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AVANT-PROPOS 

  

 Les acides nucléiques sont déterminants dans la vie de la cellule mais une autre classe 

de molécules constitutives des glycoconjugués occupe une place essentielle, ce sont les 

glycanes, d’abord considérés au début du XXème siècle comme une source d’énergie ou en tant 

que constituants structuraux. Les études sur les glycanes ont été, dans un premier temps, 

laborieuses en raison de la complexité de leur synthèse et de leur structure avant de prendre 

un tournant décisif avec l’explosion des techniques d’analyse et l’apparition d’une nouvelle 

discipline, la glycobiologie. Les glycanes sont particulièrement impliqués dans les 

interactions cellule-cellule (Rutishauser et al., 1988), cellule-matrice extracellulaire (Hugues 

et Mills, 1986) et cellule-molécule ou encore dans les interactions entre différents organismes 

(par exemple un parasite et son hôte) (Villalta et Kierszenbaum, 1987). Ils peuvent être 

associés de façon covalente à d’autres molécules afin de constituer des glycoconjugués tels 

que les glycoprotéines et les glycolipides. Les glycanes sont ainsi impliqués lors des 

processus de fécondation (Salzmann et al., 1983), de différenciation cellulaire (Nandan et 

al., 1990) ou d’adhésion cellulaire (Lowe et al., 1990).  

 Malgré les indéniables avancées dans la compréhension des mécanismes de 

biosynthèse des glycanes et de leurs rôles, une importante partie des structures glycaniques 

demeure inconnue. Il reste encore à ce jour à élucider comment une quantité restreinte de 

glycogènes impliqués dans l’élaboration des glycanes peut expliquer une telle variété de 

structures glycaniques. Un début de réponse a été trouvé avec l’identification et la localisation 

des enzymes impliquées dans les réactions de glycosylation et qui ont été nommées les 

glycosyltransférases. Les glycosylations sont des modifications post-traductionnelles qui 

permettent une maturation et une stabilité structurale des glycoprotéines. Les 

monosaccharides portés par les parties terminales des glycanes (galactose, fucose, acide 

sialique par exemple) sont en partie responsables des fonctions biologiques accomplies par les 

glycoprotéines comme le développement et les réponses immunitaires.   

 L’équipe « glycosylation et différenciation cellulaire » du laboratoire PEIRENE 

s’intéresse depuis plus de 20 ans aux modifications post-traductionnelles de type 

glycosylations, plus particulièrement à la fucosylation et la sialylation (Oulmouden et al., 

1997 ; Mercier et al., 1999). L’intérêt de l’équipe s’est porté sur l’implication des glycanes  
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dans la myogenèse (Grassot et al., 2014 ; Der Vartanian et al., 2015 ; Al Jaam et al., 2016), 

la différenciation adipogénique précoce (Grassot et al., 2017) et plus récemment le cancer 

colorectal (Chabanais et al., 2018). Concernant la myogenèse, les travaux conduits portent 

sur les changements des structures glycaniques durant ce processus et les conséquences sur le 

devenir des cellules (fusion cellulaire ou cellules de réserve par exemple). Pour ce faire, des 

modèles cellulaires tels que la lignée myoblastique murine C2C12 et des cellules satellites 

murines sont utilisés. L'étude des glycosylations est d'autant plus intéressante que la majorité 

des protéines membranaires des myoblastes sont N et/ou O-glycosylées (Senechal et al., 

1983). La fusion des myoblastes est associée à des systèmes de reconnaissance cellule-cellule. 

Parmi ceux-ci, l’implication des glycoprotéines de surface, pouvant être modifiées par les 

produits des glycogènes, est cruciale. L’équipe a montré que sur un large panel de 375 

glycogènes codant des glycosyltransférases, glycosidases, lectines ou sulfotransférases et 

exprimés dans les cellules myoblastiques murines C2C12, plus de la moitié sont dérégulés au 

niveau transcriptionnel lors de la différenciation. Ce travail apporte donc une preuve 

indéniable de réelles variations des glycogènes au cours de la différenciation myogénique. 

Parmi ces gènes, certains codant des sialyltransférases telles que les ST8Sia II et ST8Sia V 

présentent des variations d'expression durant la différenciation (Janot et al., 2009). Par la 

suite, A. Bouchatal a établi une corrélation entre la quantité d'acides sialiques périphériques 

liés et la différenciation myogénique. Une diminution globale de l'α2,6 sialylation au cours de 

la différenciation myogénique des cellules C2C12 a été mise en évidence. Cette diminution de 

l'α2,6 sialylation est associée à la baisse de l'expression du gène codant la sialyltransférase 

ST6Gal I au cours de la différenciation (Doctorat A. Bouchatal, 2015).  

 

 A mon arrivée au laboratoire en 2014, l’équipe avait donc prouvé que la 

sialyltransférase ST6Gal I était impliquée dans la différenciation myogénique sans pour autant 

avoir statué sur les glycanes et les voies de signalisation impactés par cette baisse d’α2,6 

sialylation. 
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Tableau 1 : Caractérisation métabolique, fonctionnelle et structurale des différents types 

de fibres musculaires présentes chez l’adulte. 

 

 Type de fibres 

C
a

r
a
c
té

r
is

ti
q

u
e
s 

 I IIA IIB 

Métaboliques  

- Métabolisme 

- Activité ATPasique 

Oxydatif Oxydatif/glycolytique Glycolytique 

Faible Elevée Elevée 

Fonctionnelles  

- Vitesse de contraction 

- Fatigabilité 

Lente Rapide Rapide 

Lente Intermédiaire Rapide 

Structurales  

- Mitochondries 

- Réseau sanguin 

Nombreuses Nombreuses Rares 

Développé Développé Peu développé 
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Chapitre 1. LE MUSCLE SQUELETTIQUE : STRUCTURES ET 

ACTEURS MOLECULAIRES 

 

I- Mise en place du muscle squelettique 

 1) Structure et fonctions 

 Le terme de « muscle » trouve son origine dans la langue latine, il provient du mot 

« musculus » qui signifie « petite souris ». Le corps humain possède plus de 600 muscles 

répartis en trois types : le muscle squelettique, le muscle cardiaque et le muscle lisse. Ces 

derniers sont présents dans la paroi de certains organes creux tels que l’utérus ou l’intestin 

mais également dans la paroi des vaisseaux sanguins. Les muscles lisses sont constitués de 

cellules fusiformes mononucléées. Ces muscles présentent des contractions irrégulières et 

continues réalisées de façon indépendante sous le contrôle du système nerveux autonome ou 

système neurovégétatif. Les muscles lisses ne sont donc pas adaptés à la réalisation de 

mouvements précis. Le muscle strié cardiaque, ou myocarde, est quant à lui composé de 

cellules musculaires cardiaques, les cardiomyocytes. Son activité est continue ; son réseau de 

capillaires est donc bien développé. Sa contraction est involontaire et fait intervenir le 

système nerveux autonome. Enfin, le muscle strié squelettique se définit comme tout muscle 

attaché au squelette par l’intermédiaire d’un tendon et qui réalise un mouvement grâce à sa 

contraction. Il est dit strié car, observé en microscopie optique, il présente des striations 

transversales et verticales. Les myotubes constitutifs du muscle strié squelettique sont 

plurinucléés, ils proviennent de la fusion de plusieurs myocytes. Ils peuvent mesurer jusqu’à 

plusieurs centimètres de long pour un diamètre de quelques dizaines de micromètres. Le 

muscle strié squelettique est l’unique type de muscle à contraction délibérée soumis au 

contrôle du système nerveux volontaire.  

 Le muscle squelettique présente trois types de fibres musculaires sollicitées 

différemment selon le mouvement réalisé (Tableau 1). La classification s’établit en fonction 

de leur métabolisme et de leur résistance à la fatigue (Brooke et Kaiser, 1969). Les fibres 

musculaires de type I ou fibres à contraction lente sont de petite taille et présentent de 

nombreuses mitochondries ainsi qu’une activité ATPasique lente leur permettant de résister 

longtemps à l’effort. Elles sont aussi appelées fibres rouges puisqu’elles possèdent de 

nombreux capillaires sanguins. Les fibres de type II, fibres à contraction rapide ou fibres 

blanches, comprennent : (1) les fibres de type IIA, résistantes à des efforts prolongés, qui se  
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Figure 1 : Représentation schématique de la structure du muscle squelettique.  
 
Le muscle squelettique est entouré de plusieurs couches de tissu conjonctif (épimysium, périmysium 

et endomysium). Il présente plusieurs niveaux d’organisation : il est constitué de faisceaux, eux-

mêmes divisés en fibres formées de nombreuses myofibrilles (Adapté de svtmarcq.e-monsite.com).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 2 : Les signaux moléculaires envoyés par le tube neural et la notochorde 

permettent une polarisation des somites. 
 

Ces structures embryonnaires activent les protéines Wnt et Shh, considérées comme des activateurs 

de la myogenèse et notamment des gènes Pax3 et MyoD en activant la formation du dermomyotome. 
BMP-4 et son inhibiteur Noggin participent également à la mise en place de ces structures. BMP, 

bone morphogenetic protein ; DM, dermomyotome ; FGF, fibroblast growth factor ; MyoD, 

myogenic differentiation 1 ; Myf5, myogenic factor 5 ; Pax, paired box protein ; SC, sclerotome ; 
Shh, sonic hedgehog ; TGF, transforming growth factor (Adapté de Yusuf et Brand Saberi, 2006). 
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contractent rapidement, sont qualifiées de fibres « intermédiaires » ; (2) les fibres de type IIB, 

grosses fibres à contraction rapide, sont cependant facilement fatigables en raison du peu de 

mitochondries et de capillaires qu’elles contiennent. En moyenne, les muscles possèdent 50 % 

de fibres I, 25 % de fibres IIA et 25 % de fibres IIB. Toutefois, ces proportions varient d’un 

muscle à l’autre et d’un individu à l’autre en fonction de sa condition physique et de son 

entraînement (Schiaffino et Reggiani, 2011). 

 Un muscle squelettique est entouré de plusieurs couches de tissus conjonctifs appelées 

épimysium, périmysium et endomysium permettant de maintenir les fibres musculaires dans 

l’axe de contraction. Le muscle squelettique est composé de faisceaux musculaires 

comportant chacun une vingtaine de fibres musculaires, elles-mêmes contenant un grand 

nombre de myofibrilles alignées (Figure 1). Ces dernières sont constituées d’actine et de 

myosine qui donnent cet aspect strié au muscle squelettique. Chaque fibre possède une 

innervation unique grâce à un motoneurone. L’ensemble formé par les fibres innervées et le 

motoneurone correspondant constitue une unité motrice.  

 Le muscle squelettique a la capacité d’être excitable grâce à l’arrivée d’un potentiel 

d’action au niveau de l’unité motrice permettant, entre autres, une libération d’ions calciques 

et la contraction musculaire. L’élasticité et l’extensibilité sont les autres propriétés physiques 

du muscle squelettique. Les fibres musculaires peuvent en effet s’étirer et reprendre leur 

longueur de repos. L’élasticité amortit l’effet des variations brutales de la contraction et 

l’extensibilité permet aux muscles d’être étirés au-delà de leur longueur de repos. 

2) Muscle squelettique embryonnaire 

 La plupart des muscles squelettiques des Vertébrés proviennent de cellules 

progénitrices présentes dans les somites. Ce sont des structures épithéliales transitoires issues 

de la segmentation rythmique du mésoderme para-axial (Buckingham, 2001). Ce processus 

de segmentation est contrôlé de façon très fine par une sorte de régulateur moléculaire 

agissant comme un réveil moléculaire. Ce modèle a été pour la première fois théorisé par 

Cooke et Zeeman en 1976 et porte le nom de « clock and wavefront » (Cooke and Zeeman, 

1976). Au fur et à mesure de cette segmentation, l'embryon s'allonge selon un axe antéro-

postérieur. Les somites à proximité de la tête sont les premiers à se former.  

Ces signaux envoyés par le tube neural et la notochorde entraînent une polarisation des 

somites (Figure 2). La partie ventrale engendre le sclérotome qui évoluera en tissus osseux et 
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Figure 3 : La formation embryonnaire du muscle squelettique débute par la formation 

des somites. 
 

La formation du muscle squelettique débute avec la segmentation du mésoderme paraxial en somites 
durant la somitogenèse. La partie dorsale des somites, ou dermomyotome, participe à la formation du 

derme et des muscles squelettiques. Les cellules du dermomyotome hypaxial subissent une 

délamination et commencent leur migration jusqu'au lieu de formation des bourgeons des membres. 
Ces cellules activent leur programme myogénique après leur détermination puis prolifèrent, se 

différencient et fusionnent pour former les myofibres (Buckingham et al., 2003). 
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 cartilagineux. Le dermomyotome, domaine dorsal des somites, formera les muscles du dos, 

des membres et du tronc. Les cellules du dermomyotome subissent une délamination, c'est-à-

dire une séparation en deux feuillets. Les cellules de l'un des feuillets migrent vers les 

bourgeons des membres où elles se différencieront (Figure 3). Après la migration des cellules 

progénitrices myogéniques depuis le dermomyotome, la phase de différenciation myogénique 

terminale commence. Ce processus est équivalent à celui ayant lieu durant la myogenèse post-

natale et sera donc détaillé dans la deuxième partie de ce chapitre. 

Les différentes étapes de la formation du muscle squelettique sont sous la dépendance de 

plusieurs voies de signalisation et facteurs de transcription. Les voies de Notch, Wnt/β-

caténine et du FGF (Fibroblast Growth Factor) sont impliquées dans le processus de 

segmentation (Krol et al., 2011). Ainsi, le tube neural et la notochorde activent les protéines 

Wnt et Shh (Sonic hedgehog) respectivement, identifiées comme des activateurs de la 

myogenèse (Tajbakhsh et Buckingham, 2000). L'expression des protéines Wnt1, 3a et 4 

notamment entraîne l'activation de gènes codant des marqueurs dorsaux myogéniques 

(Wagner et al., 2000). A l'inverse, Notch constitue un régulateur négatif de la myogenèse. Il a 

en effet été montré qu'il pourrait être un antagoniste de la voie Wnt (De Strooper et Annaert, 

2001) ainsi qu'un inhibiteur de l'expression du MRF (Myogenic Regulatory Factor) MyoD in 

vivo dans des somites d'embryons de poulet (Hirsinger et al., 2001).  

Les trois voies précédemment citées sont aussi impliquées dans la polarisation des somites via 

l’expression de facteurs de transcription essentiels à l’établissement de la myogenèse tel que 

Pax3 et Pax7 (Jostes et al., 1990). Pax3 est exprimé dans les lèvres dorsales et ventrales du 

dermomyotome, tandis que Pax7 est exprimé dans sa partie ventrale (Kassar-Duchossoy et 

al., 2005). Les embryons murins Pax3-/- et Pax7-/- montrent un arrêt total de la myogenèse 

malgré une formation normale du myotome. Ces cellules finissent par mourir ou par s'engager 

dans un lignage non musculaire puisqu’elles ne peuvent activer les MRF Myf5 ou MyoD 

(Relaix et al., 2005). Un défaut de Pax3 ne peut être compensé par Pax7 durant 

l’embryogenèse et durant le développement musculaire post-natal (Relaix et al., 2004). A 

l’inverse, avant la naissance, Pax7 n’est pas indispensable à la myogenèse grâce au 

phénomène de compensation par Pax3. La migration des cellules du dermomyotome est régie 

par différents facteurs de transcription à homéodomaine Lbx1 (Ladybird homebox protein 

homolog 1) dépendant de Pax3 (Mennerich et al., 1998), de Pax7 (Watanabe et al., 2007) 

ainsi que des protéines d'adhésion cellulaire comme la N-cadhérine (Brand-Saberi et al., 

1996a). Il est essentiel de citer ici les gènes de la famille Six (Sine oculis-related homeobox)  
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Figure 4 : Les facteurs impliqués dans la délamination du dermomyotome.  

 
Le départ de certaines cellules du dermomyotome jusqu'aux bourgeons des membres est sous 

l'influence du facteur de transcription Lbx1, des protéines Six1 et 4 et de certaines protéines 

d'adhésion cellulaire. Lbx1 et les protéines Six sont régulés par les voies de signalisation Wnt/β-

caténine, Notch et celle du FGF par l'intermédiaire de Pax3. FGF, Fibroblast Growth Factor ; Lbx1, 
Ladybird homebox protein homolog 1 ; Six, Sine oculis-related homeobox (Adapté de Brand-Saberi 

et al., 1996b ; Relaix et Zammit, 2012). 
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et plus particulièrement Six1 et Six4 exprimés dans le dermomyotome et qui assurent un rôle 

majeur dans la myogenèse du muscle squelettique. Un double knockdown murin pour Six1 et 

Six4 altère l’expression de certains MRF et empêche la présence de muscles dans les 

bourgeons des membres (Grifone et al., 2005) (Figure 4). 

