellman, 1998). 

Puis le gène Pofut1 a été cloné, à partir de ces mêmes cellules, en 2001 (Wang et al., 2001). Il 

a par la suite été précisément caractérisé chez la souris, l’homme et le bovin (Thèse Loriol, 

2006), des orthologues existant chez tous les eumétazoaires (Wang et al., 2001 ; Loriol et al., 

2006). Chez la souris, une mutation ciblant le gène Pofut1 entraîne une létalité embryonnaire 

9 jours p.c. due à des défauts sévères de somitogenèse, vasculogenèse, cardiogenèse et 

neurogenèse. Ce phénotype ressemble fortement à celui observé chez les mutants KO pour le 

gènes CBF-1 ou pour les deux gènes codant les présénilines 1 et 2 (protéases nécessaires pour 

le clivage S2 de Notch suite à son activation par un ligand) (Donoviel et al., 1999) et qui 

correspond à l’absence de signalisation par les quatre récepteurs Notch chez les mammifères 

(Shi et Stanley, 2003). 

L’enzyme Pofut1 est localisée, à l’instar de Pofut2, dans le réticulum endoplasmique. 

Des expériences d’immunofluorescence ont permis de clairement démontrer qu’elle était 

co-localisée avec la calréticuline, protéine chaperonne du RE, et non avec GM130, enzyme 

résidente de l’appareil de Golgi (Figure 36) (Luo et Haltiwanger, 2005). Ce résultat est en 

accord avec la présence, dans la séquence protéique de tous les homologues Pofut1, d’un 

peptide signal, nécessaire à l’entrée de la protéine dans le RE, et d’une séquence KDEL 

responsable de la rétention de la protéine dans le RE (Luo et Haltiwanger, 2005 ; Okajima et 

al., 2005). La N-glycosylation de la protéine Pofut1 chez la souris, de type 

oligomannosidique, est aussi un argument en faveur de sa localisation réticulaire (Wang et 

Spellman, 1998).   

 

 

 



 82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fig.36 : Localisation sub-cellulaire de la protéine Pofut1. Des cellules COS-1 ont été 
transfectées transitoirement avec la protéine recombinante Pofut1 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’après Luo and Haltiwanger, 2005). 

 

Cette localisation particulière pose deux questions essentielles et encore non résolues à 

propos de l’enzyme Pofut1. Tout d’abord, on sait que toutes les fucosyltransférases, Pofut1 

incluse, utilisent le GDP-fucose comme substrat donneur. Ce nucléotide-sucre est synthétisé 

dans le cytoplasme (Figure 26) puis transporté dans l’appareil de Golgi, localisation 

subcellulaire habituelle des fucosyltransférases, grâce à un transporteur membranaire 

spécifique (Becker et Lowe, 2003). La localisation réticulaire de Pofut1 implique par 

conséquent la présence d’un transporteur de GDP-fucose du cytosol vers le RE, qui demeure 

encore non découvert à ce jour. Deuxièmement, les chercheurs se sont très vite demandés si la 

présence de Pofut1 dans le RE ne ferait pas de cette protéine une chaperonne qui, en plus de 

son activité enzymatique, aiderait au repliement de ses protéines cibles.  

 Chez la drosophile, Ofut1 est nécessaire à plusieurs processus incluant le repliement 

de Notch dans le RE (Okajima et al., 2005), la liaison entre Notch et ses ligands (Okajima et 

al., 2003) et l’endocytose de Notch (Sasamura et al., 2007). Ces différentes activités de la 
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protéine Ofut1 ont permis de construire deux modèles distincts présentés sur la figure 37 qui 

schématisent le rôle de Ofut1 dans le repliement ou l’adressage correct du récepteur Notch. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 37 : O-fucosylation de Notch et fonction de Ofut1 chez la drosophile (D’après 
Vodovar et Schweisguth, 2008). Modèle 1 : dans le RE, la protéine Ofut1 permet le 
repliement et la O-fucosylation du récepteur Notch nouvellement synthétisé (rouge et 
blanc). Notch est ensuite transporté, via l’appareil de Golgi, vers la membrane plasmique 
et vers les jonctions adhérentes (AJs, cyan). En absence de Ofut1, Notch reste non replié 
et s’accumule dans le RE. (D’après Okajima et al., 2005). Modèle-2 : Après sa 
O-fucosylation par Ofut1, Notch est transporté vers la membrane plasmique après son 
passage par l’appareil de Golgi. Il est, dans un second temps, transporté vers les 
jonctions adhérentes par un mécanisme de transcytose. E, absence de Ofut1, Notch est 
bien transporté vers la membrane plasmique, par contre il est ensuite internalisé et 
s’accumule dans un compartiment endocytique non caractérisé. (D’après Sasamura et 
al., 2007)   

 

Le rôle de la O-fucosylation des motifs EGF-like chez la drosophile a été examiné par 

la réduction de la quantité de protéine Pofut1, en utilisant des ARNi, puis en isolant un mutant 

Pofut1 appelé neurotic (Okajima et Irvine, 2002 ; Sasamura et al., 2003). Les deux techniques 

ont abouti à un phénotype sévère ressemblant fortement à celui du mutant Notch. Cependant, 

il a été montré que l’absence de Ofut1 entraînait l’accumulation de Notch dans le RE. Et de 

façon surprenante, l’apport d’une forme sans activité O-fucosyltransférase (mutation R245A 

dans un domaine très conservé chez les fucosyltransférases et nécessaire à l’interaction avec 

leur substrat donneur, Martinez-Duncker et al., 2003) permettait de rétablir la localisation 

membranaire normale de Notch ainsi que sa liaison optimale avec ses ligands. Cette étude 
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décrit aussi que d’autres protéines, modifiées par des O-fucosylglycannes, comme Delta ou 

Serrate, n’ont pas besoin de Ofut1 pour être correctement localisées (Okajima et al., 2005). 

Ces résultats sont à l’origine du modèle 1 (Figure 37) dans lequel Ofut1 joue le rôle de 

chaperonne permettant, sans besoin de son activité O-fucosyltransférase, le repliement de la 

partie extracellulaire du récepteur Notch, entraînant sa localisation correcte à la surface 

cellulaire et son interaction optimale avec ses ligands.  

 Le modèle 2 repose, quant à lui, sur deux observations majeures. Tout d’abord, il a été 

démontré que dans les cellules dépourvues de Ofut1, Notch n’était pas correctement adressé 

aux jonctions adhérentes mais s’accumulait dans des compartiments intracellulaires ne 

contenant pas les habituels marqueurs du RE. Par contre une petite quantité de Notch est tout 

de même présente à la surface des cellules, en dehors des jonctions adhérentes (Sasaki et al., 

2007 ; Sasamura et al., 2007). Une autre étude a montré que Ofut1 était nécessaire à 

l’endocytose de Notch. Dans les cellules dépourvues de Ofut1, des anticorps dirigés contre 

Notch sont internalisés à un plus faible niveau que dans les cellules sauvages, mais surtout ils 

ne s’accumulent plus dans les endosomes mais dans des compartiments intracellulaires non 

caractérisés (Sasamura et al., 2007). De plus, dans les cellules Gmd (mutées sur le gène de 

la GDP-mannose 4,6-déshydratase, ce qui entraîne l’incapacité de ces cellules à synthétiser le 

fucose), la quantité de Notch dans ces compartiments est plus faible que dans les cellules 

dépourvues de Ofut1, ce qui implique, que l’activité chaperonne de Ofut1 permet 

l’endocytose normale de Notch. Par contre, l’absence de récepteur Notch correctement 

localisé au niveau des jonctions adhérentes, dans les cellules Gmd, met en évidence un besoin 

du O-fucose pour la transcytose du récepteur vers les jonctions adhérentes. Ce second modèle 

propose donc une double activité de la protéine Ofut1, elle régulerait le processus 

d’endocytose de Notch par un mécanisme indépendant de son activité catalytique et dans un 

deuxième temps, elle permettrait une localisation correcte de Notch, cette fois de façon 

dépendante de son activité catalytique (Sasaki et al., 2007 ; Sasamura et al., 2007).   

 Un article paru en 2008 apporte plusieurs éléments de réponse et permet de conforter 

le premier modèle. Les auteurs ont montré que l’activité O-fucosyltransférase de Ofut1 était 

nécessaire uniquement pour permettre l’activité de Fringe (Okajima et al., 2008). L’absence 

totale de Ofut1 mène à un phénotype similaire à celui des KO pour le gène Notch, mais 

l’expression de la forme R275A entraîne la viabilité des larves, phénotype similaire à celui du 

KO pour le gène Fringe. Ces données indiquent que l’activité O-fucosyltransférase de Ofut1 

n’est pas nécessaire à la voie de signalisation de Notch dans l’embryon, ce qui est en accord 

avec la non-intervention de Fringe dans l’embryogenèse de la drosophile. Lorsque la forme 
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R275A est exprimée au cours du développement du disque imaginal de l’aile, le phénotype de 

la larve de drosophile est semblable  au KO de Fringe. Lors de cette étude, les auteurs ont 

aussi réexaminé la localisation du récepteur Notch à la surface des cellules en utilisant un 

protocole différent. Ils confirment que dans les cellules dépourvues de Ofut1, Notch n’est pas 

présent à la surface des cellules mais qu’il s’accumule effectivement dans le RE. 

 Après analyse de l’ensemble de ces données, il apparaît clairement que, chez la 

drosophile, la O-fucosylation de Notch est d’abord nécessaire aux évènements de 

signalisation dépendants de Fringe et que Ofut1 agit de manière non-catalytique pour 

permettre au récepteur Notch de sortir du RE. Ofut1 se comporte également comme une 

chaperonne qui permet le repliement correct de la partie extracellulaire de Notch, comme le 

propose le modèle 1 (Vodovar et Schweisguth, 2008). 

Les mêmes questions se sont évidemment posées dans le cas des mammifères. 

Plusieurs équipes se sont intéressées aux rôles de Pofut1 dans la voie de signalisation de 

Notch chez la souris. L’équipe du docteur P. Stanley (Albert Einstein College of Medicine, 

New York, E-U) a montré que dans les cellules ES qui n’expriment pas Pofut1 (extraites de 

l’embryon de souris Pofut1-/-), les quatre récepteurs Notch sont correctement localisés à la 

surface des cellules (Figure 38). Des expériences de cytométrie en flux indique que 

l’association entre les ligands Delta1/Jagged1 et ces cellules, ainsi que l’activation de la voie 

de signalisation de Notch qui en découle, sont fortement réduites. Chez les mammifères, la 

présence de Pofut1 n’est donc pas nécessaire à la localisation correcte des récepteurs Notch 

mais elle est indispensable au fonctionnement optimal de la voie de signalisation de Notch. 