En résumé, la myogenèse embryonnaire débute par la migration des précurseurs myogéniques 

depuis le dermomyotome puis leur prolifération et leur différenciation en myocytes. Ce 

phénomène s'achève par la fusion des myocytes en myotubes - cellules multinucléées - qui 

eux-mêmes fusionneront pour donner naissance aux fibres musculaires squelettiques. 
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Figure 5 : Localisation des cellules satellites au niveau du muscle.  
 

(A) Représentation schématique de l'environnement du muscle squelettique adulte. Les cellules 
satellites sont localisées sous la lame basale et constituent la principale population de cellules souches 

musculaires. Les vaisseaux sanguins apportent les nutriments nécessaires à la prolifération des 

cellules satellites. Les péricytes activés contribuent à la croissance et à la régénération musculaire. 
Les espaces interstitiels sont occupés par les cellules mésenchymateuses et les tissus de connexion. 

(Adaptée de Pannérec et al., 2012). (B, C) Co-immunomarquage Pax7/cavéoline-1 (B) révélant une 

cellule satellite (indiquée par la flèche). Le marquage au DAPI (C) révèle le noyau de la cellule 

satellite (pointé par la flèche) et les noyaux de la myofibrille. (D, E) Images de microscopie confocale 
d'une coupe transversale de muscle de souris adulte. La flèche montre une cellule satellite exprimant 

Pax7 (D ; rouge). La pointe de flèche montre un noyau de cellule satellite (D ; bleu). La pointe de 

flèche et la flèche sur la figure E montrent le marquage de la dystrophine (E ; blanc) (Relaix et 

Zammit, 2012). 

 



39 
 

II- Différenciation et fusion myoblastique adulte dans un contexte de régénération 

musculaire 

 1) Activation des cellules satellites et différenciation 

 A la fin du développement fœtal murin, pendant que la plupart des cellules 

Pax3+/Pax7+ expriment les MRF et démarrent leur programme myogénique, une faible partie 

d’entre elles prolifèrent sans exprimer les différents MRF (Kassar-Duchossoy et al., 2005 ; 

Relaix et al., 2005) et s’alignent le long des myotubes néoformés. Ces cellules prennent alors 

le nom de cellules satellites (Mauro, 1961). Les cellules satellites occupent une place 

indispensable dans la régénération du muscle squelettique, elles sont considérées comme les 

cellules souches musculaires à partir desquelles ont lieu la prolifération des myoblastes, leur 

différenciation en myocytes et la fusion myogénique (Snow, 1977). 

 a) Les cellules satellites 

 Localisées sous la lame basale de la fibre (Figure 5), les cellules satellites ne 

contribuent pas seulement à la régénération musculaire mais possèdent aussi la capacité 

d'auto-renouvellement (Collins et al., 2005).  

 Les cellules satellites représentent 2 à 10% du nombre total de cellules myogéniques 

(Rosenblatt et Parry, 1992). Les cellules satellites ont besoin d'un environnement particulier, 

c’est-à-dire un réseau sanguin à proximité, pour accomplir leurs fonctions, la notion de niche 

de cellules satellites apparaît alors ; 80 à 90% d’entre elles sont situées à moins de quelques 

micromètres d’un vaisseau sanguin (Figure 5) (Christov et al., 2007). Le nombre de cellules 

satellites décroît après la naissance. Durant les premiers jours de vie du souriceau, la majeure 

partie des cellules satellites prolifèrent intensément pour engendrer de nombreux myoblastes 

qui fusionnent avec les fibres préexistantes. Le reste des cellules satellites entrent en 

quiescence, elles seront activées si besoin lors de la régénération musculaire (White et al., 

2010). 

 Les cellules satellites sont aussi reconnaissables par leurs caractéristiques cellulaires, 

par exemple, le ratio élevé noyau/cytoplasme. De plus, de nombreuses protéines sont des 

marqueurs des cellules satellites : les protéines nucléaires Pax3 et Pax7 citées précédemment 

(Seale et al., 2000), des protéines membranaires telles que la M-cadhérine, l’intégrine α7, 



40 
 

 

 

Figure 6 : Acteurs et voies de signalisation impliqués dans le processus de maintien de 

la quiescence des cellules satellites.  
 

Lorsque le muscle squelettique est au repos, les cellules satellites sont en quiescence. Le maintien de 

cet état est possible grâce à différents facteurs : l'activation de l'expression de la protéine Rb, 
régulateur essentiel du cycle cellulaire, l'activation de miRNA qui bloquent la transcription de 

certains MRF, l'inhibition de voies de signalisation telles que la voie FOXO3 et ERK1/2, l'activation 

de molécules d'adhésion comme la M-cadhérine et l'intégrine α7. ERK1/2, Extracellular signal-

regulated kinase 1/2 ; FOXO3, Forkhead box protein O3 ; TIMP, tissue inhibitor metalloproteinase. 

 

 

Figure 7 : Structure de MyoD, un représentant de la famille des MRF.  

 
Comme les autres facteurs de transcription de cette famille, MyoD possède trois domaines conservés : 

un premier domaine de transactivation en N-terminal, le domaine bHLH dans la région centrale 

accompagné de deux hélices α (1 et 2), et un deuxième domaine de transactivation dans la région 
carboxy-terminale. Le domaine C/H et l'hélice 3 participent à la fonction de transactivation. bHLH, 

basic helix-loop-helix ; C/H, domaine riche en cytéine et histidine ; DTA, domaine de transactivation 

(Adapté de Singh et Dilworth, 2013). 
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le récepteur à tyrosine kinase c-Met, les Syndécanes-3 et 4 et la NCAM1 (Neural Cell 

Adhesion Molecule) (Fukada et al., 2007 ; Gnocchi et al., 2009).  

 Dans le muscle adulte au repos, les cellules satellites sont dans un état de quiescence 

caractérisé par un métabolisme et une synthèse d’ARN ralentis. Le microenvironnement 

cellulaire ainsi que la position des cellules satellites entre la lame basale et la membrane des 

fibres sont impliqués dans la régulation de leur quiescence. En effet, les protéines M-

cadhérines (Irintchev et al., 1994), des molécules d’adhésion et l’expression accrue des 

TIMP (Tissu Inhibitor of Metalloproteinase) (Pallafacchina et al., 2010) favorisent l’intégrité 

de cette niche cellulaire. Des voies de signalisation impliquées dans la prolifération sont 

réprimées dans les cellules satellites en quiescence telles que FOXO3 et ERK1/2 via Sprouty1 

(Gopinath et al., 2014 ; Shea et al., 2010) (Figure 6). 

b)  La famille des MRF 

 L'étude de ces facteurs de transcription spécifiques à la myogenèse a débuté il y a 

environ 30 ans avec la découverte de MyoD1 (Myogenic Differentiation 1) par l'équipe de 

Davis. Elle démontre que MyoD1 a la capacité d'engager des fibroblastes, et d'autres cellules 

différenciées, vers un lignage musculaire squelettique. MyoD1 est donc capable d'activer une 

transdifférenciation, c'est-à-dire la reprogrammation d'un type cellulaire (Davis et al., 1987).  

La myogénine ou MyoG active la différenciation des myoblastes qui fusionnent pour 

constituer des myotubes (Brunetti et Goldfine, 1990). Des homologies de séquence entre 

MyoD et MyoG permettent de mettre en évidence deux autres MRF, à savoir Myf5 (Myogenic 

Factor 5) (Braun et al., 1989) et Mrf4 (Myogenic regulatory factor 4) ou MYF6 chez 

l'Homme (Rhodes et Konieczny, 1989). Ces quatre facteurs de transcription partagent la 

caractéristique de pouvoir activer la myogenèse dans des cellules différenciées (Weintraub et 

al., 1991). Les MRF sont impliqués dans l’homéostasie musculaire adulte via le contrôle des 

cellules satellites et dans la régénération musculaire en réponse à une atteinte nerveuse ou une 

atrophie du muscle (Legerlotz et Smith, 2008). 

 

Les quatre MRF possèdent une structure protéique semblable, ce sont des protéines à hélice-

boucle-hélice ou bHLH (Figure 7). Il s'agit de facteurs de transcription de la classe II 

contenant trois domaines conservés : un domaine de transactivation avec une zone riche en 

histidines et cystéines ; la région centrale contient le domaine bHLH et deux domaines en 

hélice α ; un dernier domaine de transactivation, ne contenant aucune histidine ou cystéine, 
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Figure 8 : Intervention chronologique des facteurs impliqués dans le processus 

myogénique (Montarras et al., 1991).  
 

Les progéniteurs myogéniques expriment les protéines Six1 et Six4, ainsi que les facteurs de 

transcription Pax3 et Pax7. Ce dernier permet l’activation des MRF Myf5 et MyoD et donc la 

différenciation des myoblastes en myocytes capables de fusionner. MRF4 est considéré comme un 
MRF tardif par rapport aux trois autres. La myosine est le marqueur principal des fibres musculaires 

matures. Myf5, myogenic factor 5 ; MyoD, myogenic differentiation 1 ; MRF4, myogenic regulatory 

factor 4 ; Pax, paired box protein ; Six, sine oculis homeobox homolog protein. 
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dans la région carboxy-terminale (Tapscott et al., 1988). Le domaine basique se lie 

directement à la séquence consensus CANNTG des « E-box » ; néanmoins, seulement des 

séquences très spécifiques permettent l'activation de la transcription, par exemple CAGGTG 

pour MyoD (Fong et al., 2012). Les domaines HLH permettent l’homodimérisation ou 

l’hétérodimérisation de ces MRF avec d’autres protéines bHLH de classe I telles que E12 ou 

E47 formant ainsi des complexes protéines-ADN stables (Blackwell et Weintraub, 1990). 

 Myf5 est le premier MRF à contribuer au maintien des cellules satellites. Si ces 

cellules possèdent au moins un seul allèle Myf5 (Myf5+/-), elles sont aptes à la myogenèse et 

sur-expriment MyoD et MyoG (Gayraud-Morel et al., 2012).  Les cellules satellites MyoD-/- 

ne peuvent réguler la myogénine et Mrf4, et présentent des défauts de différenciation et donc 

de régénération musculaire (Cornelison et al., 2000). Les souris adultes MyoD- possèdent 

ainsi plus de cellules satellites quiescentes que les souris MyoD+ (Macharia et al., 2010). Les 

doubles mutants Myf5-/MyoD- n’ont pas de myoblaste, ni de cellule progénitrice musculaire 

(Kassar-Duchossoy et al., 2004). Les souris MyoG-/- présentent quant à elles des myoblastes 

mais qui ne se différencient pas (Venuti et al., 1995). Le knockdown de Mrf4 chez des rats 

adultes entraîne une hypertrophie myofibrillaire, augmente la synthèse protéique et permet 

l’expression des gènes cibles de MEF2 (Myocytes enhancer factor 2) (Moretti et al., 2016).  

 MyoD et les autres MRF sont donc des facteurs clés de la progression myogénique et 

de la différenciation intervenant selon un ordre chronologique précis (Figure 8). MyoD induit 

la différenciation en activant des inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p21 et p57 (Halevy et 

al., 1995 ; Reynaud et al., 2000) ainsi que la myogénine (Hollenberg et al., 1993). Cette 

dernière cible des gènes impliqués dans la contractilité du muscle comme par exemple les 

chaînes légère et lourde de la myosine, la créatine kinase musculaire, l’α-actinine, la troponine 

et des canaux calciques voltage-dépendants. De la même façon, Mrf4 est impliqué dans la 

différenciation tardive (Rawls et al., 1998).  
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Tableau 2 : Caractéristiques et structures protéiques des membres de la famille des 

gènes Pax. 

 
Ce tableau regroupe les gènes Pax, leur localisation chromosomique chez l'Homme, la structure des 
protéines correspondantes et leurs principaux tissus d'expression. Sur les structures protéiques, les 

formes ovales rouges représentent les hélices α et les cercles rouges les octapeptides. Les rectangles de 

couleur sont les domaines « paired-type » et les homéodomaines. Les gènes sont regroupés selon les 

quatre sous-groupes définis précédemment. C, extrémité C-terminale ; HD, Homéodomaine ; N, 
extrémité N-terminale ; Oct, Octapeptide ; PD, « Paired-type » domaine ; SNC, Système nerveux 

central (Adapté de Wehr et Gruss, 1996). 
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c) Les protéines Pax 

 Neuf gènes, numérotés de 1 à 9, composent cette famille (Gruss et Walther, 1992). 

Ces gènes codent des protéines réparties en quatre sous-groupes de I à IV (Tableau 2) établis 

selon la présence ou l’absence d’un octapeptide et selon la présence d’un homéodomaine 

tronqué ou complet (Noll, 1993). Les protéines Pax (Paired Box) sont également caractérisées 

par la présence d’un domaine de liaison à l’ADN de 128 acides aminés. Plusieurs protéines 

Pax contiennent un deuxième domaine de liaison appelé homéodomaine « paired-type » 

(Apuzzo et Gros, 2007). Enfin, le domaine de transactivation, riche en prolines, thréonines et 

sérines situé à l’extrémité C-terminale de la protéine PAX humaine, possède un rôle 

régulateur de la transcription. La famille des facteurs de transcription Pax murins est 

impliquée dans le développement précoce embryonnaire, et dans la mise en place spécifique 

des différents tissus tels que le tube neural et les somites. 

 Pax3 et Pax7 sont particulièrement impliqués dans le processus de myogenèse. Durant 

la régénération musculaire, Pax7 possède différentes cibles géniques au sein des cellules 

satellites. En plus de l’activation de MyoD via un site spécifique présent dans le promoteur de 

ce dernier (Hu et al., 2008), Pax7 peut se fixer à un élément situé en amont du promoteur de 

Myf5 (Soleimani et al., 2012). Il a été démontré que Pax7 se fixe directement sur Id3 

(Inhibitor of DNA binding), facteur pouvant prévenir l’établissement de la myogenèse dans 

les cellules satellites en inhibant l’expression des gènes codant pour les protéines 

myogéniques de type hélice-boucle-hélice comme les MRF cités précédemment (Kumar et 

al., 2009). Plus récemment, une étude menée sur des précurseurs myogéniques, dérivés de 

cellules souches pluripotentes et exprimant Pax7, a permis d’identifier des marqueurs 

exprimés à la surface de ces cellules : la protéine d’adhésion intercellulaire CD54, l’intégrine 

α9β1 et le Syndécane-2 ; les cellules CD54+α9β1+SDC2+ ont été identifiées comme 

impliquées dans la régénération musculaire in vivo (Magli et al., 2017). Néanmoins, le rôle de 

Pax7 dans les cellules satellites est sujet à controverse. L’équipe de Lepper a prouvé que dans 

des mutants conditionnels adultes pour Pax7, les cellules satellites demeurent intactes et la 

régénération a lieu. L’inactivation conjointe de Pax7 et Pax3 aboutit au même résultat 

(Lepper et al., 2009).  
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Figure 9 : Activation et devenir des cellules satellites lors de la régénération du muscle 

squelettique. 
 

Après une blessure, les cellules satellites quiescentes sont activées grâce à différents facteurs de 
croissance libérés par la matrice extracellulaire (FGF-2, FGF-6, HGF, IGF-1) ou grâce à des signaux 

tels que l'oxyde nitrique (Tatsumi, 2010). Cette activation leur permet de rentrer dans le cycle 

cellulaire et de proliférer en myoblastes, se différencier en myocytes puis fusionner pour former les 

myotubes. L'expression des MRF régule la progression des cellules musculaires dans leur programme 
myogénique. FGF, Fibroblast growth factor ; HGF, Hepatocyte growth factor ; IGF, Insulin-like 

growth factor ; TNFα, Tumor necrosis factor α. 
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d) Engagement des cellules satellites 

 Dans des conditions d'activation spécifiques, les cellules satellites quiescentes, 

considérées comme les cellules souches musculaires, peuvent rapidement être activées et 

entrer à nouveau dans le cycle cellulaire pour proliférer, se différencier en myocytes et 

fusionner pour générer les myotubes. Une petite partie des cellules satellites réactivées sort à 

nouveau du cycle cellulaire et retourne en quiescence pour maintenir le pool de cellules 

satellites et assurer une éventuelle nouvelle régénération. Néanmoins, le potentiel régénératif 

de ces cellules peut être entravé en conditions pathologiques comme les dystrophies 

musculaires ou la fonte du muscle liée à l’âge (Bentzinger et al., 2013). 

- Activation des cellules satellites 

 Parmi les facteurs de croissance libérés par la matrice extracellulaire à la suite d’une 

lésion musculaire, certains d’entre eux dont le FGF2 et le FGF6 (Fibrobast Growth Factor 2 et 

6), interagissent avec les cellules satellites afin de stimuler leur activation (Figure 9). Les 

récepteurs aux FGF sont surexprimés à la surface des cellules satellites activées par rapport 

aux cellules quiescentes (Kästner et al., 2000 ; Floss et al., 1997). Un autre facteur de 

croissance impliqué dans l’activation des cellules satellites et libéré à la suite d’une blessure 

est le HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Tatsumi et al., 1998).  L’IGF-1 (Insulin-like Growth 

Factor 1) est également un acteur de l’activation des cellules satellites puisque l’expression 

d’un transgène igf1 dans des muscles d’embryon murin permet une hypertrophie des 

myocytes et ainsi une augmentation de la masse musculaire après la naissance (Musaro et al., 

2001). 