Des études réalisées sur les cellules CHO lec-13, déficientes dans la voie de synthèse du 

GDP-fucose, montrent que la quantité et la localisation des récepteurs Notch sont normales. 

Par contre, pour ces cellules, la liaison Notch/ligand et la quantité de Notch clivé 

(conséquence de l’activation de la voie de signalisation activée par Delta1 et Jagged1) sont 

diminuées. Ces facteurs sont rétablis par l’ajout de fucose exogène (Stahl et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 38 : Rôle de Pofut1 et du O-fucose dans la voie de signalisation de Notch chez les 
mammifères. (A) Dans les cellules lec13 (déficientes en GDP-fucose), la voie de 
signalisation de Notch est fortement réduite, le niveau d’activation est rétabli par ajout 
de fucose exogène ce qui n’est pas le cas avec le galactose. Les données ont été 
obtenues après transfection, des cellules lec13, par un vecteur contenant un gène 
rapporteur sous le contrôle d’un promoteur sensible à la partie intracellulaire de Notch. 
Ces cellules sont ensuite co-cultivées avec des cellules exprimant fortement le ligand 
Delta1. Des résultats similaires ont été obtenus avec Jagged1. (B) Dans les cellules 
lec13, Notch est correctement localisé sans effet du fucose exogène. Les cellules sont 
mises en contact avec un anticorps dirigé contre la partie extracellulaire de Notch et la 
liaison de cet anticorps à la surface des cellules est analysée par cytométrie en flux. Des 
résultats similaires ont été obtenus avec les cellules lec1. (C) La liaison de Delta1 avec 
les cellules ES Pofut1-/- est fortement réduite. Des résultats similaires ont été obtenus 
avec Jagged1. (D) On ne remarque pas de différence significative en ce qui concerne la 
localisation de Notch1 à la surface des cellules entre les cellules ES Pofut1-/- et Pofut1+/+. 
(D’après Stahl et al., 2008) 

 

Chez les mammifères, il semble donc que la situation soit différente de celle de la drosophile : 

la protéine Pofut1 n’aurait pas d’activité chaperonne pour les récepteurs Notch, par contre la 

présence du fucose sur leur domaine extracellulaire est nécessaire à la liaison avec leurs 

ligands et à l’activation de la voie de signalisation. Le O-fucose (et sûrement son 

allongement) serait donc nécessaire à la liaison de Notch avec ses ligands, en aidant à son 

repliement optimal et/ou en intervenant directement dans l’interaction entre les récepteurs 

Notch et leurs ligands (Stahl et al., 2008). 
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Une seconde étude parue la même année, qui étudie la localisation de Notch dans les 

cellules du mésoderme paraxial lors du développement embryonnaire, décrit des résultats 

contradictoires. Les auteurs rapportent que dans les cellules des souris KO pour le gène 

Pofut1, Notch1 s’accumule dans le cytoplasme et dans le RE. Cependant, ils ne précisent pas 

si ceci est dû à l’absence d’activité chaperonne de Pofut1 ou à l’absence du fucose au sein de 

la partie extracellulaire de Notch1 (Okamura et Saga, 2008). 

 

2) La protéine Fringe : 

 

L’élongation du O-fucose en tétrasaccharide débute par l’action des 

glycosyltransférases de la famille Fringe. Le gène Fringe (Dfng) a d’abord été découvert chez 

la drosophile par un crible de mutants pour les gènes impliqués dans la formation de la 

frontière dorso/ventrale lors du développement de l’aile (voir page 52) (Irvine et Wieschaus, 

1994). Il est aussi impliqué dans le développement des yeux et des pattes, ainsi que dans la 

spécification du devenir cellulaire lors de l’oogenèse (Grammont et Irvine, 2001). Trois 

homologues ont ensuite été identifiés chez les mammifères: Lunatic fringe, Manic fringe et 

Radical fringe (Johnston et al., 1997). Chez les vertébrés, les protéines Lfng et Rfng sont 

connues pour leur rôle dans certains processus développementaux. Par exemple, les souris 

mutantes pour le gène Lfng présentent un taux de mortalité périnatal plus élevé à cause de la 

malformation des côtes et les souris qui réussissent à survivre présentent de multiples défauts 

dus à une mauvaise somitogenèse (malformation de la colonne vertébrale et des côtes, fusion 

des arcs neuraux, queue plus petite) (Zang et Gridley, 1998). Les expériences de KO sur le 

gène Rfng ont montré que les souris ne présentaient pas de phénotype évident et que le double 

KO Lfng/Rfng avait le même phénotype que le mutant Lfng (Zhang et al., 2002). Très peu de 

données sont actuellement disponibles sur Mfng hormis sa structure cristallisée qui a été 

caractérisée chez la souris (Jinek et al., 2006). Les protéines Fringe sont des 

β1,3-N-acétylglucosaminyltransférases qui transfèrent un GlcNAc, à partir d’UDP-GlcNAc, 

sur le O-fucose de motifs EGF-like spécifiques (Bruckner et al., 2000 ; Moloney et al., 2000). 

Toutes les protéines Fringe sont capables de catalyser cette réaction in vitro (Moloney et al., 

2000 ; Rampal et al., 2005). Cependant, les trois enzymes endogènes présentes dans les 

cellules CHO n’allongent le O-fucose qu’au sein de certains EGF-like, aux positions 12 et 

20-31 de la protéine Notch1. Une autre étude a montré que Manic et Lunatic Fringe ne 

modifiaient pas les mêmes sites du récepteur Notch2 (Shimizu et al., 2001). Cependant, aucun 

déterminant protéique, propre à l’une ou l’autre des trois enzymes, n’a pu être mis en 
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évidence au sein des motifs EGF-like (Shimitzu et al., 2001;  Shao et al., 2003; Rampal et al., 

2005). Il a également été montré, chez la drosophile et chez les mammifères, que l’expression 

de Fringe était capable de faire varier la réponse de Notch en fonction du ligand avec lequel il 

interagissait : l’expression de Fringe potentialise la signalisation par Delta et inhibe celle par 

Serrate/Jagged (Panin et al., 1997 ; Hicks et al., 2000).  

 

3) La protéine β1,4-Galactosyltransférase 1 : 

 

L’activité N-acétylglucosaminyltransférase, assurée par Fringe, est nécessaire mais pas 

suffisante pour réguler la voie de signalisation de Notch. L’allongement du  

O-fucosylglycanne par la β1,4-GalT-1 est aussi requis pour permettre à Fringe d’inhiber la 

voie de signalisation par Jagged1 (Chen et al., 2001). Chez les souris mutées sur ce gène, 

l’expression d’effecteurs de la voie de signalisation de Notch, comme Hes5, et de ligands, 

comme Dll1, est diminuée (Chen et al., 2005).   

 

4) La protéine αααα2,3-Sialyltransférase : 

  

Les O-fucosylglycannes ont été retrouvés sous la forme de tétrasaccharides terminés 

par un acide sialique. Cependant, l’enzyme responsable de l’ajout de ce sucre n’a pas encore 

été identifiée. Chez les mammifères, six α2,3sialyltransférases ont été découvertes : les 

β-galactoside α2,3sialyltransférases (ST3Gal) I à VI. D’après l’analyse de leur spécificité, la 

ST3Gal IV serait la plus susceptible de modifier les O-fucosylglycannes, car son accepteur 

préférentiel est de type Galβ1,4GlcNAc-R (Takashima, 2008).  

 

V- Rôle des O-fucosylglycannes portés par les EGF-like :  

 

Les O-fucosylglycannes liés à certains motifs EGF-like ont été identifiés sur plusieurs 

protéines nécessaires au bon fonctionnement de la cellule. La littérature scientifique décrit 

plus particulièrement trois protéines, uPA, Cripto et Notch, pour lesquelles le rôle de ce type 

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

 

 Le rôle de la O-fucosylation dans la fonction de la protéine uPA a été apporté par des 

expériences de défucosylation chimique in vitro utilisant de l’acide trifluoroacétique. Elles ont 

montré que la O-fucosylation du seul domaine EGF-like de la protéine uPA n’est pas 

indispensable à l’interaction entre la protéine uPA et son récepteur. La O-fucosylation est 

cependant nécessaire à l’activité mitogène de la protéine uPA dans des cellules Saos-2 

(cellules d’ostéosarcome humain) (Rabbani et al., 1992). 

 

2) La protéine Cripto : 

 

Nodal, un membre de la superfamille des TGF-β, joue plusieurs rôles essentiels dans 

le développement embryonnaire des vertébrés comme la formation du mésoderme et la 

génération de l’asymétrie droite/gauche (Schier, 2003). Les composants majeurs de la voie de 

signalisation de Nodal comprennent le ligand soluble Nodal, le récepteur membranaire 

activine, Smad2 et Smad4, médiateurs de la signalisation, et le facteur de transcription Fast1. 

Cripto, une glycoprotéine membranaire qui comporte une ancre GPI 

(glycosylphosphatidylinositol), est un co-récepteur essentiel à la voie de signalisation de 

Nodal. Les souris KO pour Cripto ou Nodal présentent des phénotypes extrêmement 

similaires : une absence de mésoderme embryonnaire et d’endoderme définitif, ce qui 

provoque une létalité dès 7,5 jours p.c. (Xu et al., 1999). En 2001, il a été montré que la 

protéine Cripto humaine comportait une séquence consensus de O-fucosylation conservée 

chez tous ses homologues et que la thréonine contenue dans cette séquence était O-fucosylée. 

La mutation de cette thréonine en alanine entraîne la perte de cette O-fucosylation et éteint la 

voie de signalisation de Nodal dans des cellules F9 (cellules de tératocarcinome de souris). 

Ainsi, la présence du O-fucose sur le motif EGF-like de Cripto est nécessaire à l’activation 

optimale de la voie de signalisation de Nodal (Shieffer et al., 2001). Cependant, des résultats 

publiés en 2007 contredisent ces derniers. L’étude a commencé avec l’observation que les 

mutants de souris Pofut1-/- ne présentaient pas le même phénotype que le mutants Cripto-/-, et 

mouraient, in utero, 9,5 jours p.c. soit deux jours plus tard que les embryons Cripto-/-.  Les 

cellules ES Pofut1-/- ayant servi à la réalisation des mutants ont permis de montrer que Pofut1 

était bien l’enzyme qui O-fucosylait Cripto et surtout que la voie de signalisation de Nodal 

n’était pas inactivée en l’absence de Pofut1 et donc en l’absence de O-fucose sur Cripto. 