 L’oxyde nitrique, molécule instantanément libérée après une atteinte tissulaire, stimule 

l’expression des MMP (Métalloprotéinase matricielle) et augmente la libération des facteurs 

de croissance séquestrés dans la matrice, ce qui favorise l’activation des cellules satellites 

(Anderson, 2000). Une cytokine, le TNF-α (Tumor Necrosis Factor), est aussi rapidement 

libérée suite à une blessure. Lorsque du TNF-α est injecté dans des muscles de souris adultes, 

les cellules satellites sont activées et entrent dans le cycle cellulaire (Li, 2003). 
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Figure 10 : Types de divisions des cellules satellites. 

Les cellules satellites sont capables d'auto-renouvellement grâce à une division symétrique ou 

asymétrique. Sur la figure, les cellules bleues correspondent aux cellules satellites (Myf5-) et les 

cellules vertes sont les cellules satellites progénitrices musculaires (Myf5+). La division symétrique 
dans le sens longitudinal génère deux cellules satellites filles strictement identiques. La division 

asymétrique selon l'axe apico-basal donne naissance à une cellule souche satellite et une cellule 

progénitrice musculaire (Myf5+). Ces dernières s'engagent dans le programme myogénique et 
augmentent ainsi la population cellulaire progénitrice qui participera à la régénération musculaire. 

(Adapté de Chang et al., 2016). 
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- L'auto-renouvellement de la population satellitaire 

 Les cellules Myf5- sont capables d’auto-renouvellement par une division symétrique 

ou asymétrique. La division symétrique a lieu lorsque la cellule satellite est parallèle à la fibre 

musculaire et engendre deux cellules souches filles identiques. La division asymétrique, selon 

un plan baso-latéral, produit une cellule souche fille et une autre cellule fille engagée dans le 

programme myogénique (Kuang et al., 2007) (Figure 10). 

 Des expériences de transplantation illustrent parfaitement cette capacité d’auto-

renouvellement. Lorsqu’une myofibre intacte contenant peu de cellules satellites est greffée 

sur un muscle, ses cellules satellites peuvent engendrer jusqu’à une centaine de nouvelles 

fibres (Collins et al., 2005). Les interactions physiques avec le microenvironnement cellulaire 

sont indispensables au bon déroulement de l’auto-renouvellement des cellules satellites. Le 

collagène de type VI, composant de la matrice extracellulaire, permet l’auto-renouvellement 

des cellules satellites. Une absence de collagène VI chez des souris Col6a1-/- entraîne une 

régénération musculaire altérée et amoindrit la capacité d’auto-renouvellement des cellules 

satellites (Urciuolo et al., 2013). 

 Ajoutée à l’expansion symétrique des cellules satellites, l’hypothèse du retour des 

cellules différenciées à un état non différencié a été émise. Cette supposition a d’abord été 

vérifiée in vitro grâce à l’utilisation de myoblastes murins cultivés dans un milieu de 

différenciation pauvre en sérum. Pendant que la plupart des myoblastes se différencient, une 

petite population de myoblastes appelés « cellules de réserve » est incapable de se différencier 

et montre des taux d’expression de MyoD et Myf5 réduits (Yoshida et al., 1998).  

- Migration des cellules satellites activées 

 Lors d’une atteinte musculaire et après l’activation des cellules satellites, celles-ci 

migrent jusqu’à la lésion (Schultz et al., 1985). Des analyses par vidéomicroscopie de 

cellules satellites et de fibres isolées ont montré la forte capacité migratoire des cellules 

satellites activées (Siegel et al., 2009).  

 La liaison des cellules myogéniques à la matrice est cruciale pour leur migration. La 

fibronectine et les collagènes sont capables d’augmenter la migration in vitro, cependant la 

laminine est considérée comme l’inducteur majeur de la migration des cellules satellites 

(Siegel et al., 2009). La sécrétion de différentes MMP par les cellules myogéniques est aussi 
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importante pour faciliter leur migration : MMP-1, 2 et 9 dégradent les collagènes I, II, III et 

IV (Kaar et al., 2008 ; Kherif et al., 1999). Des molécules solubles telles que TGF-β, HGF, 

FGF-2 et FGF-6, libérées après un dommage musculaire, sont indispensables pour conduire 

les cellules satellites activées jusqu’au site lésé ; elles agissent par chimiotactisme (Bischoff, 

1997 ; Neuhaus et al., 2003 ; Siegel et al., 2009). 

2) Prolifération, différenciation et fusion  

a) Prolifération myoblastique 

 Les progéniteurs myogéniques activés réalisent plusieurs cycles de prolifération afin 

d’accroître le pool de cellules satellites nécessaires à la réparation tissulaire avant l’entrée en 

différenciation. La majorité des facteurs de croissance est connue pour activer les cellules 

satellites et faciliter leur division cellulaire. L’addition de FGF2 au milieu de culture de 

cellules satellites extraites de muscle de rat adulte est utilisée pour stimuler la prolifération 

myogénique (Yablonka-Reuveni et Rivera, 1997). L’IGF-1 joue aussi un rôle dans 

l’avancement des cellules satellites au travers du cycle cellulaire. La prolifération de cellules 

satellites est restaurée dans des muscles de rats âgés incubés avec l'IGF-1 (Chakravarthy et 

al., 2000).  

 A la suite d’un dommage musculaire, des cytokines pro-inflammatoires sont libérées. 

Cette libération massive d’IL-6, IL-1β et de TNF-α coïncide avec le début de la prolifération 

des myoblastes (Tidball et Villalta, 2010). L’IL-6 peut être synthétisée par les myoblastes ou 

les myofibres et agit de manière autocrine ou paracrine pour activer la prolifération 

myoblastique (Cantini et al., 1995). L’IL-1β et le TNF-α stimulent la production d’IL-6 

pendant la phase précoce de la régénération (Luo et al., 2003). Ces facteurs peuvent aussi 

directement agir sur la prolifération via la voie NF-κB (Nuclear factor-κ-B) (Otis et al., 

2014).  

b) Différenciation myogénique 

 Après plusieurs cycles de prolifération, les cellules myogéniques quittent le cycle 

cellulaire et démarrent leur différenciation en myocytes. Divers facteurs contrôlent le passage 

de l’état prolifératif à la différenciation dont les MRF décrits précédemment. Plusieurs voies 

de signalisation régulent l’entrée en différenciation des myoblastes. Le chapitre 2 de cet 

exposé sera consacré à l'étude de ces voies. 
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Figure 11 : Modèle théorique de la fusion myoblastique.  
 

(A) Un myocyte compétent pour fusionner (en rouge) migre vers un autre myocyte (en vert). Un 

contact physique est alors possible grâce à des filopodes. (B) Des molécules d’adhésion (rectangles 
noirs) sont impliquées dans la reconnaissance et l’adhésion des deux cellules. (C) Des vésicules 

denses aux électrons (points noirs), probablement en provenance de l’appareil de Golgi, sont recrutées 

au niveau des points de contact. Ces vésicules facilitent la fusion en libérant des lipides et des 
protéases. Les filaments d’actine sont représentés par des traits noirs. (D) L’actine accumulée dans le 

myocyte forme de larges protrusions qui se propagent dans la cellule adjacente. (E) Un, ou plusieurs, 

pores se forment pour permettre un mélange des deux cytoplasmes. (F) Le pore s’élargit et les 
membranes cellulaires fusionnent. (G) Les deux cellules fusionnent pour créer un myotube contenant 

deux noyaux. Ce modèle est similaire lors de la fusion secondaire. (Adapté de Abmayr et Pavlath, 

2012). 
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c) Fusion des myocytes  

 A la suite de la différenciation, les cellules myogéniques démarrent la fusion, 

processus modifiant fortement la morphologie et les fonctions cellulaires. La fusion des 

myocytes a largement été étudiée chez la drosophile en raison de la facilité d’observation de 

ce phénomène. Chez la souris, des molécules d’adhésion telles que la néphrine, l’intégrine β1, 

la M-cadhérine et la N-cadhérine sont impliquées dans la fusion (Cifuentes-Dias et al., 1995 ; 

Sohn et al., 2009).  

 Le processus de fusion peut être séparé en deux phases : la fusion précoce ou primaire 

et la fusion tardive ou secondaire (Figure 11). La première correspond à un contact myocyte-

myocyte et à leur fusion, tandis que la deuxième se définit comme la fusion des myocytes 

avec des myotubes néoformés. Bien que partageant des caractéristiques communes, ces deux 

modes de fusion impliquent différentes molécules d’adhésion et voies de signalisation. La 

fusion primaire fait intervenir notamment les intégrines β1. Les myocytes déficients pour ces 

intégrines adhèrent les uns avec les autres mais ne fusionnent pas (Schwander et al., 2003). 

D’autre part, des protéines comme la filamine C sont impliquées dans la fusion myocyte-

myotube. Un knockdown in vitro du gène codant la filamine C dans des myoblastes en 

différenciation engendre la formation de petits myotubes ronds avec un nombre limité de 

noyaux par myotube (Dalkilic et al., 2006). C’est aussi durant la fusion secondaire que le 

facteur de transcription NFATc2 (Nuclear factor of activated T-cells) est surexprimé et 

contrôle l’expression de l’IL-4. Les myoblastes déficients pour l’IL-4 ou son récepteur sont 

capables de fusionner mais forment des myotubes plus petits possédant peu de noyaux. Les 

myotubes néoformés secrètent l’IL-4 afin de recruter davantage de myocytes et réaliser la 

fusion secondaire (Horsley et al., 2003). 

 Une autre protéine transmembranaire, spécifique du muscle et identifiée depuis 

quelques années, occupe un rôle central dans le processus de fusion myoblastique des 

Mammifères. Myomaker est exprimée lors de la phase de fusion puis son expression diminue 

(Millay et al., 2013). L’activation de myomaker est possible grâce à la fixation de MyoD et 

MyoG sur les « E-box » de son promoteur proximal (Millay et al., 2014). 
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Tableau 3 : Synthèse des principaux miRNA impliqués dans la myogenèse et leurs gènes 

cibles (Adapté de Wang et al., 2018). 

 

 

miRNA Expression muscle 

spécifique 

Phase d’activation Gènes cibles 

miR-1 Oui Différenciation Pax3, Pax7 

miR-31 Non Prolifération Myf5 

miR-133 Oui Prolifération SRF 

miR-140-3p Oui Fusion Myomaker 

miR-152 Non Différenciation E2F3 

miR-206 Oui Différenciation Pax3, Pax7 

miR-221 

miR-222 

Non Prolifération p27, MyoG 

miR-486 Non Différenciation Pax7 

miR-491 Oui Fusion Myomaker 
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  d) Maturation des myotubes et hypertrophie 

 Les myotubes naissants subissent une étape de maturation pour former les myofibres 

matures et fonctionnelles. Cette étape de maturation correspond à l’hypertrophie 

physiologique du muscle squelettique définie comme l’élargissement de chaque myofibre. Au 

cours des trois premières semaines de vie, des cellules satellites fusionnent avec les fibres 

néoformées, augmentant ainsi le nombre de noyaux par myofibre. Le nombre de noyaux dans 

les myofibres et dans les cellules satellites est donc établi dès la troisième semaine de vie chez 

la souris (White et al., 2010).   

 A l’âge adulte, le stock de cellules satellites reste constant grâce à leur auto-

renouvellement, elles ne sont donc plus impliquées dans le processus d’hypertrophie qui 

s’explique alors par une augmentation de la synthèse protéique (Sartorelli et Fulco, 2004). 

L'hypertrophie a lieu après de nombreux efforts physiques intenses et répétés ou suite à la 

prise d’hormones spécifiques telles que des androgènes ou des agonistes β-adrénergiques 

(Koopman et al., 2010). Selon le stade de développement, le muscle squelettique peut donc 

augmenter sa masse, avec ou sans l’implication des cellules satellites. 

3) Implication des microRNA dans la myogenèse 
 

 Les microRNA (miRNA) interviennent lors du maintien en quiescence des cellules 

satellites et des différentes étapes de la myogenèse ayant lieu durant de la régénération du 

muscle squelettique adulte des Mammifères (Tableau 3).   

 L’état de quiescence des cellules satellites est modéré au niveau post-transcriptionnel 

par les miRNA tels que les miR-489 et 31. Le miR-489 est fortement exprimé dans les 

cellules satellites en quiescence et est rapidement inhibé lorsque ces cellules sont activées. 

Concernant le miR-31, il est séquestré avec l’ARNm de Myf5 dans les granules de mRNP 

contenu dans les cellules satellites quiescentes. C’est lors de l’activation de celles-ci que les 

granules se dissocient, entraînant une diminution de l’expression du miR-31 et une 

accumulation de la protéine Myf5 (Cheung et al., 2012 ; Crist et al., 2012). 

 Les ARNm de Pax3 et Pax7 sont tous les deux régulés par le miR-206 et 

sont respectivement des cibles pour les miR-27 et miR-486. Ces trois miRNA sont présents 

dans les cellules myogéniques exprimant MyoD et Myf5 et ils induisent la sous-expression de 
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Figure 12 : Utilisation de la lignée cellulaire murine C2C12 pour l’étude in vitro des 

différentes étapes de la myogenèse. 

 
Les myoblastes prolifèrent et se différencient en myocytes qui migrent et adhèrent les uns aux autres 

pour fusionner et former de petits myotubes contenant peu de noyaux. Ensuite, la fusion des 

myocytes avec les myotubes néoformés permet d’obtenir de larges myotubes matures multinucléés. 
Les photographies des différents stades ont été obtenues au microscope à contraste de phase. (Adapté 

de Abmayr et Pavlath, 2012). 
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Pax3 pour le miR-27 et de Pax7 pour les miR-206 et 486 lors de la différenciation (Crist et 

al., 2009 ; Dey et al., 2011). 

 Il a été montré que plusieurs miRNA interviennent durant la prolifération (Tableau 3). 

Par exemple, les miR-221 et miR-222 sont plus exprimés dans les myoblastes en prolifération 

que dans les myotubes. Ces deux miRNA inhibent p27 et MyoG, permettant une sortie 

retardée du cycle cellulaire (Cardinali et al., 2009). Le miR-133 favorise également la 

prolifération en inhibant le facteur de transcription SRF (Serum Response Factor) impliqué 

dans la prolifération et la différenciation myoblastique (Chen et al., 2006). 

 Enfin, certains miRNA sont impliqués dans le passage des myoblastes vers un état 

différencié. Les miR-1, miR-206 et miR-486 sont surexprimés pendant la différenciation 

myogénique et la formation des myotubes (Koning et al., 2012). Ces miRNA améliorent la 

différenciation en inhibant Pax7 de façon post-transcriptionnelle (Chen et al., 2010) De plus, 

les miR-140-3p et miR-491 régulent négativement myomaker (Luo et al., 2015 ; He et al., 

2017) (Tableau 3). 

4) La lignée myoblastique murine C2C12 

 Pour étudier les processus de prolifération et de différenciation myogénique, une 

lignée cellulaire est très largement utilisée comme modèle, il s'agit de la lignée C2C12. Cette 

lignée cellulaire a la capacité de se différencier en myocytes qui fusionnent pour former les 

myotubes (Figure 12). Les myoblastes C2C12 entrent en différenciation in vitro au moyen 

d'une réduction de la concentration en sérum dans le milieu de culture (Yaffe et Saxel, 1977). 

Les cellules C2C12, tout comme les cellules satellites, ont la capacité de se transdifférencier 

en adipocytes ou en ostéoblastes en raison de leur caractère multipotent et dans des conditions 

de culture particulières (Liu et al., 2009 ; Aguiari et al., 2008).  

 Les cellules C2C12 sont issues de la lignée C2, obtenue à partir de muscles 

squelettiques des pattes postérieures de souris C3H adultes. Ces cellules ont été isolées et 

analysées pour la première fois en 1977 par l’équipe de Saxel (Yaffe et Saxel, 1977). Les 

cellules C2C12 ont été utilisées par exemple pour aborder l’implication des MRF au cours de 

la myogenèse (Shimokawa et al., 1998). Notre équipe a utilisé la lignée C2C12 pour l'étude 

de 375 gènes constituant plus de 60% du glycogénome et pouvant potentiellement intervenir 

lors de la différenciation myoblastique. Sur ce panel de glyco-gènes analysés, plus de la  
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moitié est dérégulée au niveau transcriptionnel durant la différenciation (Janot et al., 2009). 

Plus récemment, il a été montré que MyoG interagit avec la caténine CTNNA2 afin de 

contrôler la différenciation des cellules C2C12 via des interactions avec des protéines 

matricielles (Malik et al., 2015). 

 Actuellement, la lignée C2C12 est très employée dans les études portant sur 

l'implication des miRNA dans la prolifération et la différenciation myogénique. Par exemple, 

le miR-152 inhibe la prolifération mais accélère la différenciation des myoblastes C2C12 

(Gan et al., 2018). La lignée C2C12 est aussi utilisée pour tester le rôle de nouvelles 

substances sur la myogenèse comme l'illustre l'utilisation de la canadine, substance alcaloïde 

issue d'une plante qui stimulerait la myogenèse et protégerait le muscle de l'atrophie (Lee et 

al., 2017).  