Enfin, la substitution de la thréonine 72 du motif EGF-like par une sérine, modifiée elle aussi 
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par un O-fucose, n’entraîne pas le rétablissement de la voie de signalisation de Nodal dans les 

cellules embryonnaires de rein humain 293T. En conclusion, la thréonine qui porte le fucose, 

et non le fucose lui-même, est nécessaire à l’activation optimale de la voie de signalisation de 

Nodal (Shi et al., 2007). 

 

3) Le récepteur Notch : 

 

La plupart des études structurales effectuées sur la glycosylation des récepteurs Notch 

a été réalisée sur la protéine Notch1, en utilisant des systèmes de surexpression dans des 

cellules de mammifères, principalement les cellules CHO. Les motifs EGF-like de Notch1 

portent plusieurs types de glycannes : O-fucosylglycannes, O-glucosylglycannes et 

N-glycannes complexes (Stanley, 2007). La figure 39 montre les différents types de glycannes 

portés par les répétitions EGF-like du récepteur Notch1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 39 : Les glycannes portés par Notch1 chez la souris. Les domaines EGF-like du 
récepteur Notch1 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 Notch1 dans des cellules de mammifères. Le plus grand 



 91 

O-fucosylglycanne observé sur Notch1 est de type 
NeuAcα2,3Galβ1,4GlcNAcβ1,3Fucα1-O-Ser/thr. Il 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, 
Notch1 ne comporte pas de NeuAc lié au galactose en α2,6. Le plus grand 
O-glucosylglycanne est de type Xylα1,3Xylα1,3Glcβ1-O-Ser. (D’après Stanley, 2007) 

 

Une nouveau type de glycosylation a été retrouvé sur certains domaines EGF-like 

récepteur Notch et de son ligand Delta chez la drosophile. Elle est de type 

GlcNAc-β-O-Thr/Ser (Matsuura et al., 2008). La réaction enzymatique doit se faire dans le 

RE ou le Golgi et nécessite du Mn2+, ce qui exclut l’intervention de OGT (O-linked GlcNAC 

transferase) cytoplasmique. De plus, même si des O-GlcNAc transférases ont été identifiées 

chez les protozoaires, Dictyostelium discoideum (Wang et al., 2003) et Trypanosoma cruzi 

(Previato et al., 1998), la liaison aux résidus sérine ou thréonine est sous la forme anomérique 

α. Les facteurs de coagulation VII et IX, l’activateur du plasminogène, la protéine Z, qui sont 

des protéines O-fucosylées et/ou O-glucosylés ne contiennent pas de Thr/Ser capable d’être 

modifiée par un O-GlcNAc, ce qui laisse imaginer que cette modification puisse être 

spécifiquement dédiée à la régulation de la voie de Notch (Matsuura et al., 2008). 

Les différents domaines EGF-like présents au sein de la partie extracellulaire du 

récepteur Notch ne sont pas tous impliqués au même degré dans l’interaction avec ses ligands 

et par conséquent dans l’activation de la voie de signalisation. L’état de O-glucosylation et 

plus particulièrement de O-fucosylation de ces sites est un facteur qui complexifie un peu plus 

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

 

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

 

L’un des domaines les plus conservés dans tous les récepteurs Notch, incluant ceux 

présents chez C. elegans, est l’EGF-like à la position 12 (Xu et al., 2005). L’élimination du 

site de O-fucosylation de cet l’EGF-like (mutation 12f) a de profondes conséquences sur la 

voie de signalisation de Notch. Chez la drosophile, la substitution de la thréonine en alanine 

génère un récepteur Notch « hyperactif » en réponse à ses ligands, ce qui implique que le 

O-fucosylglycanne à cette position inhibe l’activité de Notch en réduisant l’interaction entre 

Notch et ses deux ligands Delta et Serrate. A l’inverse, les O-fucosylglycannes sur les 

EGF-like 24, 26, 24 et 26 et 31 n’ont aucune influence sur la voie de signalisation de Notch 

(Lei et al., 2003). Des études in vitro ont également montré que l’absence de sites de 

O-fucosylation sur les EGF-like 23-32 entraînait une diminution de 50% de l’interaction de 
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Notch avec Delta et Serrate (Xu et al., 2005). De façon très surprenante, la mutation 12f chez 

les mammifères entraîne l’effet inverse et inhibe la voie de signalisation de Notch induite par 

Delta1 ou Jagged1. L’élimination d’autres sites de O-fucosylation conservés chez le récepteur 

Notch1, sur les EGF-like 26 et 27, a aussi des conséquences importantes. Dans des cellules 

CHO, l’absence de O-fucosylglycannes sur l’EGF-like 26 entraîne une plus forte activation de 

la voie de signalisation de Notch en réponse à Delta1 et Jagged1, alors que l’inverse se 

produit pour l’EGF-like à la position 27 (Rampal et al., 2005). Enfin, la réalisation d’un 

mutant de souris dont la séquence consensus de O-fucosylation sur l’EGF-like 12 (site de 

liaison à ses ligands) du récepteur Notch1 a été modifiée, montre le rôle primordial des 

O-fucosylglycannes dans un modèle in vivo. Les souris homozygotes pour cette mutation sont 

viables mais présentent plusieurs défauts : retard de croissance, problème lors de la 

maturation des lymphocytes T, etc. Dans les cellules de ces souris, le récepteur Notch se lie 

moins bien à ses ligands Jagged1 et Delta1 ce qui entraîne des modifications sur l’activation 

de la voie de signalisation de Notch (Ge et Stanley, 2008).  
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Résultats-Discussion 
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Etude structure/fonction de la protéine Pofut1 
   
 
 

Après la caractérisation du gène Pofut1 chez le bovin (Loriol et al., 2006), il nous a 

semblé opportun de conduire une étude fonctionnelle sur la protéine Pofut1. Une 

connaissance approfondie de ses spécificités structurales est susceptible d’apporter un 

éclairage sur l’implication de cette enzyme dans la myogenèse. En 2006, les données de la 

littérature, essentiellement décrites par l’équipe de R. Haltiwanger (Stony Brook University, 

Stony Brook, New York, USA), ne concernaient que le fonctionnement enzymatique de la 

protéine humaine. Les enzymes bovine et murine n’avaient pas encore fait l’objet d’études 

fonctionnelles.  

 

I- Publication 1 : 

 

Des analyses bioinformatiques nous ont permis d’identifier deux sites potentiels de 

N-glycosylation (N65 et N163) sur la protéine Pofut1 bovine. Les alignements de séquences 

réalisés ont étonnamment montré que l’un des deux était très conservé dans le règne animal 

alors que l’autre n’était présent que chez les mammifères. Ces observations nous ont poussé à 

(i) démontrer que ces sites potentiels étaient réellement occupés par des glycannes et (ii) à 

étudier les rôles respectifs des ces deux N-glycannes. Nous avons donc substitué, par 

mutagenèse dirigée, les asparagines présentes dans les sites de N-glycosylation de Pofut1, par 

une leucine ou une glutamine. Nous avons démontré qu’après surexpression dans des cellules 

COS-1, l’absence de N-glycannes à la position 163 n’entraînait qu’une légère perte d’activité 

O-fucosyltransférase alors que la glycosylation du site 65 était cruciale pour la fonctionnalité 

de l’enzyme. L’absence du N-glycanne à la position 65 entraîne l’agrégation de Pofut1 ce qui 

suggère qu’il est nécessaire au repliement optimal de l’enzyme. Ce travail a donné lieu à la 

publication suivante. 
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The two N-glycans present on bovine Pofut1 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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II- Résultats complémentaires : 
 
1) Cinétique d’apparition de la protéine Pofut1 : 

 
Les cellules COS-1 sont des cellules de mammifères (cellules de rein de singe vert 

africain, Cercopithecus aethiops) largement utilisées en biotechnologie pour la surexpression 

de protéines dans un environnement eucaryote. Dans l’article ci-dessus, nous avons montré 

que la protéine Pofut1 mutée sur le site de glycosylation N65 n’était pas détectée dans les 

extraits de cellules COS transfectées depuis 48h. Une hypothèse envisagée, et non reportée 

dans l’article, supposait que la non révélation de protéines Pofut1 dans les extraits cellulaires 

était due à la dégradation précoce de l’enzyme par des protéases endogènes. Nous avons alors 

examiné cette hypothèse et procédé à une analyse de la cinétique d’expression de la protéine 

et ce, dès la transfection de son ADNc dans les cellules COS-1.   

 

 

 

 
 

 

Fig.1 : Cinétique d’apparition de Pofut1 surexprimée dans des cellules COS-1. 
Western anti-Pofut1 (45 kDa) montrant l’évolution de la quantité de protéine après 
transfection (temps 0h) des cellules COS-1 avec le vecteur pcDNA3.1 contenant l’ADNc 
du gène Pofut1 bovin sauvage (wt) ou muté sur le site de glycosylation N65 (S1). La 
forme protéique de plus haut poids moléculaire est due à une reconnaissance aspécifique 
de l’anticorps. P.P : Pofut1 purifiée. 

 
La figure 1 montre la quantité de protéines Pofut1, sauvage (wt) et mutée sur le site N65 (S1), 

présente dans les cellules en fonction du temps après la transfection. La protéine Pofut1 n’est 

détectée que 8h après la transfection et sa quantité atteint un maximum après 32h ; cette 

expression est maintenue pendant plus de 48h (résultat non montré). La présence de grandes 

quantités de Pofut1 dans les cellules COS-1 ne semble avoir aucune incidence sur la 

prolifération et la viabilité des cellules, ce qui correspond aux observations faites sur 

l’enzymes Pofut2 (Loriol et al., 2006). A l’inverse, la protéine mutée sur le site S1 n’est 

visible à aucun moment de la cinétique ce qui implique que son absence n’est pas due à une 

dégradation protéolytique suivant sa synthèse. 
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2) Mutagenèse de la forme b de Pofut1 : 
 

Nous avions aussi formulé l’hypothèse que la non-détection de Pofut1 mutée sur le 

site N65 pouvait être liée à la perte de l’activité O-fucosyltransférase de l’enzyme mutée. Chez 

le bovin, notre équipe avait identifié plusieurs variants transcriptionnels de Pofut1 (Figure 2A, 

Loriol et al., 2006). Le transcrit Pofut1a est le seul à coder une protéine, de 45 kDa, 

présentant une activité O-fucosyltransférase (Figure 2A, Loriol et al., 2006). Le transcrit 

Pofut1b code une protéine inactive du fait de l’absence de 40 acides aminés dans son 

extrémité C-terminale. Nous avons alors analysé la présence des protéines Pofut1b sauvage et 

mutée sur le site 65, dans les extraits de cellules COS-1 transfectées. Nous avons constaté la 

même influence du N-glycanne sur la présence de la protéine dans l’extrait cellulaire et donc 

le même effet sur l’agrégation de la protéine (Figure 2C). Cette expérience nous permet de 

conclure que l’agrégation de Pofut1 mutée sur le site N65 n’est pas due à la perte d’activité O-

fucosyltransférase puisque Pofut1b non mutée, qui est inactive (Figure 2B), ne s’agrège pas 

alors que la même protéine mutée en N65 s’agrège.  
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Fig.2 : Effet de l’absence du N-glycanne à la position 65 sur la forme Pofut1b. 
(A) Variants transcriptionnels de Pofut1 retrouvés dans les tissus bovins (Loriol et al., 
2006). (B) Tests d’activités effectués sur Pofut1a (wt) en comparaison avec la forme 
codée par Pofut1b. Les cellules COS-1 ont été transfectées avec le vecteur pCDNA3.1 
contenant les différents ADNc de Pofut1. La forme b de Pofut1 n’a aucune activité. wt : 
wild type, Pofut1a comportant ses deux N-glycannes ; b : forme traduite du variant b de 
Pofut1 ; b S1 : forme b de Pofut1 dont le site à la position 65 a été muté. (B) Western 
blot anti-Pofut1 montrant la forme b de Pofut1. Les quantités de protéines déposées sur 
le gel sont deux fois supérieures (100 µg) à celles utilisées dans les analyses en western 
blot réalisées pour l’article, à cause du faible signal généré par la forme b (dû à sa faible 
reconnaissance par l’anticorps ou à sa faible expression), la forme endogène de Pofut1 
est de ce fait bien visible. v.v : vecteur vide. 
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III- Conclusion 

 

L’étude de la relation structure-fonction que nous avons effectuée a permis de mettre 

en évidence l’importance de la N-glycosylation pour la fonction enzymatique de Pofut1. Nos 

résultats suggèrent un rôle des glycannes dans le repliement correct de l’enzyme. Ils 

renforcent l’idée que la glycosylation augmente les capacités de solubilité d’une protéine en 

cours de repliement et permettent aussi de bénéficier du système de chaperonnes 

Calnexine/Calréticuline, ce qui évite leur agrégation irréversible. Par conséquent, Pofut1 est 

un nouvel exemple qui confirme que la fonction biologique d’une protéine n’est pas 

uniquement dictée par sa séquence d’acides aminés ; elle est aussi influencée par ses 

modifications post-traductionnelles. En ce sens, le profil de glycosylation d’une protéine 

présente un fort intérêt biotechnologique qui nécessite d’être étudié et reproduit pour la 

production de protéines recombinantes.  

Ces résultats soulèvent également de nouvelles questions, deux d’entre-elles sont 

évoquées ici : 

(i) Tout d’abord, nous avons montré que la N-glycosylation était indispensable à 

l’activité enzymatique de Pofut1, mais qu’en est-il de son implication dans 

l’activité chaperonne de la protéine ? Si le repliement de Pofut1 n’est pas 

assuré, il semble évident que son activité de chaperonne envers le récepteur 

Notch va être influencée.  

(ii)  Ensuite, nous avons montré que le site de N-glycosylation à la position 65 est 

très conservé au sein du règne animal alors que le site à la position 163 l’est 

beaucoup moins. Les mutants Pofut1 générés dans l’article ci-dessus 

confirment que la N-glycosylation au site 65 est nécessaire à la fonctionnalité 

de Pofut1. Or ce site de N-glycosylation est exceptionnellement absent de la 

séquence Pofut1 du nématode Caenorhabditis elegans. Il serait intéressant de 

conduire une étude fonctionnelle sur cette protéine et d’analyser les 

déterminants de son repliement qui sont de toute évidence différents de ceux 

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

 
 

Afin d’appréhender les implications complexes des gènes constructeurs des 

O-fucosylglycannes portés par Notch, il nous a paru primordial d’examiner la voie de 

signalisation de Notch pendant les différentes étapes de la myogenèse. La voie de 

signalisation de Notch présente quelques particularités dans ce contexte (voir exposé 

bibliographique, page 59). Une étude utilisant les embryons de souris KO pour le gène Pofut1 

a montré que l’absence de Pofut1 entraînait un dérèglement dans l’expression de plusieurs 

acteurs de la voie de signalisation de Notch dont Dll1, Dll3, Jagged1, Notch1, Lunatic Fringe 

et Hes5 (Shi et Stanley, 2003). La même étude indique que la Myogénine est également 

fortement sous-exprimée dans ces embryons. L’hypothèse la plus objective est que ces 

dérégulations sont dues à plusieurs rétrocontrôles positifs et négatifs auxquels sont soumis 

certains composants de la voie de signalisation de Notch. A terme, notre ambition est de faire 

varier l’expression de Pofut1 dans le contexte de la prolifération et de la différenciation des 

cellules C2C12, puis d’en étudier les effets sur la voie de signalisation de Notch et sur la 

myogenèse. Aussi, il était nécessaire de faire un état des lieux préalable sur la participation 

des différents acteurs de la voie de Notch au processus de myogenèse.  

Pour remplir cet objectif, nous avons besoin d’un modèle biologique. L’étude des 

processus de prolifération et de différenciation myogénique étant très difficile à mener in vivo, 

nous avons choisi de commencer par l’utilisation de cultures cellulaires. Les études 

préliminaires menées sur des cultures primaires de myoblastes bovins n’ayant pas été 

concluantes (Loriol, 2006), et ne disposant pas de lignées immortalisées bovines, nous nous 

sommes orientés vers l’utilisation de la lignée de cellules myoblastiques murines C2C12. En 

effet, cette lignée est déjà bien caractérisée par la communauté scientifique, elle est facilement 

disponible et relativement facile d’utilisation. Les principaux résultats obtenus devront être 

confirmés par l’analyse de cultures de cellules primaires murines et bovines et pourquoi pas, 

dans le futur, par l’étude du muscle in vivo.  

Pour étudier les nombreux acteurs intervenant dans la voie de signalisation de Notch, 

nous avions besoin d’un outil efficace, sensible et dont le débit d’analyse est relativement 

important. Notre choix s’est porté sur l’analyse transcriptomique en s’appuyant sur la 

technique de PCR quantitative en temps réel. Nous avons opté pour la technologie des sondes 

Taqman avec le support TLDA (Taqman low-density array, Applied Biosystems, Foster City, 
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USA) (Loriol, 2006) pour analyser l’expression des gènes impliqués dans la voie de 

signalisation de Notch. Cette étude est complétée par des 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 construite permet d’analyser 

simultanément l’expression de 96 gènes pour quatre échantillons. La liste des gènes est 

donnée dans le tableau 1. Nous avons combiné dans cette carte un ensemble de 50 gènes 

connus pour leur implication dans le processus myogénique, un ensemble de 40 gènes de la 

voie de signalisation de Notch dont l’expression est, pour la plupart, encore méconnue et 6 

gènes de référence. La première catégorie de gènes nous permet de suivre le bon déroulement 

de la différenciation myogénique des cellules C2C12, alors que l’expression des gènes de la 

deuxième catégorie nous apporte les informations sur le comportement des acteurs de la voie 

de signalisation de Notch. A terme, en comparant l’expression de ces deux catégories de 

gènes au cours de la différenciation de C2C12, surexprimant certains gènes constructeurs des 

O-fucosylglycannes, il sera possible de connaître leur influence sur la voie de Notch et sur la 

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

 
La carte TLDA « Myo-96-souris » contient également plusieurs acteurs de la voie de 

signalisation des Wnts (Tableau 1). Cette voie de signalisation est très importante dans le 

processus de myogenèse (voir page 14). L’expression de certains de ces gènes durant la 

différenciation myogénique des cellules C2C12 présente des profils très intéressants, ils 

seront assurément exploités par la suite. Cependant, ces résultats ne seront pas exposés dans 

ce manuscrit car ils sortent quelque peu du contexte scientifique de ce travail de thèse. 

L’expression du gène Pofut2 étant parfaitement inconnue dans le contexte de la myogenèse, il 

nous a semblé intéressant d’inclure ce gène à cette carte TLDA. Les résultats obtenus 

montrent que Pofut2 est exprimé dans les cellules C2C12, mais aucune variation significative 

n’a été observée. 

 
II- Mise au point de l’utilisation des TLDA : choix des gènes de référence 
 

Lors de la construction de cette carte, une étape importante fut le choix de bons gènes 

de référence, dont les valeurs d’expression (Ct) permettront de calculer les quantités relatives 

d’ARNm de nos gènes d’intérêt. Six gènes habituellement utilisés comme références ont été 

inclus à la TLDA. Il a donc fallu vérifier les variations éventuelles de l’expression de ces six 
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gènes au cours de la différenciation des cellules C2C12, phase de la myogenèse que nous 

désirions plus particulièrement cibler (Figure 3). Nous avons observé une variation très forte 

de l’expression des gènes Actb et G6pdx (supérieur à un facteur 2). Des variations moindres 

mais significatives (facteur 2) sont également obtenues pour les gènes Tcea1 et Tbp. Il semble 

que ces variations traduisent le changement physiologique des cellules au cours du processus 

myogénique et sont observables généralement après 24h de différenciation. Ainsi, seules deux 

références présentant de faibles variations ont été choisies pour suivre le processus de 

différenciation des cellules C2C12 ; il s’agit du gène codant l’ARN ribosomal 18S et le gène 

Gapdh. Ce dernier gène permet d’éviter la critique qui serait liée à la seule utilisation d’un 

gène (ADNr18S) ne codant pas une protéine. 