 Plus généralement, l’utilisation des lignées cellulaires dans les études portant sur la 

myogenèse est essentielle puisqu’elle permet de contrôler précisément les conditions de 

culture. Les différentes obligations bioéthiques disparaissent grâce à l’emploi de ces lignées 

cellulaires. De plus, les lignées simplifient l’étude de certains processus trop souvent 

complexes pour être analysés dans leur globalité. Il est possible également de modifier 

l’expression d’un ou plusieurs gènes par diverses techniques de transfection et d’en analyser 

les conséquences phénotypiques et génotypiques. Par exemple, une équipe de notre 

laboratoire a éteint par la technique de l'ARN interférent cent gènes n'ayant pas d'implication 

connue dans les fonctions musculaires chez la souris. Parmi ceux-ci, six gènes ont été 

confirmés comme étant impliqués dans toutes les étapes du processus myogénique et treize 

sont spécifiques de la différenciation (Alwan et al., 2017). 
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Tableau 4 : Principaux gènes acteurs de la voie Notch chez la drosophile et leurs homologues 

humains, et les fonctions des protéines associées.  

 

Gènes chez la drosophile Homologues humains Fonctions des protéines 

associées 

Notch (N) NOTCH1, NOTCH2, 

NOTCH3, NOTCH4 
Récepteur 

Delta (De) DLL1, DLL3, DLL4 
Ligand 

Serrate (Ser) JAG1, JAG2 

Rumi POGLUT1 

Glycosylations des récepteurs 

O-fucosyltransférase 1 

(O-fut1) 

POFUT1 

Fringe LFNG, RFNG, MFNG 

EGF-domaine O-GlcNAc 

transférase (Eogt) 

EOGT 

Furine 1 (Fur 1), Furine 2 

(Fur 2) 

FUR 
Clivage S1 

Kuzbanian (kuz) ADAM10 Clivage S2 

Préséniline (Psn) PSEN1, PSEN2 Clivage S3 

Nicastrine (nct) NCSTN 

Shibire (shi) DNM1, DNM2, DNM3 Endocytose ligand et 

récepteur 

Numb NUMB, NUMBL 

Transport du récepteur Suppressor of deltex 

(Su(dx)) 

ITCH, WWP1, WWP2 

Suppressor of Hairless 

(Su(H)) 

RBPJ 
Facteur de transcription 

Hairless (H) - 

Co-répresseurs 
- SPEN 

Groucho (gro) TLE1, TLE2, TLE3, TLE4, 

TLE5, TLE6 

Mastermind (mam) MAML1, MAML2, MAML3 Co-activateur 

Enhancer of split complex 

: 7 gènes répresseurs à 

motif bHLH 

HES1 à HES7 

Gènes cibles 

 

Le symbole de chaque gène de drosophile est indiqué entre parenthèses dans la première 

colonne (Adapté de Salaza et Yamamoto, 2018). 
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Chapitre 2. LES VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES DANS LE 

PROCESSUS MYOGENIQUE 

  

 Les différentes étapes de la myogenèse sont contrôlées par des voies de signalisation 

cellulaire activées ou inhibées en fonction des multiples signaux. Le maintien des cellules de 

réserve ainsi que l’expression de Pax7 sont contrôlés en partie par la voie de Notch. La 

prolifération est favorisée par l’activation de la voie TGFβ/Smad et la voie Pi3K/Akt/mTOR 

est impliquée dans la phase de différenciation myogénique. 

I- La voie de Notch 

 Les premières études sur Notch ont été réalisées il y a plus d’un siècle par John Dexter 

et Thomas Hunt Morgan en observant les ailes de la mouche des fruits Drosophila 

melanogaster. Ils ont remarqué des mouches mutantes possédant des ailes entaillées, 

« notched » en anglais. Le clonage du gène du récepteur Notch de la drosophile a été réalisé 

dans les années 1980 par les équipes de Michael Young et de Spyros Artavanis-Tsakonas 

(Kidd et al., 1983 ; Wharton et al., 1985). Le récepteur Notch interagit avec un ligand 

transmembranaire situé sur une cellule voisine, ce qui provoque un clivage protéolytique du 

récepteur. La partie carboxy-terminale du récepteur, localisée au niveau de la membrane 

plasmique et appelée NICD (Notch IntraCellular Domain), est alors transloquée dans le noyau 

où elle interagit avec le complexe CSL (CBF-1 ou RBP-Jκ chez les Mammifères / Su(H) chez 

la drosophile / Lag-1 chez C.elegans) afin d’activer la transcription de gènes (Egan et al., 

1998). Le récepteur Notch est impliqué dans la régulation de la croissance cellulaire, du 

développement, du cycle cellulaire (Ronchini et Capobianco, 2001) (Tableau 4). 

1) Récepteurs et ligands  

 L’activation du récepteur Notch est finement contrôlée par des ligands canoniques par 

le biais d’interactions directes récepteur-ligand. La nature transmembranaire de ces ligands 

permet de limiter la signalisation aux interactions locales et la communication avec les 

cellules voisines (D’Souza et al., 2010). 



62 
 

 

Figure 13 : Structures des récepteurs Notch de Mammifères. 
 

Les récepteurs NOTCH, au nombre de quatre (Notch 1 à 4), sont organisés en hétérodimère au niveau 
de la membrane plasmique. Dans sa partie extracellulaire, Notch possède un domaine constitué de 36 

motifs EGF-like pour les récepteurs 1 et 2, et de 34 et 29 répétitions pour les récepteurs 3 et 4. Les 

trois répétitions LNR jouent un rôle de modulateur entre les parties extra et intracellulaires. Le 

domaine NRR regroupe ces répétitions LNR et la région HD. La partie intracellulaire du récepteur est 
composée de sept répétitions ankyrines, d'une séquence de localisation nucléaire NLS, d’un domaine 

PEST (riche en Proline, Glutamate, Sérine et Thréonine) et d’un domaine de transactivation TAD 

présent seulement dans Notch 1 et 2. EGF, Epidermal Growth Factor ; HD, hétérodimérisation ; LNR, 
Lin-12/Notch repeat ; NLS, Séquence de localisation nucléaire ; NRR, Negative Regulatory Region ; 

PEST, Proline, Glutamine, Serine, Threonine-rich ; RAM, RBP-Jκ/CBF-1 associated molecule ; TAD, 

Transactivation domain (Adapté de Fleming, 1998 ; Lubman et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Sites potentiels de glycosylation sur le récepteur Notch 1 murin.  
 
La partie extracellulaire du récepteur est constituée de 36 répétitions « EGF-like » (ovales) et de trois 

répétitions LNR (rectangles). Les EGF-like 11 et 12 sont les sites de fixation du ligand (LBD). Les 

EGF-like contiennent des séquences consensus pour la fixation de O-Fucose (rouge), O-glucose (bleu) 

ou O-GlcNAc (vert). Les EGF-like chélateurs d'ions calciques sont représentés en noir. Des O-
GalNAc peuvent se fixer dans la partie proche de la membrane plasmique et réguler le troisième 

clivage par la γ-sécrétase. GalNAc, N-Acétylgalactosamine ; GlcNAc, N-Acétylglucosamine ; LBD, 

Ligand binding domain ; LNR, Lin12/Notch repeat (Adapté de Takeuchi et Haltiwanger, 2014). 
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 a) La famille des récepteurs Notch 

 Chez les Mammifères, il existe quatre récepteurs Notch différents (Notch 1 à 4), tandis 

que la drosophile n’en possède qu’un seul et que le nématode C. elegans en compte deux (lin-

12 et gpl-1) (Maine et al., 1995). Les recherches menées sur ces organismes ont permis de 

faire la lumière sur les mécanismes de la voie de signalisation de Notch et ses diverses 

implications. Le gène Notch code une protéine transmembranaire composée dans sa partie 

extracellulaire (i) de 36 répétitions « EGF-like » dont certaines sont impliquées dans les 

interactions avec le ligand ; (ii) de trois répétitions juxtamembranaires LN (Lin-12-Notch) 

modulant les interactions entre la région extracellulaire NECD (Notch extracellular domain) 

et les domaines intracellulaires (Wharton et al., 1985) (Figure 13). La partie intracellulaire 

du récepteur Notch inclut sept répétitions ankyrine accompagnées d'une séquence de 

localisation nucléaire, d’un domaine PEST (Proline, Glutamate, Serine, Thréonine-rich) et 

d’un domaine de transactivation. Les récepteurs Notch 3 et 4 possèdent moins de répétitions 

« EGF-like » et ne présentent pas de domaine de transactivation (Fleming, 1998 ; Lubman et 

al., 2004). A la surface cellulaire, Notch est présent sous la forme d’un hétérodimère, formé 

grâce à un clivage ayant lieu au niveau de l'appareil de Golgi, qui lie de façon non-covalente 

le NECD et le NICD grâce à une région d’hétérodimérisation (HD) (Gordon et al., 2007). 

 Les récepteurs Notch ont la capacité d’être glycosylés et notamment par l'ajout de O-

fucose, O-glucose, O-GlcNAc ou O-xylose lors de leur passage par le réticulum 

endoplasmique et l'appareil de Golgi (Takeuchi et Haltiwanger, 2014) (Figure 14). Les O-

fucoses sont ajoutés sur des résidus sérine et thréonine par les enzymes POFUT. Ils peuvent 

être allongés par des GlcNAc, addition assurée par les protéines O-fucosyl 3-β-N-

acétylglucosaminyltransférase (LFNG) ou Fringe qui sont au nombre de trois chez les 

Vertébrés (Lunatic Fringe, Radical Fringe et Manic Fringe) (Moloney et al., 2000). Ces 

modifications provoquées par les enzymes Fringe ont des conséquences sur la liaison des 

ligands aux récepteurs Notch : Lunatic et Manic Fringe favorisent l’interaction avec les 

ligands Delta-like et réduisent celle avec Jagged (Brückner et al., 2000). De la même façon, 

Radical Fringe permet la fixation des ligands Jagged et Delta-like (Xu et al., 2007). Les 

GlcNAc sont aussi transférés sur les récepteurs Notch grâce à l’enzyme EOGT (EGF domain 

specific O-linked N-acetylglucosamine transferase). Une étude récente a montré que les O-

GlcNAc transférés sur le récepteur sont nécessaires seulement à la liaison des ligands Delta-

like, et non à celle des ligands Jagged (Sawaguchi et al., 2017).  
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Figure 15 : Domaines structuraux des ligands canoniques de Notch.  
 

Les domaines extracellulaires des ligands canoniques sont caractérisés par la présence d’un domaine 

N-terminal suivi par un domaine DSL et de multiples répétitions EGF-like. Le domaine DSL 

accompagné du domaine NT et des deux premiers EGF-like (pouvant contenir le motif DOS) sont 
nécessaires pour la liaison au récepteur Notch. Les ligands Serrate/Jagged contiennent une région riche 

en cystéines contrairement aux ligands Delta-like. La partie extracellulaire de certains ligands présente 

un motif carboxy-terminal PDZL ayant une action indépendante de la voie Notch. DOS, Delta and 
OSM-11-like proteins ; DSL, Delta/Serrate/LAG-2 ; EGF, Epidermal Growth Factor ; NT, N-

terminal ; PDZL, PSD-95/Dlg/ZO-1-ligand (Adapté de D’Souza et al., 2010). 
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b) Caractéristiques structurales des ligands 

 La majeure partie des ligands de Notch appartient à la famille des ligands DSL, 

caractérisés par la présence de domaine DSL (Delta, Sarrate et Lag 2) (Henderson et al., 

1994). Chez les mammifères, les ligands DSL sont divisés en deux classes : les ligands 

« Delta-like » (Dll1, Dll3 et Dll4) et les ligands « Serrate ou Jagged-like » (Jagged 1 et Jagged 

2). Cette distinction est fondée sur leur homologie de séquence avec les ligands Delta et 

Serrate de la drosophile (Cordle et al., 2008) (Figure 15). Les ligands DSL sont des protéines 

transmembranaires de type I qui partagent une partie extracellulaire semblable comprenant un 

domaine N-terminal suivi du domaine DSL et de multiples répétitions « EGF-like ». Des 

mutations au sein du domaine DSL sont associées à une perte de l’activation de la voie de 

Notch chez les Vertébrés et Invertébrés (Henderson et al., 1997).  

 En plus de ce domaine DSL, un domaine conservé appelé DOS (Delta and OSM-11-

like proteins) a été identifié dans les deux premiers EGF-like, le motif DOS coopère avec le 

domaine DSL (Komatsu et al., 2008). Des études de mutagenèse dirigée indiquent que le 

domaine DOS intervient dans la liaison du ligand à son récepteur (Shimizu et al., 1999 ; 

Cordle et al., 2008). Le domaine N-terminal est un domaine partagé par les ligands du 

récepteur Notch. Il peut être subdivisé en deux régions distinctes suivant le contenu en 

cystéines : la partie N1 est riche en cystéines tandis que la partie N2 n’en contient pas. En 

dépit de cette organisation générale commune, des différences structurales existent entre les 

ligands canoniques de Notch. Par exemple, le nombre de répétitions « EGF-like » varie, Dll 1 

en compte cinq tandis que Jagged 1 en contient sept (Fleming, 1998). 

 Les parties intracellulaires des ligands canoniques de Notch présentent une plus faible 

homologie (Pintar et al., 2007). A l’exception du ligand Dll 3, ils contiennent de multiples 

résidus lysine, potentiellement modifiables par les ubiquitine-ligases E3 (Deblandre et al., 

2001). 

2) Activation de la voie canonique de Notch 

  a) Interactions ligands-récepteurs 

 Des analyses structurales du complexe récepteur-ligand ont révélé une liaison 

antiparallèle entre Notch 1 et Dll 4 (Luca et al., 2015). Une étude récente menée sur le 

complexe Notch 1-Jagged 1, a montré que cette interaction a lieu au niveau des EGF-like 8 à 
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Figure 16 : Voie canonique de Notch. 
 

Le récepteur Notch subit un premier clivage (S1) par la furine au niveau de l’appareil de Golgi. Il 

permet l'hétérodimérisation du récepteur. Lorsqu’un ligand Delta-like ou Jagged se lie à Notch 1, le 
récepteur est à nouveau clivé (clivage S2) par une métalloprotéase ADAM ou TACE et le NICD est 

libéré dans le cytoplasme grâce au clivage S3 par la γ-sécrétase puis est transloqué dans le noyau. Le 

NICD favorise le déplacement d’un complexe, constitué des protéines HDAC, SMRT, SPEN et N-

CoR, répresseur de la transcription des gènes cibles de la voie. Des co-activateurs (MAML, p300, 
HAT) viennent se fixer au complexe NICD-RBP-Jκ, l’expression des gènes cibles est alors possible. 

Le NICD peut être ubiquitinylé et reconnu par le protéasome pour dégradation. ADAM, A-

Disintegrin-And-Metalloproteinase ; CDK, Cyclin-dependant kinase ; CoA, Co-Activateur ; DLL, 
Delta-like ; FBW7, F-box and WD repeat domain containing 7 ; HAT, Histone Acétyltransférase ; 

HDAC, Histone désacétylase ; JAG, Jagged ; MAML, Mastermind-like ; N-Cor, nuclear receptor co-

repressor ; RBP-Jκ, Recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region ; RE, 
reticulum endoplasmique ; SMRT, Silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors ; 

SPEN, Split-ends ; TACE, TNFα converting enzyme (Adapté de Lee et al., 2015).  
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12 de Notch 1 d'une part, et des domaines C2, DSL et EGF-like 1 à 3 de Jagged 1 d'autre part. 

De plus, Jagged 1 change de conformation au contact du récepteur (Luca et al., 2017).  

 Dans de nombreuses cellules, ligands et récepteurs sont exprimés simultanément. Dans 

le cadre de la voie de Notch, les cellules sont à la fois émettrices et réceptrices du signal. Le 

mode d’interaction le plus courant entre le ligand et le récepteur Notch est l’interaction en 

trans, entre deux cellules voisines, elle conduit à l’activation du récepteur. En revanche, 

l’interaction entre un récepteur Notch et un ligand sur la même cellule entraîne une inhibition 

de la cascade de signalisation, via un processus d’inhibition en cis (Glittenberg et al., 2006). 