  
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
 
III- Publication 2 : 

 

L’outil technologique que représente la carte TLDA nous a permis de mener une étude 

sur l’expression de ces gènes lors de la différenciation myogénique des cellules C2C12. Les 

résultats obtenus sont consignés dans cette partie sous la forme d’un article en cours de 

rédaction.  
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Towards a Molecular Mechanism for Notch Signaling Pathway 

during Myogenic Differentiation of C2C12 

 

A. Audfray, A. Maftah & A. Germot 
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Nous travaillons actuellement au laboratoire afin de répondre efficacement à plusieurs 

questions. Par exemple, l’absence de Notch1 clivé dans les myotubes après 120h de 

différenciation peut avoir deux explications : i) l’absence de protéine Notch1 à la surface des 

cellules ou ii) l’absence d’activation de Notch1. Les données sur l’expression de ce gène 

montrent qu’il est toujours exprimé dans les myotubes et nous feraient pencher pour la 

deuxième explication. Cependant, nous réalisons actuellement des analyses par western blot 

en utilisant un anticorps anti-Notch dirigé contre la forme hétérodimérique pour vérifier la 

présence de la protéine dans les myotubes après 120h de différenciation. Afin d’affiner le 

modèle présenté sur la figure 6, nous souhaitons également réaliser d’autres analyses en 

western blot avec des anticorps dirigés contre les protéines Notch2 et Notch3, ceci nous 

permettra de véritablement connaître la distribution des différentes protéines Notch au sein 

des sous-populations de cellules présentes lors de la différenciation de la lignée C2C12. De 

façon plus générale, ces données nous permettront également de vérifier la corrélation entre la 

quantité de transcrits et la quantité de protéines. 
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Modification de l’expression de Pofut1  
dans les cellules C2C12 

 
 
 
 

Les analyses, par PCR quantitative et par western blot, ont montré que la protéine 

Pofut1 était présente de façon constitutive lors du processus de différenciation des cellules 

C2C12. Les profils d’expression des acteurs de la voie de signalisation de Notch ont aussi été 

établis dans ce contexte. Mon objectif est, à présent, d’analyser les conséquences de la 

présence, de l’absence et de la modification de la composition des O-fucosylglycannes sur 

cette voie de signalisation, dans le processus de différenciation myogénique. D’un point de 

vue pratique, ceci consiste à sur- ou sous-exprimer les gènes qui codent ces enzymes lors de la 

différenciation des cellules C2C12, puis à analyser, grâce à la technique de PCR quantitative 

en temps réel, les variations d’expression des composants de la voie de signalisation de Notch 

ainsi que de ceux de la myogenèse. En comparant ces variations avec celles observées lors de 

la différenciation « normale » des cellules C2C12, il est possible de définir l’implication des 

O-fucosylglycannes dans la myogenèse. Plusieurs résultats préliminaires ayant montré que 

l’activité O-fucosyltransférase dans les cellules C2C12 était très faible, ceci étant sûrement du 

à la faible quantité de protéine Pofut1 présente dans ces cellules, l’essentiel du travail s’est 

concentré sur la surexpression du gène Pofut1 qui code l’enzyme indispensable à la synthèse 

de tous les O-fucosylglycannes portés par les EGF-like.   

 
I- Surexpression transitoire du gène Pofut1 : 
 
  1) Vecteur utilisé : 
 

Des études précédentes menées par Céline Loriol (2006) ont permis la construction 

d’un vecteur d’expression eucaryote contenant la séquence codant une protéine Pofut1 murine 

fonctionnelle, dont l’activité O-fucosyltransférase a été démontrée dans les cellules COS-1 

(voir page 126). Ce vecteur est le pcDNA3.1, dans lequel le gène Pofut1 a été cloné sous le 

contrôle du promoteur fort pCMV et qui contient son codon stop originel afin d’éviter la 

synthèse de la queue poly-histidine, présente sur le vecteur et qui abolit l’activité de l’enzyme. 
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2) Surexpression de Pofut1 murine dans les cellules COS-1. 
 
 

Afin d’étudier l’effet de la modification de l’expression du gène Pofut1 sur la 

différenciation myogénique des cellules de souris C2C12 (voir page 127), nous avons voulu 

vérifier que la protéine murine surexprimée était fonctionnelle dans nos conditions 

expérimentales. Nous avons, par conséquent, transfecté des cellules COS-1 par le pcDNA3.1 

contenant la séquence bovine ou murine de Pofut1 et mesuré l’activité respective des enzymes 

(Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4 : Surexpression du gène murin et activité de l’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 gènes Pofut1 murin ou bovin. (B) Analyse par Western 

blot de la surexpression des gènes Pofut1 murin et bovin. La transfection avec un vecteur 

vide permet de voir la présence (B) et l’activité (A) de la protéine Pofut1 endogène. 

 

L’activité mesurée pour Pofut1 murine (116 nmol.h-1.mg-1) est comparable à celle de 

l’enzyme bovine (Figure 4). La transfection par les enzymes recombinantes permet d’obtenir 

une activité 18 fois supérieure à l’activité endogène (6,5 nmol.h-1.mg-1). Ceci nous prouve que 

l’enzyme qui sera ensuite surexprimée dans les cellules C2C12 a bien une activité 

enzymatique, du moins dans le contexte des cellules COS-1. Ces résultats sont en accord avec 

les analyses d’alignement de séquences qui montrent que les 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 adapté aux cellules C2C12: 

 

Les cellules C2C12 sont réputées pour leur difficulté à être transfectées. Mon premier 

travail a donc été la mise au point d’un protocole de transfection efficace. L’objectif est de 

garantir la surexpression du gène Pofut1 dans les cellules C2C12, suffisamment longtemps 

pour pouvoir observer son effet sur les évènements responsables de la différenciation des 

myoblastes en myotubes multinucléés. D’après les courbes de fusion des C2C12 réalisées 

dans des conditions normales (voir page 114), nous avons estimé que cette surexpression 

devait être conséquente (au moins d’un facteur 10), et si possible constante, jusqu’à au moins 

96h de différenciation. Pour mesurer l’expression de Pofut1, nous utilisons la technique de 

PCR quantitative en temps réel dans un premier temps, complétée par la suite par une 

détection en western blot de la protéine en cas de surexpression. Deux méthodes de 

transfection ont retenu notre attention ; elles sont comparées dans la partie qui suit.   

 

-Utilisation de la nucléofection :  

Ce système utilise la technologie Amaxa (Amaxa, Cologne, Allemagne) qui offre le 

premier système efficace de transfert non-viral de gènes dans des lignées cellulaires difficiles 

à transfecter. Elle utilise le principe reconnu de l’électroporation, cependant modifié et 

amélioré, puisque l’ADN plasmidique est transféré directement dans le noyau des cellules ; on 

parle donc de nucléoporation. Elle combine certains paramètres électriques spécifiques, 

fournis par l’appareil « Nucleofector », à une solution de transfection spécifique à chaque type 

de cellules. La figure 5 montre les résultats obtenus par Mathilde Janot (stage de DEA), 

donnés ici à titre de comparaison.  
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Fig.5 : Modification de l’expression de Pofut1 dans les C2C12 après nucléofection par le 
système Amaxa. (A) Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression de 
Pofut1 dans des C2C12 non transfectées (marron) et transfectées avec le vecteur 
pcDNA3.1-Pofut1 murin (jaune). (B) Analyse par western blot anti-Pofut1, 30h après 
transfection. 1 : C2C12 transfectées par pcDNA3.1-Pofut1 (50 µg d’extrait brut déposé); 
2 : C2C12 non transfectées (50 µg d’extrait brut déposé) ; 3 : Pofut1 recombinante 
purifiée (100 ng déposé). 

 

Cette technique permet d’obtenir la surexpression de Pofut1 d’un facteur d’ordre 100 et ceci 

30h après la transfection. Cependant, le taux relatif d’ARNm Pofut1 diminue très rapidement 

pour revenir au niveau endogène des C2C12 à partir de 72h, ce qui est largement en deçà de 

nos objectifs. Cette diminution rapide s’explique en partie par le fait que lors d’une division 

cellulaire, une seule des deux cellule-filles va contenir le plasmide, de plus, certains 

mécanismes de dégradation de l’ADN vont aussi contribuer à cette diminution (Primrose et 

al., 2001). La reproductibilité de cette technique, dans le cas de la surexpression de Pofut1 

dans les C2C12, ne nous a pas non plus satisfaits. A ceci, s’ajoute le fait qu’elle est délicate à 

utiliser et très onéreuse (forte mortalité cellulaire donc besoin d’un grand nombre de cellules, 

nécessité de posséder un appareil et des solutions de transfection spécifiques, manipulation 

très longue). 

 

-Lipofection : 

Une autre technique moins lourde et moins coûteuse a été choisie. Il s’agit d’une 

transfection qui utilise des agents chimiques pour aider l’ADN à pénétrer dans les cellules. Ce 

réactif est déjà utilisé en routine dans le laboratoire pour transfecter les cellules COS-1 (voir 

page 126). Parmi les agents testés, le produit le plus efficace s’est révélé être le FUGENE®6 

(Roche Applied Science, Indianapolis, USA). Pour réaliser la surexpression de Pofut1 

pendant la phase de différenciation des C2C12, il était également nécessaire que la 

transfection soit optimale dans le milieu de différenciation. La figure 6 montre les résultats 

obtenus avec cet agent de transfection en fonction du type de milieu utilisé. 
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Fig.6 : Modification de l’expression de Pofut1 dans les C2C12 après transfection avec le 
FUGENE®6. (A) Les trois histogrammes montrent la variation de l’expression de Pofut1 
selon trois protocoles qui diffèrent 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 Pofut1 
dans les cellules C2C12, 48h après la transfection dans du DMEM sans sérum. 1 : C2C12 
non transfectées ; 2 : C2C12 transfectées avec le pcDNA3.1 contenant l’ADNc du gène 
Pofut1 murin ; 3 : C2C12 transfectées avec le pcDNA3.1 contenant l’ADNc du gène 
Pofut1 bovin. 

 

Comme avec la technique de nucléofection, cette méthode permet de surexprimer Pofut1 d’un 

facteur d’ordre 100. Par contre, elle permet de maintenir cette expression au dessus d’un 

facteur 10 au delà de 96h après la transfection, même lorsque celle-ci est réalisée dans le 

milieu de différenciation. Ce protocole (utilisation du FUGENE®6 et du vecteur pcDNA3.1 

dans du milieu de différenciation)  remplit donc toutes les caractéristiques requises pour nos 

expérimentations et est celui utilisé pour la poursuite du travail. Au laboratoire, il a servi à la 

surexpression de plusieurs autres gènes dans les C2C12.  

 
  4) Effet de la surexpression de Pofut1 sur le déroulement de la 
différenciation myogénique : 
 

-Au niveau phénotypique : 

Aucune différence significative de phénotype n’est observable sur les cellules C2C12 

qui surexpriment le gène Pofut1. D’après l’observation microscopique, la fusion des 

myoblastes en myotubes se déroule normalement, le nombre et la taille des myotubes restent 

inchangés. 

  

-Au niveau de l’expression des marqueurs myogéniques : 

L’expression des facteurs de régulation myogéniques (MRFs) atteste du déroulement 

normal de la myogenèse. La comparaison entre l’expression des MRFs dans des cellules où 

Pofut1 est surexprimé et des cellules témoins transfectées avec un vecteur sans insert, nous 

permet de mesurer l’effet de la modification de l’expression de Pofut1 (Figure 7).  
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Fig.7 : Analyse par RT-PCR quantitative de l’expression des quatre MRFs au cours de la 
différenciation des cellules C2C12 surexprimant le gène Pofut1. Les histogrammes orange 
correspondent aux cellules transfectées par le vecteur pcDNA3.1 vide et les jaunes aux 
cellules transfectées par le pcDNA3.1-Pofut1. QR : Quantité Relative ; DM : Milieu de 
Différenciation. 

 

Les écart-types observés sont dus à deux phénomènes, la faible expression des MRFs 

et les fortes variations qu’ils subissent lors de la différenciation des C2C12. L’allure des 

profils d’expression des MRFs lors des trois cultures de cellules effectuées pour cette 

expérimentation, est identique, ce qui indique que le programme myogénique est 

qualitativement similaire dans les trois cultures. En revanche, en fonction de la culture (qui 

peuvent faire intervenir des lots de sérum différents, de légères variations dans la 

concentrations des composants des milieux de croissance et de différenciation, de légères 

variations dans les concentrations de CO2 ainsi que de la température dans l’incubateur,…), 

des différences dans l’intensité des variations sont observées ce qui induit un fort écart-type.    

Les résultats obtenus sur l’expression des 4 MRFs des C2C12 (histogrammes orange) 

sont conformes aux données de la littérature (Dedieu et al., 2002 ; Berkes et Tapscott, 2005). 

Les deux facteurs de détermination myogénique Myf5 et MyoD sont tous deux déjà présents 

lors de la phase de prolifération. Lors de la phase de différenciation, MyoD montre une 

surexpression d’un facteur compris entre 3 et 4 et Myf5 est faiblement sous-exprimé. Le gène 

Myog, faiblement exprimé en phase proliférative (Ct>30), voit son expression augmenter très 
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rapidement après l’ajout du milieu de différenciation, pour atteindre son maximum à 72h 

(facteur 26). L’expression de Myf6 (Mrf4) est plus tardive, elle est très faible (Ct>34) avant 

72h, mais augmente fortement par la suite (jusqu’à un facteur 40 à 120h).  

 Les données concernant la surexpression de Pofut1 (histogrammes jaunes) confirment 

les observations phénotypiques. Aucune différence significative n’est remarquable dans 

l’expression des MRFs. On peut clairement affirmer que, dans ce système, la surexpression de 

Pofut1 n’a pas d’effet significatif sur le déroulement du programme myogénique des C2C12. 

Ceci peut s’expliquer par le fait que l’expression endogène de Pofut1 (aussi faible qu’elle 

soit) suffit à O-fucosyler tous les acteurs potentiellement impliqués dans la myogenèse. 

Cependant, une autre hypothèse, due au système utilisé, peut être formulée. Le taux de 

transfection des C2C12 est d’environ 10% (Loriol, 2006), ce qui correspond aux valeurs 

trouvées dans la littérature. La valeur de l’expression mesurée pour Pofut1 résulte donc d’une 

moyenne de l’expression de toutes les cellules de la culture, même de celles qui ne possèdent 

pas le plasmide. Ceci signifie, par exemple, que sur 106 cellules, 105 seulement ont été 

correctement transfectées (10 %) et surexpriment Pofut1 d’un facteur 1000 (car l’expression 

moyenne est de 100, 24h après transfection, figure 6). Les cellules non transfectées continuent 

leur différenciation normale masquant en quelque sorte les conséquences de la surexpression 

de Pofut1. Le programme myogénique pourrait être modifié dans les cellules transfectées 

mais malheureusement l’analyse globale de toutes les cellules en culture n’est pas assez 

sensible pour détecter des variations significatives. 

 
II- Etablissement de lignées stables Pofut1 
   

1) Système utilisé :  

 

Pour résoudre le problème évoqué ci-dessus, nous avons décidé d’établir des lignées 

de cellules C2C12 qui expriment Pofut1 de façon stable. Plusieurs questions se sont alors 

posées. Est-ce que les cellules qui surexpriment Pofut1 de façon stable vont continuer à 

pouvoir proliférer, et seront-elles encore cultivables ? Si Pofut1 joue un rôle dans la 

prolifération des myoblastes et modifie leur croissance, comment évaluer son rôle lors de la 

différenciation ? Pour répondre à ces interrogations, nous avons décidé de construire des 

lignées stables et inductibles. Nous avons choisi le système RevTet™ (Clontech, Heidelberg, 

Allemagne) qui combine les avantages du transfert de gène par les rétrovirus et le système 

d’expression régulé par la tétracycline, Tet-On (Figure 8).  
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Fig.8 : Principe de fonctionnement du système Tet-On. L’établissement de lignées 
stables et inductibles se fait par l’insertion de deux séquences dans le génome des 
cellules. Une séquence qui code une protéine régulatrice (rtTA) sous le contrôle d’un 
promoteur fort (pCMV) et une séquence composée du gène d’intérêt sous le contrôle d’un 
promoteur régulé par la protéine rtTA. Le principe de l’induction se fait par la fixation de 
rtTA sur le promoteur contrôlant l’expression du gène d’intérêt, uniquement en présence 
de doxycycline (Dox, un dérivé de la tétracycline), de façon dose-dépendante. Une 
séquence de résistance à un antibiotique est associée à chacune des deux séquences 
(Néomycine pour plasmide régulateur et Hygromycine B pour plasmide du gène 
d’intérêt), ce qui permet la sélection des cellules dans lesquelles les séquences se sont 
insérées au génome. 

 

Ce système nous apporte de nombreux avantages. L’utilisation de virus permet l’insertion 

d’une, voire de deux copies du gène seulement, ce qui nous assure de ne pas trop dérégler le 

fonctionnement de la cellule par une expression 1000 fois supérieure à l’expression endogène. 

Le fait de sélectionner les clones recombinants nous permet, tout d’abord, de nous affranchir 

de la difficulté de transfection des cellules C2C12, mais aussi d’être sûrs que toutes les 

cellules sans exception surexpriment bien le gène d’intérêt et que celui-ci n’est pas perdu, à 

l’image d’un plasmide non intégré, au cours des divisions cellulaires. De plus, en cas de 

cytotoxicité du produit du gène Pofut1 (ou d’autres gènes), la surexpression est dépendante de 

la dose de Doxycycline. Les clones stables nous permettront dans le futur de faire varier la 

composition des O-fucosylglycannes, en construisant des souches sur- ou sous-exprimant 

plusieurs gènes responsables de leur synthèse. Enfin, le fait que les séquences régulatrices et 
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celle contenant le gène d’intérêt soient sur deux vecteurs séparés permet la construction d’une 

souche dite « régulatrice » qui servira ensuite de point de départ à la construction des autres 

lignées stables pour n’importe quel gène d’intérêt souhaité. Grâce à cette méthode, la 

deuxième séquence insérée peut permettre la surexpression (ADNc du gène d’intérêt) ou la 

sous-expression (shRNA) d’un gène. 

 

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

 

Rev-Tet-On est le nom qui a été donné aux cellules C2C12 dans lesquelles la séquence 

régulatrice a été insérée. Une fois la souche Rev-Tet-On établie, elle pourra servir à la 

construction de plusieurs souches de cellules C2C12 exprimant stablement un gène d’intérêt 

(gènes constructeurs des O-fucosylglycannes, autres gènes étudiés dans le contexte de la 

myogenèse au laboratoire, collaboration,…).  

 

 

 

 

 

 

 

 
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 possède en plus un gène de résistance à 
l’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 
gène d’intérêt d’où la présence d’un site de clonage multiple. (D’après Clontech, 
Heidelberg, Allemagne) 

 

En premier lieu, il a fallu tester le comportement des cellules C2C12 en présence des 2 

antibiotiques nécessaires à la sélection des clones ayant intégré les séquences indispensables à 

la construction d’une lignée stable (Figure 9). L’exposition des cellules C2C12 à différentes 

concentrations d’hygromycine B et de néomycine (50, 100, 200, 400, 800 µg.ml-1) a permis 

de déterminer que les concentrations minimales pour la sélection des clones positifs étaient de 

400 µg.ml-1 d’hygromycine B (forte mortalité au bout de 5 jours de culture et absence de 

cellule vivante au bout de 8 jours) et de 800 µg.ml-1 pour la néomycine (forte mortalité au 
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bout de 8 jours de culture et absence de cellule vivante au bout 10 jours). Ces concentrations 

serviront donc à la sélection des cellules ayant intégré les séquences régulatrices et celles 

contenant notre gène d’intérêt.  

Après infection des cellules C2C12 avec les virus contenant le plasmide pRevTet-On, 

quinze clones résistants à la néomycine ont été isolés. Ces clones ont été criblés selon deux 

critères : le degré de fuite de leur promoteur et leur capacité à réguler l’expression d’un gène 

d’intérêt. Le protocole de criblage que nous avons établi est décrit en détails dans la partie 

« matériels et méthodes » (voir page 141). En résumé, les clones résistants sont amplifiés et 

stockés, puis ils sont remis en culture, transfectés transitoirement avec le plasmide 

pRev-TRE-Pofut1 et dans une deuxième expérimentation avec le plasmide pRev-TRE-luc 

contenant la séquence codant la luciférase. Ceci permet de cribler les clones suivant 

l’expression de deux gènes différents afin d’éviter certains phénomènes de régulation 

dépendants d’un gène spécifique. L’induction de l’expression de ces gènes est ensuite initiée 

par ajout de doxycycline. L’expression de Pofut1 est mesurée par la technique de RT-PCR 

quantitative et l’activité luciférase quantifiée grâce à un luminomètre. Un exemple 

représentatif des 15 clones, concernant le clone 7, est montré sur la figure 10.        