Néanmoins, cette inhibition paraît être essentielle au maintien de la polarité cellulaire (Becam 

et al., 2010).  La compétition entre l’activation en trans et l’inhibition en cis révèle la capacité 

du ligand à activer ou inhiber la voie de Notch. Le passage d’un état d’activation à celui 

d’inhibition est dépendant d'une forte proportion de ligands-cis et de récepteurs mais aussi 

d'une faible quantité de ligands-trans (Sprinzak et al., 2010). 

b) Clivages protéolytiques du récepteur Notch 

 L'interaction du ligand avec le récepteur entraîne deux clivages protéolytiques 

successifs du récepteur Notch : le premier, extracellulaire, par les métalloprotéinases ADAM 

ou TACE, appelé le clivage S2 suivi d'un second, intracellulaire, par le complexe γ-sécrétase 

appelé le clivage S3 (Logeat et al., 1998 ; Brou et al., 2000) (Figure 16). Ces clivages sont 

essentiels dans le processus d'activation du récepteur. La fixation du ligand modifie certaines 

structures du domaine NRR (Negative regulatory region) grâce à l’application de forces 

mécaniques, rendant ainsi accessibles les sites de clivage par les métalloprotéinases ADAM et 

permettant l’endocytose du ligand (Gordon et al., 2015). Le devenir du domaine 

extracellulaire commence à être compris. Chez la drosophile, la partie extracellulaire du 

récepteur est trans-endocyté dans la cellule portant le ligand et sera finalement dégradé dans 

les lysosomes de cette même cellule (Hansson et al., 2010).  

c) Mécanisme de la régulation transcriptionnelle par Notch 

 L’interaction en trans du récepteur Notch avec son ligand entraîne la translocation du 

NICD de la membrane plasmique au noyau grâce à son peptide signal de localisation 

nucléaire (NLS). Dans le noyau, le NICD s’associe avec le complexe CSL (CBF-1 appelé 

aussi RBPJ, Suppressor of Hairless, Lag-1) et recrute des co-activateurs tels que la protéine 

Mastermind-like (MAML) et l’histone acétyltransférase p300 responsables de l’activation de 
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Tableau 5 : Rôles de Notch lors de la myogenèse ante et post-natale (Adapté de Koch et 

al., 2013) 

 

 

Principales étapes 

du développement 

myogénique 

Lieu d'expression 

de Notch 
Rôle de Notch 

Gènes et 

processus 

régulés 

Somitogenèse 
Mésoderme pré-

somitique 

Formation des 

somites à l'origine du 

tissu musculaire 

squelettique 

Oscillations 

 « Clock and 

wavefront » 

Myogenèse 

embryonnaire 
Dermomyotome 

Détermination et 

prolifération des 

précurseurs 

embryonnaires 

Pax3 et 

Pax7activés, 

MRF inhibés 

Myogenèse fœtale 
Progéniteurs 

musculaires 

Auto-

renouvellement des 

progéniteurs 

musculaires foetaux 

Pax7, Hes et Hey 

activés 

Myogenèse post-

natale 
Cellules satellites 

Maintien en 

quiescence des 

cellules satellites 

Pax7 et MyoD 

activés 
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la transcription des gènes cibles de la voie (Oswald et al., 2001). L’activation 

transcriptionnelle médiée par Notch est aussi régulée par la dégradation du NICD. Ce dernier 

peut être phosphorylé au niveau des motifs PEST et TAD (Transactivation domain) par la 

kinase CycC-CDK8 recrutée par la protéine MAML et ainsi être ubiquitinylé afin d’être 

dégradé par le protéasome (Fryer et al., 2004). En absence de NICD, des co-répresseurs sont 

recrutés, tels que KyoT2 et des histones désacétylases, afin de stopper l’activation 

transcriptionnelle médiée par le complexe CSL (Tanigushi et al., 1998) (Figure 16). 

d) Gènes cibles de la voie 

  Les gènes Hes et Hey représentent les cibles principales de la voie de signalisation de 

Notch. Hes et Hey sont les homologues mammaliens des gènes Hairy et Enhancer-of-split 

(E(spl)) de la drosophile. Hes et Hey codent des régulateurs de la transcription de la famille 

des facteurs bHLH agissant principalement comme répresseurs (Dawson et al., 1995). Chez la 

souris et le rat, il existe sept gènes Hes (Hes1 à 7) (Sasai et al., 1992) et trois gènes Hey 

(Hey1, 2 et L) (Leimeister et al., 1999). Les protéines Hes se fixent préférentiellement sur les 

séquences des boîtes N (CACNAG) des promoteurs des gènes cibles et peuvent également se 

lier aux boîtes E (CANNTG) (Ohsako et al., 1994 ; Jennings et al., 1999). Hes1, Hes5 et 

Hes7 peuvent être activés par le NICD (Ohtsuka et al., 1999), tandis que Hes2, Hes3 et Hes6 

(Nishimura et al., 1998 ; Koyano-Nakagawa et al., 2000) sont indépendants de la voie de 

Notch ; tous les membres de la famille Hey peuvent être activés par Notch (Leimeister et al., 

1999). La principale différence structurale entre les protéines Hes et Hey est l’absence du 

tétrapeptide WRPW au sein du complexe répresseur des protéines Hey. Ce tétrapeptide 

permet le recrutement du co-répresseur Groucho (Fisher et al., 1996).  

3) Rôles de Notch dans la myogenèse 

 La voie de Notch est impliquée à la fois durant la somitogenèse, le devenir des cellules 

satellites, la myogenèse post-natale ainsi que la régénération du muscle squelettique. 

L’activation de la voie de Notch concourt à la prolifération des cellules satellites, en revanche 

elle inhibe la différenciation myogénique.  

 Au cours de la somitogenèse chez la souris, Hes7, gène cible de la voie Notch, est 

exprimé de façon cyclique et contribue à la formation d’une paire de somites toutes les deux 

heures (Bessho et al., 2001) (Tableau 5 et figure 17). Le rôle de Notch 1 dans les cellules 

progénitrices musculaires a été longuement étudié. Lors de la myogenèse embryonnaire, un
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Figure 17 : Rôles de la voie Notch dans la vie embryonnaire et post-natale de la souris. (A) Formation cyclique des somites chez l’embryon. Notch est 
impliqué lors de la somitogenèse en activant l’expression du gène Hes7 (expérience d’hybridation in situ montrée sur la photographie de l’embryon, la flèche 

indique l’expression de Hes7 au niveau d’un somite). (B) Myogenèse embryonnaire et détermination des progéniteurs musculaires. Les cellules du 

dermomyotome qui expriment Pax3 dérivent en progéniteurs musculaires grâce à l’activation de la voie Notch. (C) Activation des cellules satellites lors de la 

croissance et de la régénération du muscle squelettique. Lorsque les cellules satellites reçoivent un stimulus pour la croissance ou la régénération, les 
ligands de Notch sont exprimés et la voie est activée, les cellules satellites sortent de leur état de quiescence pour proliférer. Lors de la différenciation et de la 

fusion, la voie Notch est à nouveau inactive. Enfin, son activation diminue en même temps que la capacité régénératrice du muscle avec l’âge. (Adapté de 

Mayeuf et Relaix, 2011). 
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progéniteur exprimant Pax3 peut aussi bien évoluer en cellule musculaire ou vasculaire, cette 

décision est contrôlée par Notch. Le clivage du récepteur Notch dans une cellule progénitrice 

Pax3+ permet d’obtenir une cellule de muscle lisse (Mayeuf-Louchart et al., 2014). La perte 

de la signalisation par Notch, due à un allèle Dll 1 hypomorphe ou à la perte du complexe 

protéique CSL, engendre une perte des progéniteurs Pax3+ ou Pax7+ (Schuster-Gossler et 

al., 2007).  

 Pendant la myogenèse post-natale, la signalisation par Notch 1 est essentielle pour le 

maintien des cellules satellites dans un état indifférencié (Bjornson et al., 2012). Un des 

ligands du récepteur Notch, Delta-1, est présent à la surface de la fibre et interagit avec les 

récepteurs présents à la surface de la cellule satellite (Conboy et Rando, 2002). Le clivage du 

NICD diminue l’expression de MyoD, augmente celle de Pax7 et favorise l'auto-

renouvellement des cellules satellites (Wen et al., 2012). L’inhibition de la voie de Notch 

engendre l’activation et la différenciation spontanée des cellules satellites (Mourikis et al., 

2012) (Tableau 5 et figure 17).  

 Dans les cellules C2C12, l'activation des récepteurs Notch 1 et 2 et du complexe CSL 

inhibe la différenciation myogénique et diminue l’expression des MRF MyoD et Myf5 

(Kopan et al., 1994). Il a d’abord été considéré que Hes1 et Hey1 étaient les éléments clés de 

cette inhibition par leur hétérodimérisation avec le MRF MyoD. Cependant, des expériences 

de knockdown sur Hes1 ou Hey1 suggèrent que le mécanisme d’inhibition de la myogenèse 

par Notch fait intervenir de multiples acteurs. Des chercheurs américains ont identifié 82 

gènes exprimés lorsque des myoblastes de C2C12 sont mis en culture avec le ligand Dll 4 

(Buas et al., 2009). Plusieurs gènes et facteurs ont été identifiés comme régulateurs du 

devenir des cellules satellites et des myoblastes via une action sur la voie de Notch 1.  

 Les fonctions de Notch 1 lors de la fusion des myocytes ont aussi été récemment 

explorées in vivo par Bi et son équipe (Bi et al., 2016). Premièrement, ils ont généré un 

modèle de souris (MLC-N1ICD) dans lequel le gène codant la myosine (MLC, Myosin Light 

Chain) est exprimé de manière constitutive et l’activation de Notch est également constitutive. 

Ces souris présentent une masse musculaire amoindrie, des performances à l’effort médiocres 

et une létalité post-natale élevée. Les cellules satellites Pax7+ sont aussi retrouvées en plus 

grand nombre et la régénération musculaire est plus faible. Dans un second temps, des souris 

MCK-N1ICD ont été créées afin d’expliquer le rôle de Notch 1 dans la fusion secondaire, le 

NICD et la créatine kinase musculaire (MCK, Muscle Creatine Kinase) sont activés de 

manière constitutive. Ces souris possèdent ainsi une meilleure régénération musculaire que les 
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Figure 18 : Représentation schématique d’un complexe récepteur au TGFβ.  
 

La fixation du TGFβ sur le domaine de liaison extracellulaire du récepteur entraîne 
l’hétérodimérisation d’un récepteur de type I (en bleu) avec un récepteur de type II (en vert). Les 

domaines kinases de chaque récepteur se rapprochent alors pour permettre une transphosphorylation. 

La région GS riche en glycines et sérines est la cible de phosphorylation du récepteur de type I par le 
type II. La région GS est stabilisée grâce à la protéine de liaison FKBP12. FKBP12, 12 kDa FK-506 

binding protein ; GS, glycine-sérine ; P, phosphorylation ; TGF, transforming growth factor (Adapté 

de Yadin et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Voie du TGFβ/Smad.  
 
Un ligand de la famille du TGFβ vient se fixer, entraînant ainsi l’hétérodimérisation des récepteurs de 

type I et II. Le TGFβRII phosphoryle le domaine GS du TGFβRI afin de l’activer. Ce dernier active 

les R-Smads par phosphorylation au niveau du motif SSXS (Ser-Ser-X-Ser, X pour n’importe quel 
acide aminé). Les R-Smads forment alors un complexe avec Smad 4 pour être transloqués dans le 

noyau, se lier à des facteurs de transcription et des co-activateurs tels que p300/CBP. Cet ensemble se 

fixe au niveau des éléments de liaison des Smads (SBE) des gènes cibles pour finalement activer la 
transcription de ceux-ci. CBP, CREB-binding protein ; LDTF, Leanage-determining transcription 

factor ; R-Smad, Receptor-regulated Smad ; SARA, Smad anchor for receptor activation ; SBE, 

Smad-binding element ; TFGβ, Transforming growth factor ; TGFβRI et II, Transforming growth 

factor receptor I and II (Adapté de Singh et al., 2011). 
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souris WT après plusieurs blessures, ce qui indique que Notch 1 permet, potentiellement la 

régénération du muscle squelettique. Pour finir, ils ont regardé les effets de l’activation de 

Notch 1 sur les capacités régénératives de souris âgées et atteintes de dystrophies musculaires. 

Chez les souris MCK-N1ICD âgées, la régénération et les performances sont améliorées. Ceci 

s’explique par une augmentation de l’expression des ligands Dll 4 et Jagged 2 dans les 

myofibres qui à leur tour permettent une activation accrue de la voie Notch dans les cellules 

satellites voisines. L’activité du récepteur Notch est donc inversement corrélée à l’âge. La 

voie de Notch est modulée en cas de blessure mais elle peut aussi être activée lors de l’activité 

musculaire : la contraction du muscle active la voie, et au contraire une immobilisation 

prolongée conduit à une inactivation de Notch durant la période fœtale (Esteves de Lima et 

al., 2016). 

 

II- La voie du TGFβ/Smads 

1) Les protagonistes de la voie et leur mode d'action 

  a) Les récepteurs, structure et activation 

 Les génomes de Mammifères codent pour sept récepteurs de type I et cinq récepteurs 

de type II (Shi et Massagué, 2003). Les récepteurs TGFβ de type I et II (TGFβR I et II) 

présentent des structures similaires (Figure 18). Les récepteurs sont présents à la surface 

cellulaire sous forme de monomère, homodimère ou hétérodimère : la liaison du TGFβ au 

dimère de TGFβRII permet le recrutement du TGFβRI et ainsi l’assemblage d'un complexe 

récepteur hétérotétramérique (Franzén et al., 1993).  

 Le modèle général proposé pour l'activation des récepteurs au TGFβ est le suivant 

(Figure 19) : la liaison du ligand TGFβ induit l'activation d'un récepteur de type II qui 

phosphoryle un résidu sérine et/ou thréonine dans le domaine GS (Glycine, Sérine) 

juxtamembranaire d'un récepteur de type I, conférant par la même à ce dernier une 

conformation active (Wrana et al., 1994). La phosphorylation de ce domaine GS engendre 

celle des protéines Smads qui sont activées. Les kinases des récepteurs du TGFβ ont à 

l’origine été classées dans le groupe des kinases sérine/thréonine puisqu’elles phosphorylent 

des résidus sérine au sein des protéines Smads (Wrana et al., 1992). Cependant, il est apparu 
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que cette spécificité n’est pas absolue. En effet, le TGFβRII peut s’autophosphoryler sur des 

sérines, thréonines ou tyrosines (Lawler et al., 1997). 

b) Les ligands 

 La famille du TGFβ est constituée de 32 membres séparés en deux grandes sous-

familles : celle du TGFβ et celle des BMP (Bone Morphogenetic Protein). La sous-famille du 

TGFβ comprend les TGFβ 1, 2 et 3 ; les activines A et B ; Nodal ; la myostatine, connue aussi 

sous le nom de GDF8 (Growth and Differentiation Factor 8) et plusieurs autres membres. 

Généralement, les membres de cette première sous-famille sont actifs durant le 

développement embryonnaire et sont impliqués dans l’organogenèse, l’homéostasie tissulaire 

(Dünker et Krieglstein, 2000) et la régulation immunitaire (Li et al., 2006). Par exemple, 

GDF8 agit pendant le développement embryonnaire sur la régulation de l'expression de Pax7 

afin de déterminer la destinée et le nombre de progéniteurs musculaires (Brun et al., 2014). 

La sous-famille des BMP, comprenant plus d’une douzaine de membres, possède des 

propriétés aussi étendues que celles des TGFβ mais très souvent en opposition à celles-ci. 

 Du point de vue de leur structure, les ligands TGFβ ont deux caractéristiques 

communes : ils sont synthétisés sous la forme d’un grand précurseur appelé pré-proprotéine et 

qui comprend un peptide signal, un large prodomaine intervenant dans le repliement correct 

de la protéine et une région fonctionnelle (Dubois et al., 1995).  

 Deuxièmement, la partie mature des ligands TGFβ contient un « nœud » composé de 

six cystéines qui façonnerait la structure et stabiliserait la protéine ligand (Yadin et al., 2016). 

Les ligands TGFβ sont des homodimères dont les deux monomères sont reliés par un pont 

disulfure et s’assemblent pour obtenir une forme générale de papillon. 

c) Les protéines Smads : activation et transmission du signal 

 Il existe huit protéines Smads chez les Mammifères, cinq d’entre elles ont une fonction 

d’effecteur (Smad 1 à 3, Smad 5 et Smad 8) et sont appelées les R-Smads (Receptor-regulated 

Smads), tandis que les deux dernières sont inhibitrices (Smad 6 et 7) et se nomment les I-

Smads (Inhibitory Smads). Enfin, Smad 4 est appelée Co-Smad (Common Smad). Les 

protéines Smad 1, 2, 3, 5 et 8 servent de substrats à Smad 4 (Heldin et al., 1997). Smad 2 et 

Smad 3 sont phosphorylées par les récepteurs de type I de la sous-famille des ligands TGFβ, 
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Figure 20 : Régulation de la voie du TGFβ par l'association des I-Smads avec les 

récepteurs de type I. 

(A) Inhibition du TGFβRI par compétition des I-Smads (Smad 7) avec les R-Smads. (B) Les 

protéines Smurf accompagnées d'autres ubiquitine ligases recrutées par Smad 7 permettent d'adresser 

les récepteurs au protéasome pour leur dégradation. (C) La formation d'un complexe de 

déphosphorylation recruté par Smad 6 provoque la déphosphorylation du TGFβRI. MH, SIK, Salt-

inducible kinase (Adapté de Miyazawa et Miyazono, 2017).  
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alors que Smad 1, Smad 5 et Smad 8 sont en priorité phosphorylées par les récepteurs de type 

I des ligands BMP (Shi et Massagué, 2003). 

 Une fois phosphorylés, les récepteurs ciblent deux résidus sérine de la région C-

terminale des R-Smads, générant ainsi un fragment acide qui participe à l’oligomérisation 

entre une R-Smad et Smad 4, essentielle pour activer la transcription des gènes cibles (Wu et 

al., 2001). D’autres facteurs sont à l’origine de la spécificité d’activation des protéines Smad 

1/5 d’une part et de Smad 2/3 d’autre part. Ces facteurs de transcription, activés par les Smads 

déterminent l’engagement et la différenciation cellulaire et sont nommés les LDTF (Lineage-

Determining Transcription Factor) (Mullen et al., 2011). Néanmoins, les Smads peuvent se 

lier à d’autres facteurs que les LDTF, appelés les SDTF (Signal-Driven Transcription Factor). 

En partenariat avec ces derniers, les Smads contrôlent divers processus tels que la progression 

dans le cycle cellulaire (Qing et al., 2000). 

2) Régulation de la voie TGFβ/Smads 

 Le premier palier de régulation a lieu au niveau du ligand. Le TGFβ reste lié à son 

prodomaine, formant ainsi un complexe latent ne pouvant pas se fixer au récepteur. Ce 

complexe peut demeurer dans l’environnement extracellulaire (Ge et Greenspan, 2006). Il en 

est de même pour les FDG7 à 11 et BMP9 (Harrison et al., 2011).  

 Concernant les récepteurs, l’enzyme peptidyl-prolyl cis-trans isomérase (FKBP12) 

verrouille les récepteurs de type I dans un état basal, ils conservent donc leur conformation 

inactive (Wang et al., 1996). Smad 6 et Smad 7 sont des protéines inhibitrices agissant sur la 

phosphorylation ou l’oligomérisation des Smads en aval des récepteurs. Smad 6 se lie à Smad 

4, empêchant son hétérodimérisation avec Smad 2 (Imamura et al., 1997). Smad 7 recrute 

l’ubiquitine ligase Smurf2 afin d’envoyer le récepteur au protéasome pour sa dégradation 

(Kavsak et al., 2000) (Figure 20).  

 Enfin, la phosphorylation des R-Smads est régulée par des protéines endosomales et 

par l’endofine qui servent d’adaptateurs à la phosphorylation des Smads (Chen et al., 2007). 

Une fois dans le noyau, les R-Smads peuvent subir une déphosphorylation au niveau de leur 

extrémité C-terminale et contribuer ainsi au recyclage des Smads.  
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3) Rôles dans la régénération du muscle squelettique 

 Les blessures musculaires initient une série d’évènements finement régulés et qui 

aboutissent à une réparation efficace du tissu endommagé. Parmi ceux-ci, la voie du TGFβ est 

impliquée dans l’activation des cellules satellites. 

 Les membres de la famille des TFGβ sont impliqués dans la régulation de la 

différenciation myogénique et sont présentés comme des inhibiteurs potentiels de ce 

phénomène. L’ajout de TGFβ exogène à des myoblastes de rat prévient la différenciation, la 

fusion et la formation des myotubes (Yablonka-Reuveni et Rivera, 1997). Le ligand TFGβ1 

augmente la prolifération des myoblastes de la lignée C2C12 via Smad 2. De plus, le TGFβ 

stimule la prolifération grâce à une modification de la localisation cellulaire de la protéine 

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), qui devient alors nucléaire, entraînant ainsi une 

augmentation de la division cellulaire et le maintien des cellules dans le cycle cellulaire 

(Schabort et al., 2009). 

 Le TGFβ régule négativement la différenciation myoblastique en diminuant 

l’expression protéique de la myogénine (Brennan et al., 1991). Les évènements menant à la 

diminution de l’expression des MRF et à l’inhibition de la différenciation et de la fusion sont 

en partie en lien avec la répression transcriptionnelle médiée par Smad 2/3. En effet, Smad 3 

interagit avec le domaine bHLH de MyoD, prévenant ainsi la dimérisation de ce MRF et donc 

sa liaison à l’ADN (Liu et al., 2001). Smad 3 a aussi la capacité de se lier à MEF2 pour 

empêcher son association avec le dimère MyoD/E-47 et par conséquent l’expression de la 

myogénine (Liu et al., 2004).  

 

III- La voie PI3K/Akt/mTOR 

 Les phosphoinositide-3-kinases (PI3K) et leurs effecteurs Akt et mTOR sont les 

principaux constituants de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR régulant les processus 

prolifératif et métabolique de la cellule. Les rôles directs des PI3K peuvent être divisés, d’une 

part les PI3K des classes I et II se chargent préférentiellement des fonctions de signalisations 

cellulaires, d’autre part celles des classes II et III du trafic cellulaire. 
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Tableau 6 : Structures et sous-unités régulatrices des trois classes de PI3K. 

 
ABD, Adaptor binding domain ; BH, Breakpoint-cluster region homology domain ; CB, Clathrin binding ; HEAT, Huntungtin, Elongation factor 3, protein 

phosphatase A, TOR1 ; PX, Phox homology ; RBD, Ras-binding domain ; SH2, Src homology 2 domain ; SH3, Src homology 3 domain ; WD, Tryptophan-

aspartic acid (Adapté de Jean et Kiger, 2014). 
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 1) Les acteurs de la voie 

  a) Les phosphoinositide 3-kinases 

 La famille des PI3K est présente seulement chez les Eucaryotes (Brown et Auger, 

2011). Tous les représentants des trois classes ajoutent un phosphate d’une molécule d’ATP 

sur le carbone 3 de la partie inositol d’un phosphatidylinositol afin de générer un 

phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate. L’ensemble des PI3K présente une structure 

caractéristique qui consiste en l’assemblage d’un domaine C2, d’un domaine en hélice α et 

enfin d’un domaine catalytique kinasique (Stoyanov et al., 1995). La classification des PI3K 

en trois classes (I, II et III) est principalement fondée sur la présence de domaines protéiques 

supplémentaires et sur leurs interactions avec des sous-unités régulatrices (Tableau 6). 

b) La sérine/thréonine kinase Akt ou PBK 

 La kinase Akt/PBK (Protein Kinase B) occupe une place centrale en tant qu’effecteur 

majeur de la voie de la PI3K et régule donc des fonctions cellulaires clés telles que la 

progression dans le cycle cellulaire, la prolifération et la survie.  

 Akt est présente en trois isoformes : Akt1 ou PKBα, Akt2 ou PKBβ et Akt3 ou PKBγ, 

codées chacune par trois gènes distincts localisés sur trois chromosomes différents. Avec plus 

de 80% d’homologie de séquence, les isoformes d’Akt partagent une architecture commune 

consistant en un domaine catalytique entouré d’un domaine PH (Pleckstrin Homology) et 

d’un domaine régulateur carboxy-terminal (Calleja et al., 2012) (Figure 21).  Les interactions 

intramoléculaires du domaine PH avec la région kinase sont essentielles pour le maintien 

d’Akt dans un état inactif. Entre ces deux domaines se trouve une petite région de liaison en 

hélice α. Des phosphorylations au sein de sa région kinase et de son domaine hydrophobe 

stabilisent Akt et la protègent de la dégradation, elles ont été définies comme l’étape initiale 

de l’activation d’Akt (Chan et Tsichlis, 2001). 

c) Les complexes mTOR 

 Chez les Mammifères, la voie de signalisation mTOR (mammalian target of 

rapamycin) est contrôlée par deux larges complexes mTORC1 et mTORC2 qui diffèrent par 

leurs sous-unités régulatrices respectives. Ces sous-unités affectent la localisation, la 

spécificité et l’activité du substrat en réponse aux diverses conditions environnementales. 
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Figure 21 : Structures des isoformes d’Akt. 
 

Toutes les formes d’Akt possèdent un domaine catalytique kinasique (Kinase) entouré de part et 

d’autre d’un domaine PH (domaine de liaison à la membrane plasmique) et d’une région régulatrice 

carboxy-terminale (Reg). Les sites de phosphorylation (triangles rouge) se situent dans la boucle du 
domaine kinase, dans le domaine régulateur ainsi qu’au sein de la région hydrophobe (MH). α, région 

de liaison en hélice α ; MH, Motif hydrophobe ; PH, Pleckstrin homology ; Reg, domaine 

régulateur ; S, Sérine ; T, Thréonine (Adapté de Toker et Marmiroli, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Domaines de mTOR et interactions avec mTORC1 (A) et mTORC2 (B).  
La protéine mTOR (en bleu) est formée des domaines HEAT, FAT, FRB, FATC et d’un domaine 
kinase. RAPTOR/RICTOR et mLST8 activent mTOR, tandis que DEPTOR possède une action 

inhibitrice sur les complexes. mSin1 et PROTOR agissent comme régulateurs négatifs de mTORC2. 

La rapamycine peut inhiber mTOCR1. ATM, ataxia-telengiectasia mutated ; DEPTOR, DEP domain-

containing mTOR-interacting protein ; FAT, FKBP/ATM/TRRAP; FATC, 
FRAP/ATM/TRRAP/Carboxy terminal; FKBP, FK-506-binding protein-12; FRAP, FKBP-rapamycin 

associated protein; FRB, FKBP, rapamycin-binding; HEAT, Huntingtin/Elongation factor 3/A 

subunit of protein phosphatase-2A/TOR1; mLST8, mammalian lethal with SEC13 protein 8; mSin1, 
mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1; mTOR, mechanistic target of 

rapamycin; mTORC1, mTOR complex 1; mTORC2, mTOR complex 2; PRAS40, prolin-rich Akt 

substrate 1 40 kDa; PROTOR, protein observed with Rictor; RAPTOR, regulatory-associated protein 
of TOR; RICTOR, rapamycin-insensitive companion of TOR; TRRAP, transactivation/transformation 

domain-associated protein (Adapté de Martelli et al., 2018). 
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 La protéine mTOR de 289 kDa, est considérée comme la sous-unité catalytique des 

complexes précédemment cités. Sa région catalytique est une kinase PIKK (PI3K related 

protein kinase). La partie N-terminale de cette kinase est constituée d’une répétition d’hélices 

(Figure 22). Adjacent au domaine catalytique, le domaine FAT (FKBP/ATM/TRRAP) en 

hélices α est essentiel dans l’intégrité structurale et l’activité de mTOR (Bosotti et al., 2000). 

RAPTOR (Regulatory-associated protein of TOR) est la protéine d’interaction du complexe 

mTORC1 avec mTOR, et RICTOR (Rapamycin-insensitive companion of TOR) celle du 

complexe mTORC2. RAPTOR et RICTOR sont indispensables à la mise en place de ces 

complexes (Hara et al., 2002).  

2) Mécanismes d'activation de la voie 

 Grâce à l'activation des récepteurs à activité tyrosine kinase par divers facteurs de 

croissance tels que l'insuline, la PI3K phosphoryle l'inositol d’un phosphoinositide. En retour, 

un phosphatidylinositol triphosphate est généré et va se lier au domaine PH de la protéine 

Akt. Cette liaison permet une relocalisation de Akt du cytoplasme à la membrane plasmique, 

un changement conformationnel et ainsi la phosphorylation d'Akt sur la Thr308 et la Ser473 

(Andjelkovic et al., 1997). Une fois Akt activée, elle va phosphoryler la protéine TSC2 

(Tuberous Sclerosis Complex 2), protéine à activité GTPase qui fonctionne en association 

avec TSC1 afin d'activer mTORC1 (Tee et al., 2003 ; Inoki et al., 2002). mTORC1 activé 

contrôle différentes fonctions anaboliques cellulaires à travers la phosphorylation de la kinase 

p70S6K1 et du facteur initiateur de la transcription 4E-BP1 (Bilanges et al., 2007). Les cibles 

géniques de mTORC1 sont pour la plupart impliquées dans la survie et la prolifération. 

3) Implications dans la myogenèse 

 Une perte de poids ou un exercice intense peuvent entraîner l’activation de la voie 

PI3K/Akt grâce à l’expression directe de l’IGF-1 par le muscle (DeVol et al., 1990). 

L’activation de cette voie aboutit à l’activation de la transcription des MRF MyoD et MyoG. 

Cette augmentation d’IGF-1 est également suffisante pour induire l’hypertrophie du muscle, 

comme le montrent des expériences sur des souris transgéniques dans lesquelles Igf1 est 

surexprimé dans le muscle squelettique (Musaro et al., 2001). Un mutant murin exprimant de 

manière constitutive le gène codant Akt présente une hypertrophie du muscle squelettique 

(Lai et al., 2004). De la même façon, une activation accrue d’Akt durant deux à trois 

semaines suffit pour induire un doublement de la taille des muscles squelettiques causé par 
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Figure 23 : Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR et myogenèse. 
 
Les récepteurs tyrosine kinase membranaires sont activés par la liaison d’un facteur de croissance. La 

PI3K est alors activée, ce qui engendre l’activation de Akt qui peut inhiber MAFbx et MuRF1 jouant 
un rôle dans la dégradation des protéines musculaires. Akt active également le complexe mTORC1 

qui agit sur la phosphorylation de la kinase p70S6K et le facteur de transcription eIF4F dans le but 

d’activer la transcription des MRF MyoD et MyoG. IGF-1, Insulin-like growth factor ; mTORC1, 
mTOR complex 1 ; MAFbx, Muscle atrophy F-box ; MuRF1, Muscle ring finger 1 ; PDK, Protéine 

kinase D ; RTK, Récepteur tyrosine kinase (Adapté de Hauerslev et al., 2014). 
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une augmentation de la voie de synthèse protéique mTORC1/p70S6K (Pallafacchina et al., 

2002). Akt inhibe la dégradation protéique en empêchant la transcription des facteurs FOXO. 

Ceux-ci sont nécessaires à la régulation transcriptionnelle des protéines MAFbx (Muscle 

Atrophy F-box) et MuRF1 (Muscle Ring Finger 1), impliquées dans l’ubiquitylation et la 

dégradation via le protéasome de la myosine et d’autres protéines musculaires (Li et al., 

2007) (Figure 23). 

 Appliquée sur des myotubes en culture, la rapamycine (agent pharmacologique 

inhibiteur de mTOR) atténue la prolifération, la survie, la différenciation et l’hypertrophie. 

Ceci indique que la protéine mTOR participe au programme de développement musculaire à 

différents niveaux (Ohanna et al., 2005).  

 La régénération musculaire n’est pas seulement activée par des facteurs de croissance 

qui peuvent avoir des effets négatifs tels qu’une dérégulation de l’homéostasie, elle peut 

également être activée en présence de certains métaux comme le zinc. En effet, la 

différenciation myogénique de cellules C2C12 peut être induite en présence de concentrations 

croissantes en Zn2+ qui stimule la prolifération des myoblastes, leur différenciation et enfin la 

maturation des fibres. Ce processus a lieu via la voie PI3K/Akt grâce à une activation du 

transporteur du zinc, la protéine Zip7. En effet, une altération de ce transporteur génère une 

réduction d’activité de la voie PI3K/Akt ainsi qu’une réduction des myofibres 

(Mnatsakanyan et al., 2018). 
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Figure 24 : Exemples de N et O-glycanes chez les Mammifères. 

Des exemples de N-glycanes complexes possédant différents degrés d'antennage sont présentés. 

Parmi les O-glycanes, des glycanes complexes contiennent les « cores » 1 à 4 (encadrés rouge) 

pouvant être allongés par des fucoses, des acides sialiques liés en α2,3 ou α2,6, des N-

acétylglucosamines et N-acétylgalactosamines. Des structures O-mannose, O-fucose et O-glucose 
sont également représentées. Le type de liaison est précisé par la configuration anomérique (α ou β) 

du sucre donneur suivie de la position (1 à 6) sur le glycane accepteur (Adapté de Marth et Grewal, 

2008). 

 

 

Figure 25 : Liaisons sucre-protéine dans le cadre des N et O-glycosylations.  
 

(A) Dans le cas de la N-glycosylation, une N-acétylglucosamine est liée à un résidu asparagine 

(encadré en vert). (B) Pour la O-glycosylation, une N-acétylgalactosamine se lie à un résidu sérine 

(encadré en rose) ou thréonine. 
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Chapitre 3. LES GLYCOSYLATIONS, DES MODIFICATIONS POST-

TRADUCTIONNELLES FONDAMENTALES 

 

 Les glycosylations représentent les modifications post-traductionnelles les plus 

répandues et les plus nombreuses. Plus de 80% des protéines membranaires sont glycosylées. 

Elles se définissent comme des ajouts de glycanes sur les protéines ou les lipides et qui ont 

lieu lors de leur passage, après traduction pour les protéines, dans le réticulum endoplasmique 

et l'appareil de Golgi. Malgré la grande diversité structurale des glycanes, leurs mécanismes 

de synthèse et de régulation sont bien conservés chez les Mammifères (Ohtsubo et Marth, 

2006). Les glycanes possèdent des rôles variés, ils assurent par exemple la conformation et la 

stabilité des glycoprotéines destinées à être secrétées ou intégrées à la membrane plasmique. 