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

 

 
 
 
 
 
 
 
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 à 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-Pofut1 (mesure de la 
quantité d’ARNm Pofut1) dans lequel l’expression du gène rapporteur est sous le contrôle 
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 C2C12 transfectées avec le vecteur pRev-TRE-luc 

ont une activité luciférase environ 100 fois supérieure au témoin non transfecté, que ce soit en 

absence et en présence de doxycycline, ce qui indique que le promoteur, normalement régulé 

par la protéine rtTA et la doxycycline, comporte des fuites. Dans les cellules du clone 7, 

l’activité luciférase est plus de dix fois supérieure à celle mesurée dans le témoin C2C12, 

donc la présence de la séquence codant la protéine rtTA intégrée dans le génome permet bien 

d’activer la transcription de la luciférase. Le problème majeur provient du fait que, dans les 

cellules du clone 7, l’expression du gène d’intérêt (luc ou Pofut1) n’est que très faiblement 

supérieure en présence de doxycycline. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ces 

résultats. Dans la littérature fournie par Clontech, il est décrit que certains sérums peuvent 

contenir de la doxycycline. Toutes les cultures ont été effectuées avec un sérum certifié (par 

Clontech) sans doxycycline. Cependant, même si nous n’avons trouvé aucune donnée sur le 

sujet, il se pourrait que de la doxycycline soit présente dans d’autres composants des milieux 

de culture (DMEM, L-glutamine,…). Une mutation dans le gène codant rtTA pourrait 

empêcher la liaison de la protéine avec la doxycycline. Mais, nous avons vérifié la séquence 

du plasmide qui avait servi à construire les souches Rev-Tet-On et aucune mutation n’a été 

trouvée. Il serait aussi possible que ce système d’expression soit incompatible avec la lignée 

C2C12, cependant plusieurs équipes ont déjà réussi à créer des lignées stables et inductibles 

avec ces cellules (Odelberg et al., 2000). En conclusion, ce système permettra bien  à terme 

de construire des cellules C2C12 surexprimant Pofut1 de façon constitutive mais 

malheureusement non inductible. Cependant, chaque clone Rev-Tet-On présente une 

expression différente du gène rapporteur (facteur de surexpression compris entre 3 et 300) et 

pourra être utilisé pour tester l’effet de la variation de l’expression de Pofut1 sur la 

différenciation des cellules C2C12. Malgré le fait qu’il soit non inductible, le clone 7, dont les 

résultats sont présentés ici, nous a servi à l’établissement d’une lignée stable de cellules 

C2C12 Rev-Tet-On-Pofut1, en insérant dans son génome la séquence d’ADNc Pofut1 murin. 

 

  3) Etablissement de la lignée Rev-Tet-On-Pofut1 : 

 

Deux souches Rev-Tet-On-Pofut1 ont été créées. La première (souche 

Rev-Tet-On-Pofut1 A) résulte de l’infection du clone 7 (souche Rev-Tet-On) par des virus 

contenant le plasmide pRev-TRE-Pofut1 (Figure 5) puis d’une sélection par l’hygromycine B. 

La deuxième (souche Rev-Tet-On-Pofut1 B) a été produite par l’infection simultanée de 
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cellules C2C12 classiques par deux sortes de virus, ceux contenant le plasmide pRev-Tet-On 

et ceux contenant le plasmide pRev-TRE-Pofut1, suivie d’une sélection simultanée aux deux 

antibiotiques, la néomycine et l’hygromycine B. Les souches A et B sont (en théorie) 

différentes uniquement par la façon dont elles ont été établies. Les résultats obtenus sont 

similaires avec les deux souches de cellules, les données présentées sont celles de la souche 

A. La présence de la protéine Pofut1 dans ces cellules a été analysée par Western blot et 

l’activité O-fucosyltransférase  a été mesurée (Figure 11). 

  

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11 : Analyse de l’expression de Pofut1 dans la souche de cellules C2C12 
Tet-On-Pofut1. (A) Activité O-fucosyltransférase mesurée dans les extraits protéiques 
bruts des cellules des souches Rev-Tet-On et Rev-Tet-On-Pofut1. La valeur de l’activité 
endogène mesurée dans les cellules COS-1 est donnée à titre de comparaison. (B) 
Western blot anti-Pofut1 réalisé sur les extraits protéiques (50 µg de protéines) des 
souches Rev-Tet-On et Rev-Tet-On-Pofut1, en absence et en présence de doxycycline 
(Dox, 5 µg/ml).   

 

Le premier résultat frappant concerne l’activité endogène plus faible dans les cellules C2C12 

Rev-Tet-On (3,5 nmol.h-1.mg-1) (Figure 11A) en comparaison avec les cellules COS-1 (6,5 

nmol.h-1.mg-1). Le Western blot anti-Pofut1 (Figure 11B) permet de voir que la quantité 

endogène de Pofut1 dans les cellules C2C12 est très inférieure à la quantité observée dans les 

COS-1 (Figure 4B). La protéine Pofut1 endogène est d’ailleurs très difficile à détecter dans 

les cellules C2C12. Il serait intéressant de vérifier ceci, in vivo, dans le rein (cellules COS-1) 

et dans le muscle squelettique (cellules C2C12). Par contre, l’analyse par Western blot montre 

l’augmentation significative de la quantité de Pofut1 dans la souche Rev-Tet-On-Pofut1 

(Figure 11B). Cependant, comme déjà observé lors du crible des clones Rev-Tet-On (qui 

utilisait une transfection transitoire de Pofut1 ou du gène de la luciférase), l’ajout de 
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Doxycycline, à une concentration de 2 ou 5µg.ml-1, n’entraîne aucun changement dans 

l’expression de Pofut1. La souche Rev-Tet-On-Pofut1 A exprime donc constitutivement la 

protéine Pofut1 et il est impossible d’induire sa production par l’ajout de Doxycycline. 

L’augmentation de la quantité de Pofut1 se traduit aussi par une augmentation de l’activité O-

fucosyltransférase (7,9 nmol.h-1.mg-1) mesurée dans les extraits bruts de protéines issus de la 

souche Rev-Tet-On-Pofut1 A (Figure 11A). L’activité mesurée est seulement deux fois 

supérieure à l’activité endogène (3,5 nmol.h-1.mg-1) alors que l’on a l’impression, en Western 

blot, que la quantité de Pofut1 augmente fortement. Ceci est peut être dû à l’environnement 

cellulaire des C2C12 qui inhibe l’activité O-fucosyltransférase du test enzymatique in vitro. 

 
III- Sous-expression du gène Pofut1 : 
 

  1) Vecteur de shRNA : 

 

Une étude préliminaire de sous-expression du gène Pofut1 a également été menée sur 

les cellules C2C12. Pour ce faire, nous avons choisi d’utiliser des ARN interférents (ARNi). 

Le principe de l’interférence par ARN est de fournir à la cellule des petits ARN double brin 

ayant des séquences complémentaires à certaines portions de l’ARNm à détruire. Nous avons 

opté pour la technique du shRNA (Loriol, 2006) qui permet d’éteindre l’expression d’un gène 

d’intérêt de façon plus stable et plus durable que celle fournissant directement aux cellules de 

petits ARNi. Un vecteur de shRNA nous a été donné par le Professeur Pamela Stanley. Ce 

vecteur contient un fragment de séquence correspondant à une région de l’exon 3 du gène 

Pofut1 murin, en sens et en antisens (Figure 12 A). L’efficacité de ce vecteur a déjà été testée 

et validée pour l’extinction d’ARNm Pofut1 dans les cellules CHO (communication 

personnelle de P. Stanley). La séquence ciblée étant parfaitement identique chez la souris et 

chez le bovin, ce vecteur peut aussi servir à l’extinction du gène Pofut1 bovin. 

 

  2) Observation phénotypique : 

 

Contrairement à sa surexpression, la sous-expression du gène Pofut1 entraîne un effet 

clairement observable au niveau phénotypique. Les résultats ne sont que préliminaires et il est 

encore difficile de tirer des conclusions très précises avant la réalisation de nouvelles mesures, 

mais il semble que les cellules transfectées par le vecteur pSilencer-Pofut1 (Figure 12 A) ne 

suivent pas le même programme myogénique que les cellules C2C12 témoins. On peut 
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observer soit un retard de la différenciation, soit une diminution de la taille des myotubes (ou 

alors les deux à la fois) (Figure 12 B). Des analyses de l’expression, par PCR quantitative, des 

4 MRFs sont en cours, afin d’étudier l’évolution du programme myogénique. Des marqueurs 

comme la Desmine et la Myosine seront utiles en Western blot et/ou en immunofluorescence, 

pour suivre la différenciation myoblastique in vitro.      
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Fig.12 : Sous-expression de Pofut1 dans les cellules C2C12. (A) Vecteur utilisé pour la 
sous-expression de Pofut1. La séquence d’ADN responsable de l’extinction du gène 
Pofut1 est détaillée. (B) Observation phénotypique de l’effet de la sous-expression de 
Pofut1 après 96h et 120h de processus de différenciation myoblastique. 
 
 
IV- Matériels et Méthodes : 
 
 
Construction du vecteur pRev-TRE-Pofut1 : 

Le gène Pofut1 murin a été amplifié par PCR à partir du vecteur pcDNA3.1-Pofut1 

avec les amorces 5’-CGGGATCCCGTTGTCGACATGGGCGCC-3’ (sens) et 

5’-CCATCGATGGTCAAAATTCATCCCGAAGCTG-3’ (antisens) contenant les sites de 

restriction des enzymes BamHI (sens) et ClaI (antisens) aux extrémités 5’ puis ligaturé dans le 

vecteur pRev-TRE après digestion du vecteur et du produit PCR par ces deux enzymes. Après 

criblage par PCR des bactéries TOP10 transformées par le produit de ligation, la construction 

est vérifiée par séquençage.  

 

Production des virus : 

 Le processus de production des virus nécessaires à l’infection des cellules C2C12 est 

expliqué sur la figure 13. Trois types de virus ont été produits par cette méthode, ils 

contiennent l’un des trois vecteurs pRev-Tet-On, pRevTRE-luc et pRev-TRE-Pofut1. 
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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 être 
intégrés stablement dans des cellules PT67. Cette lignée cellulaire apporte les gènes 
nécessaires à la formation de particules rétrovirales infectieuses contenant le plasmide 
d’intérêt mais incapables de se répliquer : gag (protéine structurale de la capside), pol 
(transcriptase inverse, intégrase) et env (glycoprotéine de la capside). Les virus produits 
à partir de cette lignée contiennent les produits de ces gènes (ils sont donc infectieux) 
mais pas les gènes eux-mêmes, ce qui empêche leur réplication dans d’autres lignées 
cellulaires (comme les cellules à infecter par exemple ; dans notre cas les cellules 
C2C12). (d’après Clontech, Indianapolis, USA). 

 

Les cellules PT67 sont cultivées dans un milieu de croissance (DMEM, sérum de veau fœtal 

10 %, L-glutamine 4 mM, pénicilline 100 U/ml, streptomycine 100 µg/ml) jusqu’à 80 % de 

confluence. Les vecteurs sont introduits dans les cellules par transfection transitoire avec du 

FuGENE®6. Quarante-huit heures après, le surnageant contenant les virus est récupéré, puis 

filtré sur filtre stérile 0,45 µm. Le surnageant est si possible utilisé immédiatement pour 

l’infection des C2C12 ou alors stockés à -80°C. L’utilisation de ces virus (dérivés du 

« Moloney murine leukemia virus ») se fait suivant les règles de sécurité de niveau 2 

(Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, U.S. Department of Health and 

Human Services, PHS, CDC, NIH, http://bmbl.od.nih.gov). 