Ils facilitent les interactions entre protéines lors de l'adhésion cellulaire et de la différenciation 

(Varki, 1993 ; Ervasti et Campbell, 1993). Cette diversité résulte de l'existence de liaisons 

entre les composés monosaccharidiques et de leur arrangement au sein des N et O-glycanes 

pouvant contenir jusqu'à une centaine de monosaccharides (Figure 24). Les monosaccharides 

incluent les oses, les dérivés d’oses neutres, les osamines qui peuvent être acétylées, les acides 

uroniques et les acides sialiques. Neuf d'entre eux sont principalement utilisés lors des 

processus enzymatiques de glycosylation chez les Mammifères : le galactose, le glucose, le 

mannose, le fucose, le xylose, la glucosamine, la N-acétylglucosamine, la N-

acétylgalactosamine et l'acide N-acétyl neuraminique. Les monosaccharides sont associés les 

uns aux autres par liaison covalente, la liaison osidique, générée par des enzymes spécifiques. 

Ce type de liaison s’établit également pour greffer un glycane à une protéine (glycoprotéine) 

ou un lipide (glycolipide). Le transfert des monosaccharides sur une structure est catalysé par 

les glycosyltransférases. Les glycosidases catalysent la réaction inverse, l'hydrolyse des 

liaisons osidiques. 

Selon l’ancrage du glycane sur la glycoprotéine, on distingue deux types de glycosylation : la 

N et la O-glycosylation (Figure 25). La N-glycosylation se définit comme la liaison d'une 

GlcNAc sur le groupement amide d'une asparagine. La O-glycosylation correspond à la 

liaison d'une GalNAc ou de plusieurs autres oses sur l’hydroxyle d'une sérine ou d’une 

thréonine.  
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Figure 26 : Les huit noyaux O-glycaniques de type mucines. 

Le type de liaison liant les monosaccharides est précisé (Adapté de Jensen et al., 2010).  
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I- Les O-glycosylations  

 Les O-glycosylations sont des modifications post-traductionnelles toutes particulières 

pour trois raisons : il n'existe aucune séquence consensus pour ce type de réaction sur les 

protéines, hormis pour la O-fucosylation, la O-glucosylation, la O-GlcNAcylation sur les 

motifs EGF like ; aucune enzyme universelle ne permet de libérer les O-glycanes ; la densité 

de sites de O-glycosylation peut être très importante. La liaison O-glycosidique s‘effectue 

entre un résidu sérine ou thréonine et un glucose, un fucose, un mannose, un xylose ou des 

dérivés d’oses acétylés. 

 1) Principaux types de O-glycosylations 

  a) O-glycosylation de type mucine 

 Ce type de glycosylation est présent dans de nombreuses glycoprotéines membranaires 

comme par exemple les mucines. Ce sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire 

retrouvées dans les membranes des muqueuses. Ces glycosylations sont caractérisées par le 

transfert d'un GalNAc d'un UDP-GalNAc sur une sérine ou une thréonine et sont catalysées 

par les enzymes N-acétyl-α-D-galactosaminyltransférases (GALNT) dans l'appareil de Golgi 

(Hanisch, 2001). Ces enzymes, bien conservées à travers les espèces, ont des expressions 

tissu-spécifiques, modulables à travers le temps (Schwientek et al., 2002). Il existe 

actuellement 20 gènes différents de GALNT chez l’humain selon la base de données HGNC 

(HUGO Gene Nomenclature Committee). Ces gènes appartiennent à la famille de 

glycosyltransférases n°27 de la classification CAZy (Carbohydrate Active enZYmes). Cette 

dernière distingue les différentes familles d’enzymes impliquées dans la synthèse, la 

dégradation et les modifications des liaisons glycosidiques.   

 Les monosaccharides portés par le résidu GalNAc peuvent être sialylés, fucosylés, 

acétylés ou méthylés. Les O-glycanes de type mucine sont construits à partir de huit types de 

« cores » ou noyaux qui représentent le point d'ancrage à la protéine (Figure 26). 

Généralement, les noyaux 1 et 2 sont présents dans l'espèce humaine. Les glycanes possédant 

un noyau 1 sont très régulièrement simplement sialylés, tandis que ceux possédant un noyau 2 

sont de structure plus complexe en raison d’un allongement par greffage d’oses (Jensen et al., 

2010). Des altérations des O-glycosylations de type mucine entraînent divers effets chez 

l'animal : défauts du développement, maladies du système sanguin, etc... (Zhang et Ten 

Hagen, 2011). 
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Figure 27 : Représentation schématique des différents types de glycosaminoglycanes et 

des disaccharides les constituant. 

(A) Les principaux glycosaminoglycanes sont attachés à un résidu sérine d’une protéine cœur 

membranaire. L'acide hyaluronique est non fixé à une protéine et est composé du disaccharide répété 

acide glucuronique et N-acétylglucosamine. (B) Les glycosaminoglycanes sont constitués d’unités 
disaccharidiques répétées d’acides glucuroniques ou iduroniques et d’hexosamines N-acétylées 

(glucosamine ou galactosamine) plus ou moins sulfatées. Les kératanes-sulfates (non représentés sur 

la figure) sont constitués du motif répété suivant : un galactose plus ou moins sulfaté lié à une 
glucosamine sulfatée ou non. Cette chaîne se termine par un acide sialique (Gandhi et Mancera, 

2008 ; chemistry.tutorvista.com). 
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b) O-glycosylation de type O-GlcNAc  

 Elle se définit comme la liaison d'un résidu GlcNAc sur un résidu sérine ou thréonine 

de protéines cytosoliques ou nucléaires. Elle est catalysée par l’enzyme O-linked N-

acetylglucosamine transférase (OGT). Ce type de glycosylation est impliqué dans la 

régulation de l'expression génique (Sinclair et al., 2009) et celle du métabolisme cellulaire 

(Issad et al., 2010). La particularité de cette glycosylation réside dans le fait que le GlcNAc 

est l'unique constituant de la partie glucidique de ce type de glycoprotéine (Hart et al., 2007).  

  c) O-glycosylation de type protéoglycane 

 Les protéoglycanes sont des macromolécules glucidiques de la matrice extracellulaire 

et des lames basales utiles pour l'assemblage et le maintien de la matrice, et nécessaires pour 

la prolifération cellulaire, la différenciation ou la migration. Ils sont constitués de chaînes de 

glycosaminoglycanes (GAG), longues chaînes linéaires composées de disaccharides répétés, 

liées par une liaison O-β-glycosidique entre un xylose et un résidu sérine de la protéine cœur 

(Figure 27).  

 Selon la nature et le mode de fixation des disaccharides, les GAG appartiennent à cinq 

grandes familles : les chondroïtines-sulfates (CS), les héparanes-sulfates (HS), les kératanes-

sulfates (KS), les dermatanes-sulfates (DS) et l'acide hyaluronique. Les CS, DS et HS sont 

fixés à la protéine via le tétrasaccharide « Glcβ1,3Galβ1,3Galβ1,4Xylβ1-Ser/Thr » (Bourdon 

et al., 1985). Les KS sont liés à la protéine via un N ou un O-glycane de type O-GalNAc ou 

O-Man (Krusius et al., 1986). Les KS de type I (groupement sulfaté porté par le galactose) 

sont liés aux N-glycanes et les KS de type II et III (groupement sulfaté porté par le GlcNAc) 

le sont sur les O-glycanes. La spécificité des KS de type III réside dans la liaison sucre-

protéine qui se fait via l’intermédiaire d’un résidu mannose (Funderburgh et al., 2000). Les 

KS présentent aussi des ramifications sur la chaîne polysaccharidique. Par conséquent, 

certaines glucosamines peuvent être fucosylées et de l’acide sialique α2,3 lié est 

régulièrement retrouvé à l’extrémité des chaînes de KS (Gonzalez-Gil et al., 2018).   
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Figure 28 : Allongement séquentiel de O-glycanes présentant des motifs « EGF-like » 
 

(A) L'enzyme fucosyltransférase POFUT1 transfère un fucose sur un résidu sérine ou thréonine puis 
le O-glycane est allongé par divers sucres ajoutés par différentes glycosyltransférases. (B) Un O-

glucose est ajouté au niveau des résidus sérine des domaines EGF-like par une O-glucosyltransférase. 

Le glycane est allongé par la fixation de xyloses. CMP, Cytosine monophosphate ; GDP, Guanosine 

monophosphate ; Ser/Thr, Sérine/thréonine ; UDP, Uridine monophosphate (Adapté de Haines et 

Irvine, 2003).  
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2) La O-fucosylation 

 Deux enzymes fucosylent directement des protéines, elles sont appelées O-

fucosyltransférases 1 et 2 (POFUT1 et 2). Elles transfèrent un fucose sur un résidu sérine ou 

thréonine présent dans des séquences protéiques riches en cystéines. POFUT1 réalise la O-

fucosylation sur les répétitions EGF (Epidermal Growth Factor) au sein de la séquence 

consensus C2-X4-5-(S/T)-C3 (C2 et C3 correspondent aux deuxième et troisième cystéines du 

domaine EGF-like, X est n'importe quel acide aminé autre qu'une cystéine) (Harris et 

Spellman, 1993) (Figure 28). POFUT2 effectue la O-fucosylation sur les répétitions TSR 

(Thrombospondin type I repeats) contenant des résidus sérine/thréonine localisés dans les 

séquences C1-X-X-S/T-C2ou C2-X-X-S/T-C3 (Luo et al., 2006).  

 Actuellement, une centaine de protéines possédant des répétitions EGF sont 

susceptibles d'être O-fucosylées bien que peu d'entre elles ont été confirmées. Les récepteurs 

Notch sont parmi les substrats de POFUT1 les plus étudiés. La O-fucosylation des motifs 

EGF-like du récepteur Notch par l'enzyme POFUT1 favorise le clivage de sa partie 

intracellulaire, et l'expression des gènes cibles de la voie (Rampal et al., 2005). Les O-

fucosyl glycanes portés par Notch pourraient être sialylés en α2,6 par la sialyltransférase 

ST6Gal I. L'ajout d'un GlcNAc à un fucose porté par le récepteur Notch 1 par les O-fucosyl 3-

β-N-acétylglucosaminyltransférases Fringe permet la reconnaissance spécifique du ligand 

Delta (Xu et al., 2007). Malgré la cinquantaine de protéines identifiées, les connaissances sur 

la O-fucosylation des motifs TSR par POFUT2 sont très faibles. 

 3) La O-glucosylation 

 La O-glucosylation est une modification post-transcriptionnelle rare ayant lieu au 

niveau de répétitions EGF-like possédant la séquence consensus C1-X-S-X-P-C2 (Harris et 

Spellman, 1993). Le glucose O-lié est ajouté sur le résidu sérine entre les cystéines 1 et 2 de 

la séquence consensus (Figure 28). Ce glucose O-lié sur les EGF-like a d'abord été découvert 

dans les facteurs de coagulation bovins VII et IX puis a été trouvé sur plusieurs autres 

protéines dont des protéines de la coagulation et le récepteur Notch 1 des Mammifères. La 

protéine O-glucosyltranférase 1 (POGLUT1) est un exemple de O-glucosyltransférase qui 

ajoute un O-glucose aux répétitions EGF-like de Notch, régulant ainsi la structure, le transport 

du récepteur et la cascade de signalisation (Acar et al., 2008). 
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Figure 29 : Synthèse du « dolichol-P-P-GlcNAc2Man9Glc3 » et transfert à une protéine. 
 

Le dolichol phosphate est d'abord localisé sur la face cytoplasmique de la membrane du RE où un 

GlcNAc-1-P est fixé pour générer un Dol-P-P-GlcNAc. Ce dernier composé est allongé en Dol-P-P-
GlcNAc2Man5 qui est basculé au travers de la membrane du RE pour arriver dans la lumière. A ce 

niveau, quatre résidus mannose et trois résidus glucose sont ajoutés afin de synthétiser le produit Dol-

P-P-GlcNAc2-Man9-Glc3 qui est alors transféré sur un résidu asparagine de la séquence consensus N-

X-S/T d'une protéine grâce à l'enzyme oligosaccharyltransférase (OST). N, asparagine ; S, sérine ; T, 
thréonine (Adapté de Freeze et al., 2014).  

 

 

  



95 
 

 Il existe deux autres types de O-glycosylation assez peu représentés chez les 

Mammifères. La première est principalement portée par des protéines fibreuses et des 

collagènes de la matrice extracellulaire et consiste en la liaison d'un galactose sur une 

hydroxylysine (Song et Mechref, 2013). La seconde, nommée O-mannosylation, est présente 

surtout au niveau de l'α-dystroglycane, protéine impliquée dans de multiples dystrophies 

musculaires congénitales (Beltran-Valero de Bernabé et al., 2002). 

 

II- La N-glycosylation 

 La glycosylation sur des résidus asparagine constitue des modifications essentielles 

pour les protéines eucaryotes telles que les protéines sécrétées, la majorité des protéines 

membranaires et les protéines de la lumière du réticulum endoplasmique (RE), du Golgi, du 

noyau et des lysosomes. Les glycanes N-liés sont importants pour le repliement et la stabilité 

des glycoprotéines, leur contrôle qualité, leur trafic intracellulaire ainsi que leurs fonctions 

physiologiques. Les protéines non correctement repliées sont reconnues et sont ensuite 

dégradées. Chez les organismes métazoaires, l'oligosaccharyltransférase (OST) est l’enzyme 

clé des réactions de N-glycosylation puisqu’elle transfère l’oligosaccharide précurseur 

commun de tous les N-glycanes sur des résidus asparagine de la séquence consensus de N-

glycosylation (Mohorko et al., 1985).  

1) Biosynthèse des N-glycanes et extension des branches de N-glycanes complexes 

 Le dolichol-phosphate (Dol-P) est un substrat clé de la N-glycosylation des protéines, 

il est généralement synthétisé de novo et est recyclé dans le cytoplasme (Figure 29). La 

première étape de l'allongement du Dol-P démarre avec la liaison d'un GlcNAc-1-P pour 

former un « GlcNAc-P-P-Dol ». Cette étape a lieu sur la partie cytosolique du réticulum 

endoplasmique rugueux. Un second GlcNAc et cinq résidus mannose viennent ensuite 

s'ajouter, afin de former le « Man5GlcNAc2-P-P-Dol ». Une flippase permet d’orienter 

l’oligosaccaharide côté lumière du RE. Sur celui-ci, sont greffés successivement quatre 

mannoses puis trois glucoses. Ce nouveau composé est le « Glc3-Man9-GlcNAc2-P-P-Dol », 

précurseur commun à l'ensemble des N-glycanes. Ce dernier est alors greffé sur un résidu 

asparagine par le complexe OST composé d'une sous-unité catalytique et d'autres sous-unités 

accessoires (Kelleher and Gilmore, 1994). 
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Figure 30 : Synthèse et maturation des N-glycanes. 

Le « Glc3-Man9-GlcNAc2-P-P-Dol » est transféré sur un résidu asparagine d'une protéine dans le RE. 

Des glucosidases et mannosidases interviennent pour retirer des résidus glucose et mannose. Ces 

modifications déterminent la conservation ou la dégradation de la glycoprotéine. Pour la plupart des 

glycoprotéines, des résidus mannose supplémentaires sont enlevés dans le cis Golgi et des UDP-
GlcNAc sont ajoutés jusqu'à générer le « GlcNAc-Man5-GlcNAc2-Asn ». C'est dans le Golgi médian 

que la N-acétyl-glucosaminyltransférase I initie la formation de la première branche du N-glycane et 

qu'une mannosidase retire à nouveau deux résidus mannose pour créer un glycane bi-antenné. Dans le 
Golgi médian et le trans Golgi, ce N-glycane est allongé par l'ajout de fucoses, galactoses ou d'acides 

sialiques et devient alors un N-glycane complexe (Adapté de Kornfeld R et Kornfeld S, 1985). 
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La séquence consensus de N-glycosylation est N-X-S/T (N est l'asparagine, X représente 

n'importe quel acide aminé autre que la proline, S la sérine et T la thréonine). Cette nouvelle 

structure est alors modifiée par l'action de glucosidases et de mannosidases afin d'obtenir la 

structure « Man8-GlcNAc2-Asn-protéine ». La N-glycoprotéine est alors transportée dans le 

cis Golgi (Burda et Aebi, 1999). Cette nouvelle structure est alors modifiée par l’action de 

glucosidases I et II et de la mannosidase du REG afin d’obtenir la structure « Man8-GlcNAc2-

Asn-protéine ». La glucosidase I clive le premier glucose en α1,2 du glycane naissant, tandis 

que la glucosidase II clive les deux glucoses internes liés en α1,3 (Pelletier et al., 2000). 