 

Infection des cellules C2C12 : 

Les cellules C2C12 sont repiquées 24h avant infection de façon à obtenir 40 % de 

confluence au moment de l’infection. Le milieu de culture est alors remplacé par le 

surnageant contenant les virus auquel il a été ajouté du polybrène à une concentration finale 

de 4 µg/ml pour faciliter l’entrée des virus dans les cellules. Vingt-quatre heure après 

l’infection, le surnageant est remplacé par du milieu de croissance.  

 

Sélection des clones résistants : 

Au bout de 24h de croissance, on ajoute l’antibiotique de sélection, Néomycine ou 

Hygromycine B, en fonction du vecteur. La concentration des antibiotiques et la durée de la 

sélection sont définies par des études préliminaires (voir page 133). Les 15 colonies les plus 

larges (> à 100 cellules) et dont les cellules présentaient le meilleur aspect (semblable au 

C2C12 non infectées) sont isolées dans des boîtes individuelles, amplifiées et stockées dans 

l’azote liquide. 
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Criblage des clones après sélection : 

Les clones isolés sont tous résistants à l’antibiotique de sélection. Cependant, en 

fonction de l’emplacement des séquences intégrées dans le génome, des variations 

importantes de l’expression de notre gène d’intérêt peuvent être observées. Il a donc fallu 

mettre au point un protocole de criblage capable de différencier efficacement les clones. La 

figure 14 résume le protocole mis en place.  

 

 

 

 

Fig.14 : Protocole de criblage des clones résistants à l’antibiotique de sélection. 
T0 : Chaque clone est repiqué dans une plaque 6 puits à 2.105 cellules par puits. T24 : 
Dans quatre des six puits, les cellules sont transfectées transitoirement par le plasmide 
pRev-TRE-luc ou pRev-TRE-Pofut1 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 µg/ml (les deux puits restants servent de 
témoins transfectés mais non induits). T72 : Les cellules sont récupérées par décollement 
à la trypsine. 

 

Mesure de l’activité luciférase : 

Les protéines sont extraites dans 100 µl de tampon de lyse cellulaire (Promega, 

Madison, USA) pendant 10 min, puis dosées par la technique du BCA (Sigma, St Louis, 

USA). La mesure de l’activité luciférase se fait sur 5 µg d’extrait protéique, dans un 

luminomètre automatique, par ajout de 100 µl de substrat A et 100 µl de substrat B (Clontech, 

Indianapolis, USA).    
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Conclusion 
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Au travers de cette thèse, nous avons cherché à démontrer que l’enzyme 

O-fucosyltransférase 1, Pofut1, qui greffe le fucose sur les EGF-like de plusieurs protéines 

dont les récepteurs Notch et leurs ligands, pouvait jouer un rôle central dans le processus de 

myogenèse chez les Mammifères. Au vu des données bibliographiques sur le sujet, de 

nombreuses questions étaient soulevées et nécessitaient des réponses convaincantes. Quel est 

le fonctionnement enzymatique précis de la protéine Pofut1 ? Et plus particulièrement, quelles 

sont les entités structurales indispensables au bon fonctionnement de l’enzyme ? Quel est le 

fonctionnement moléculaire de la voie de signalisation de Notch dans le processus de 

myogenèse in vitro ? Quels sont les acteurs de cette voie présents dans les différents types 

cellulaires d’une lignée myoblastique ? Quel(s) rôle(s) joue Pofut1 dans la myogenèse au 

travers de la voie de signalisation de Notch ? Quelle est l’influence de la présence accrue ou 

de l’absence de Pofut1 ? Pour répondre à un maximum de ces questions, nous avons décidé de 

diviser le travail de thèse selon trois axes : l’étude structure-fonction de l’enzyme Pofut1 

bovine, l’analyse de la voie de Notch dans la différenciation myogénique, et enfin l’étude de 

l’effet de la modification de l’expression de Pofut1 lors de ce même processus. A l’issue de 

mes trois années de thèse, nous avons montré que la fonctionnalité de Pofut1 était influencée 

par son état de glycosylation (Audfray et al., 2007). Plusieurs équipes ont rapporté que le 

O-fucose greffé sur Notch1 (activité assurée par Pofut1) favorisait l’interaction de ce 

récepteur avec ses ligands DSL (Haines et Irvine 2003, Stanley, 2007). Ce qui implique que la 

voie de signalisation de Notch est aussi indirectement régulée par le processus de 

N-glycosylation. Ces résultats, associés aux données de la littérature, mettent en évidence les 

domaines structuraux nécessaires à la fonctionnalité de Pofut1 chez les mammifères : tout 

d’abord, Pofut1 est une protéine réticulaire, sa rétention dans le RE est due à sa séquence 

KDEL (Luo et Haltiwanger, 2005). La O-fucosyltranférase possède également une fonction 

de chaperonne à l’égard du récepteur Notch chez la drosophile (Okajima et al., 2005). Même 

si aucune étude ne s’est encore penchée sur l’implication de motifs spécifiques nécessaires à 

cette activité chaperonne, on peut penser que les éléments structuraux impliqués dans la 

liaison à son accepteur (Breton et al., 1998, Dupuy et al., 2004) sont les meilleurs candidats à 

cette fonction. Son repliement et son activité enzymatique sont favorisés par la présence du 

N-glycanne à la position N65, (Audfray et al., 2007). Les seuls accepteurs reconnus par Pofut1 

sont les EGF-like correctement repliés contenant la séquence consensus C2X4-5(S/T)C3. 

L’affinité (Km), in vitro, de l’enzyme pour ses substrats est de l’ordre du micromolaire et, le 

Vmax est d’environ 3 µmol/min/mg (Wang et al., 2001) ce qui représente des valeurs 

habituelles pour une glycosyltransférase (Rohfritsch et al., 2006). La O-fucosylation assurée 
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par Pofut1 est également dépendante d’un cation divalent dont le plus efficace est le Mn2+ 

(Wang et al., 1996). La protéine Pofut1 partage avec les α2 et α6-fucosyltransférases, trois 

motifs peptidiques conservés (I, II et III) et une séquence DXD impliqués dans la catalyse 

enzymatique (Martinez-Dunker et al., 2003). L’ensemble des ces données contribuent à une 

meilleure connaissance du comportement de Pofut1 vis-à-vis de ces cibles, en particulier de 

Notch et ses ligands. Ces connaissances sont très précieuses, elles peuvent par exemple servir 

à l’ingénierie protéique de Pofut1 afin de créer une forme recombinante parfaitement active. 

Pour le laboratoire, ces données permettent d’aborder les futures études sur l’implication de 

Pofut1 dans la myogenèse en ayant des connaissances sur l’environnement optimal de la 

réaction catalysée par Pofut1. Pour ces études sur la myogenèse, nous avons commencé par 

valider notre outil biologique, en confirmant que la lignée cellulaire C2C12 représentait un 

bon modèle à l’étude de la différenciation myogénique. Ces analyses (courbe de fusion, 

analyse de marqueurs comme la myosine, la desmine, les MRFs,…) doivent accompagner 

chacune des cultures de cellules C2C12 afin de suivre très précisément le programme de 

différenciation myogénique. Au sein d’une culture de cellules C2C12 différenciées, la 

séparation des myotubes et des cellules de réserve constitue un bon moyen pour étudier et 

appréhender, in vitro, le rôle des cellules satellites au sein des fibres musculaires. La 

technique de PCR quantitative en temps réel et l’apport du format TLDA permettent l’analyse 

simultanée de l’expression d’un grand nombre de gènes de la voie de signalisation de Notch. 

Cette technologie, basée sur les sondes Taqman, est d’une haute sensibilité, elle est 

particulièrement adaptée à l’étude des gènes faiblement exprimés ce qui est en général le cas 

des glycosyltransférases et de nombreux acteurs de la voie de signalisation de Notch. Dans ce 

contexte, les analyses protéomiques sont difficiles car la quantité de protéines produites par 

ces gènes est minoritaire par rapport à la quantité de protéines totales. L’utilisation de ces 

outils transcriptomiques constitue donc un bon moyen de cribler un nombre important de 

gènes pour ensuite étudier en profondeur ceux dont les variations d’expression sont les plus 

significatives. Cette technique nous a permis de montrer que l’expression de plusieurs acteurs 

de la voie de signalisation de Notch présente des variations significatives. Les résultats 

obtenus nous ont permis la mise au point d’un modèle qui résume l’implication de la voie de 

Notch au cours de la différenciation myogénique. Ce modèle constitue une base à affiner, à 

corriger et à compléter lors de prochaines analyses. Il constitue également une base aux études 

visant à mesurer l’effet de modifications de l’expression de Pofut1 sur la différenciation 

myogénique. Dans ce domaine, la difficulté à transfecter efficacement les C2C12 demeure un 

frein évident mais l’établissement de lignées stables semble être une bonne alternative. Le 
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système Rev-Tet-On est en théorie l’outil le plus adapté à ces recherches mais certains 

éléments nous manquent encore pour établir une lignée inductible, on trouve dans la 

littérature quelques équipes ayant utilisé le système Tet-On avec la lignée C2C12 (Odelberg et 

al., 2000). Néanmoins, la souche de C2C12 surexprimant Pofut1 de façon constitutive est un 

outil biologique précieux, des études sur l’effet de cette surexpression sur la voie de 

signalisation de Notch lors de la différenciation myogénique sont en cours au laboratoire. Une 

prochaine étape intéressante serait la création d’une souche de C2C12 qui sous-exprime 

Pofut1, idéalement de façon inductible. Le laboratoire dispose actuellement de tous les outils 

nécessaires (séquence d’ARNi, vecteurs rétroviraux, moyens d’analyse de la 

sous-expression,…). 

 

Ces trois années de recherche m’ont permis de contribuer aux connaissances déjà 

acquises à l’interface entre les domaines de la myogenèse, la voie de signalisation de Notch, 

et la glycosylation. Je souhaite bien évidemment qu’elle ne cesse de s’enrichir dans les 

prochaines années. Je souhaite surtout que le laboratoire de l’UGMA continue à contribuer à 

ces connaissances. D’un point de vue personnel, ces 3 années m’ont permis de parfaire ma 

formation et de goûter à une première expérience professionnelle au sein d’une équipe de 

recherche. Ainsi cette formation par la recherche a permis de m’inculquer une solide 

formation scientifique, mais elle représente aussi l’apprentissage du mode de fonctionnement 

d’un milieu professionnel. J’ai le sentiment d’y avoir trouvé une place et espère que mon 

intérêt pour les activités de recherche restera intact au cours de l’ensemble de ma vie 

professionnelle.    
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