 Après le transfert, le N-glycane nouvellement synthétisé est à nouveau réduit de 

manière séquentielle par des mannosidases, des GlcNAc sont aussi ajoutés pour générer le 

composé « GlcNAc-Man5-GlcNAc2-Asn-protéine » dans le cis Golgi, précurseur des N-

glycanes (Figure 30).  

 Pour générer des N-glycanes hybrides et complexes, des N-acétyl-

glucosaminyltransférases I et II (MGAT1 et MGAT2) agissent sur la structure « Man5-

GlcNAc2 » dans le Golgi médian afin de créer un glycane complexe bi-antenné. De nouvelles 

branches sont ajoutées par les N-acétyl-glucosaminyltransférases IV et V (GnT-IV et V) afin 

de former des complexes glycaniques tri et tétra-antennés. Dans le trans Golgi, d'autres étapes 

de maturation peuvent avoir lieu. Parmi celles-ci, des résidus galactose sont transférés à 

l'extrémité non-réductrice du N-glycane, des résidus fucose sont ajoutés en α1,6 sur le 

GlcNAc ou bien des acides sialiques sont fixés sur les chaînes branchées du glycane 

(Schachter, 2000). Les enzymes assurant ces additions sont localisées dans différentes 

régions de l’appareil de Golgi. Les N-acétyl-glucosaminyltransférases et les mannosidases 

sont localisées dans le cis et trans Golgi. Les fucosyltransférases (FUT), 

galactosyltransférases (GALT) et N-acétylgalactosyltransférases se situent dans le médian et 

trans Golgi. Enfin, les sialyltransférases sont retrouvées dans le trans Golgi et le réseau trans-

golgien (Bergeron et al., 1985). 

2) Contrôle de la structure des protéines nouvellement glycosylées 

 Plusieurs points de contrôle sont nécessaires pour évaluer le bon assemblage et le bon 

repliement des glycoprotéines, des voies de dégradation existent dans le cas où la protéine 

présenterait un défaut de glycosylation.  
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Figure 31 : Contrôle-qualité des N-glycoprotéines et mécanisme de dégradation dans le 

réticulum endoplasmique.  

Le précurseur oligosaccharidique « Glc-Man9-GlcNAc2 », fixé à un résidu asparagine d'une protéine 

naissante, subit l'action des glucosidases I et II pour retirer les glucoses terminaux. La N-
glycoprotéine se lie à la calnexine ou la calréticuline. La glucosidase II retire le dernier résidu de 

glucose présent sur le glycane, empêchant ainsi la liaison de la protéine avec la calréticuline ou la 

calnexine. Si la glycoprotéine est correctement repliée, elle sort du RE pour poursuivre sa maturation. 

Si sa structure est incorrecte, des résidus de glucose peuvent être de nouveau attachés à la 
glycoprotéine grâce à une glucosyltransférase. Enfin, si le repliement protéique n’est pas optimal, une 

mannosidase clive un résidu mannose, ce qui permet à la protéine d’être reconnue par une lectine 

(EDEM) et d’être dégradée. CNX, Calnéxine ; CRT, Calréticuline ; EDEM, ER degradation-
enhancing α-mannosidase-like protein ; ERAD, ER-associated protein degradation ; ERGIC, ER-

Golgi intermediate compartment ; ERp37, ER protein 37 ; VIP36, vesicular integrin protein 36 ; 

VIPL, VIP36-like protein (Helenius et Aebi, 2004).   
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 Après le greffage du glycane sur la chaîne polypeptidique naissante par 

l’oligosaccharyltransférase, la glycoprotéine se lie alors à la calnexine ou à la calréticuline via 

ce glycane monoglucosylé. La liaison de la protéine à l’oxydoréductase ERp57 aide à la 

formation de ponts disulfures corrects et à son bon repliement. Afin de dissocier le complexe 

glycoprotéine-calnexine ou calréticuline, l’enzyme glucosidase II clive le dernier glucose 

présent sur le glycane. Trois possibilités s’offrent alors à la protéine : (1) si son repliement est 

correct, elle quitte le RE et continue son cheminement vers l’appareil de Golgi ; (2) si sa 

structure est incomplète, elle est glucosylée à nouveau par une glucosyltransférase (UDP-Glc : 

glycoprotein glucosyltransferase) et pourra ainsi se lier une nouvelle fois à la calnexine ou la 

calréticuline ; (3) si la glycoprotéine incorrecte a stationné un certain temps dans le RE et 

qu’elle a perdu un résidu mannose par l’action de l’ER mannosidase I, elle est reconnue par la 

lectine EDEM (ER degradation-enhancing α-mannosidase-like protein) qui facilite sa 

rétrotranslocation et sa dégradation ERAD (ER-Associated Degradation) par le protéasome 

(Figure 31) (Helenius et Aebi, 2004). 

 Chez les Mammifères, les mannosidases impliquées dans la reconnaissance et la 

dégradation des glycoprotéines tronquées sont très complexes et ont à la fois un rôle dans la 

dégradation ERAD mais également dans la maturation des glycanes complexes (Hosokawa et 

al., 2003 ; Lal et al., 1994). 

Des défauts du métabolisme glycanique, souvent liés à la N-glycosylation sont à l’origine de 

pathologies humaines appelées CDG (Congenital Disorders of Glycosylation ou Carbohydrate 

Deficient Glycoprotein). Ces maladies se répartissent en deux principaux groupes selon 

l’étape de la biosynthèse des glycanes affectée par cette anomalie. Concernant les seize CDG 

de type I (classées de CDG-Ia à CDG-Ip), les mutations touchent des gènes impliqués dans la 

biosynthèse et/ou le transfert de précurseurs oligosaccharidiques, étapes ayant lieu dans le RE. 

Ces maladies sont caractérisées par une hyperglycosylation des N-glycoprotéines. Les CDG 

de type II (CDG-Iia à CDG-IIh) sont au nombre de huit et se caractérisent par des altérations 

des produits assurant la maturation des N-glycanes dans l’appareil de Golgi. Parmi les CDG, 

d’autres sont spécifiques du tissu musculaire et sont appelées les CMD (Congenital Muscular 

Dystrophies). La glycosylation de l’α-dystroglycane est affectée dans de nombreuses CMD 

(Schachter et Freeze, 2009). 

Les CDG sont très souvent liées à un déficit en phosphomannomutase (PMM) causé par une 

mutation du gène PMM2. Les signes classique observables sont un retard psychomoteur, une 

atrophie cérébelleuse, des anomalies squelettiques et des troubles de la coagulation (Stibler et  
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Tableau 7 : Principales catégories de CDG, gènes affectés et manifestations cliniques 

majeures (Adapté de Chang et al., 2018). 

 

Type de 

glycosylation 

affectée 

Exemple de 

pathologie associée 

Phénotype Principaux 

symptômes 

N-glycosylation PMM2-CDG CDG de type Ia Retard du 

développement, 

invalidité, strabisme 

MPI-CDG CDG de type Ib Hypotonie, ataxie, 

neuropathie 

périphérique 
ALG6-CDG CDG de type Ic 

O-glycosylation EXT1/EXT2-CDG Exostoses multiples de 

type I/II 

Retard du 

développement, 

dystrophie 

musculaire, 

glaucomes, dysplasie 

cutanée 

B3GLCT-CDG Syndrôme de Peters 

GALNT3-CDG Calcinoses 

hyperphosphatémiques 

familiales 

N et O-

glycosylations 

TMEM 165-CDG CDG de type Ik Retard du 

développement, 

cardiomyopathie, 

dysmorphie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Formes majeures d'acides sialiques chez les Mammifères. 
 
L’acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) est un dérivé d'ose possédant neuf atomes de carbone. Ces 

molécules proviennent de la condensation de l'acide pyruvique et d'une N-acétyl-D-mannosamine.  
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al., 1996). La CDG-Ic est un exemple de CDG de type I. Elle est associé à une mutation du 

gène hALG6 qui entraîne un déficit en dolichol-P-Glc (de Zegher et Jaeken, 1995). 

Concernant les CDG de type II, la CDG-IIf est causée par un défaut du transporteur du 

nucléotide donneur CMP-NeuAc et se traduit par des glycoprotéines plaquettaires anormales 

(Freeze et Aebi, 2005).  

Enfin, certaines CDG affectent la O-glycosylation : par exemple, les gènes codant les O-

mannosyltransférases 1 et 2 (POMT1, POMT2) et la O-mannosyl β1,2-N-

acétylglucosaminyltransférase 1 (POMGNT1) (Francisco et al., 2019) (Tableau 7).  

 

III- La sialylation 

 Les acides sialiques sont synthétisés de manière spécifique dans différents 

compartiments de la cellule et jouent des rôles essentiels dans les processus de reconnaissance 

cellule-cellule, de reconnaissance de pathogènes et de développement des cellules 

cancéreuses. Le transfert des acides sialiques sur les glycanes est catalysé par des enzymes 

particulières appelées les sialyltransférases qui se distinguent par leur spécificité de substrat et 

le type de liaison réalisée (Tsuji, 1996). A l’inverse, les neuraminidases (ou sialidases) sont 

chargées du clivage de l’acide sialique.  

1) Biosynthèse des acides sialiques  

 Chez les Mammifères, les acides sialiques les plus abondants sont l'acide N-

acétylneuraminique (Neu5Ac) et l'acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc) (Figure 32). Au 

fur et à mesure de l'évolution, l'Homme a perdu la capacité de synthèse du Neu5Gc en raison 

d'une délétion au sein de la séquence de l'enzyme cytidine monophosphate N-

acetylneuraminic acid hydroxylase (CMAH) (Chou et al., 1998). Cependant, le Neu5Gc 

provenant de l'alimentation, par exemple de la viande rouge, peut être ajouté aux 

sialoglycoprotéines et gangliosides humains. À la suite de cette incorporation, il est reconnu 

comme un antigène étranger et peut donc initier une réaction inflammatoire (Samraj et al., 

2015). Le Kdn (2-Keto-3-deoxynononic acid) est une autre forme d'acide sialique possédant 

un groupement hydroxyle à la place de l'amine acétylée au niveau du carbone n°5 (Nadano et 

al., 1986).  
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Figure 33 : Biosynthèse des glycoprotéines sialylées. 
 

La synthèse des acides sialiques débute dans le cytoplasme avec l'intervention de différentes enzymes 

qui réalisent une série de phosphorylations et déphosphorylations. L'acide sialique nouvellement 

synthétisé est transféré dans le noyau pour y être activé grâce à l'ajout d'une CMP. Le CMP-Sia ressort 
du noyau pour rejoindre le Golgi trans via des transporteurs spécifiques afin d'être pris en charge par 

les enzymes golgiennes dont les sialyltransférases. Ces enzymes sont maintenues dans le Golgi grâce à 

un transport rétrograde continu. La maturation des glycoprotéines a lieu grâce à un transport 
antérograde de celles-ci.  ADP, Adénosine di-phosphate ; ATP, Adénosine tri-phosphate ; CMAS, 

CMP-acide sialique synthétase ; CMP-Neu5Ac, Cytosine monophosphate-acide N-acétylneuraminique 

; CTP, Cytosine tri-phosphate ; ERGIC, Compartiment intermédiaire ER-Golgi ; GNE, UDP-N-
acétylglucosamine 2-épimérase ; ManNAc, Acide N-acétylmannosamine ; ManNAc-6-P, Acide N-

acétylmannosamine-6-phosphate ; NANP, Acide N-acétylneuraminique phosphatase ; NANS, Acide N-

acétylneuraminique synthase ; Neu5Ac, Acide N-acétylneuraminique ; NeuAc-9-P, Acide 

neuraminique-9-phosphate ; PEP, Phosphoénolpyruvate ; Pi, Phosphoinositol ; PPi, 
Pyrophosphoinositol ; RE, Réticulum endoplasmique ; TGN, Trans-golgien ; UDP-GlcNAc, Uridine 

diphosphate-N-acétylglucosamine (Adapté de Bhide et Colley, 2017). 
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 La première étape de la biosynthèse des acides sialiques a lieu dans le cytoplasme où 

l'enzyme glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase 

(GNE/MNK) catalyse la conversion de l'UDP-GlcNAc en forme libre ManNAc. Dans un 

second temps, la N-acétylmannosamine est phosphorylée en ManNAc-6-phosphate par cette 

même enzyme. La synthèse du Neu5Ac sous forme libre cytosolique à partir du ManNAc-6-P 

s’effectue alors en deux étapes : (1) l'enzyme N-acetylneuraminate synthase (NANS) catalyse 

la condensation du ManNAc-6-P avec le phosphoénol pyruvate afin de former le NeuAc-9-P ; 

(2) l'enzyme N-acetylneuraminate phosphatase (NANP) clive le groupement phosphate du 

NeuAc-9-P (Varki et Schauer, 2009) (Figure 33).  

 L'acide sialique passe dans le noyau par simple diffusion où il est activé par transfert 

d'une CMP (cytidine monophosphate) d'une CTP (cytidine triphosphate) sur le groupe 

hydroxyle du carbone n°2 grâce à la CMP N-acetylneuraminic acid synthetase (CMAS). 

Contrairement aux autres enzymes activatrices des sucres situées dans le cytosol, la CMAS 

est localisée dans le noyau (Sellmeier et al., 2015). Après sa synthèse dans le noyau, le CMP-

Sia passe dans le cytoplasme, puis est transporté dans l'appareil de Golgi grâce à des 

transporteurs spécifiques. Par exemple, le transporteur SLC35A1 (Solute carrier family 35 

member A1), protéine transmembranaire de type III localisée dans le trans Golgi (extrémité 

N-terminale de la protéine dans la lumière golgienne), fonctionne comme un antiport afin 

d'importer le CMP-Sia en échange d'un CMP. Néanmoins, il n'existe à ce jour que peu de 

connaissances sur les mécanismes de localisation des transporteurs d'acides sialiques au 

niveau de l’appareil de Golgi. 

 Associée à la voie de biosynthèse des acides sialiques, il existe une voie de 

récupération. Les glycanes présents sur les glycoprotéines de surface peuvent être internalisés 

par endocytose puis dirigés vers les lysosomes où des sialidases lysosomales clivent les acides 

sialiques terminaux. Ces derniers sortent des lysosomes grâce à un transporteur spécifique de 

la membrane lysosomale, la sialine (protéine transmembranaire de type I), afin de rejoindre le 

cytosol et être réutilisés et convertis dans le noyau (Litvinov et Hilkens, 1993) (Figure 34). 

Cette voie de récupération explique l'incorporation du Neu5Gc et du Kdn. 
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Figure 34 : Voie de recyclage des acides sialiques chez les Mammifères.  

Les glycoconjugués sont internalisés par endocytose et sont dirigés vers les lysosomes dans lesquels 

ils subissent l’action de sialidases lysosomales permettant de cliver les acides sialiques terminaux. 

Ces derniers rejoignent le cytosol grâce à un transporteur spécifique de la membrane lysosomale, la 

sialine, puis ils sont à nouveau utilisés et convertis dans le noyau selon la voie de biosynthèse 
classique (Adapté de Gilormini et al., 2018). 

 

 

Figure 35 : Exemples de N-glycanes sialylés complexes et hybrides. 

Une glycoprotéine porte un N-glycane lié de façon covalente à un de ses résidus asparagine. Les N-
glycanes sialylés possèdent la structure commune « Man3GlcNAc2 » sur laquelle vient s’ajouter la 

séquence « Galβ1-3/4GlcNAc » et des résidus d’acides sialiques en α2,3 ou α2,6 sur le 

galactose terminale. Le N-glycane hybride sialylé est un mélange entre les précédents et les 

glycanes de type oligomannose (Adapté de Marth et Grewal, 2008). 
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2) Principaux glycoconjugués sialylés 

 

Un glycoconjugué est défini comme l’association covalente d’une protéine ou d’un lipide 

avec un ou plusieurs glycanes. Les structures de glycoconjugués sialylés sont très variables en 

fonction du type de liaison réalisée et de la nature de l’accepteur. Cette diversité leur confère 

de nombreuses fonctions biologiques dans différents processus tels que le développement ou 

la reprogrammation des cellules somatiques. Les acides sialiques sont retrouvés au niveau de 

l’extrémité non réductrice des oligosaccharides et peuvent être liés en α2,3 ou α2,6 sur un β-

D-galactosylpyranose (Gal), ou liés en α2,6 sur un résidu de β-D-N-galactosamine (GalNAc) 

ou de β-D-N-glucosamine (GlcNAc). Ces types de liaison sont couramment rencontrés au sein 

des glycoprotéines (Hakomori, 1989). Les acides sialiques sont aussi liés en α2,8 à d’autres 

acides sialiques dans les gangliosides et les acides polysialiques, homopolymères d’acides 

sialiques retrouvées dans plusieurs glycoprotéines dont les NCAM (Finne et al., 1983). Enfin, 

les acides sialiques α2,3 et α2,8 liés sont fréquemment retrouvés dans les gangliosides (Basu 

et al., 1984).  

a) Glycoprotéines sialylées 

Les glycoprotéines sont des glycoconjugués dont la partie protéique porte un ou plusieurs 

oligosaccharides O- et/ou N-liés au niveau d’un atome d’oxygène d’un résidu de sérine ou 

thréonine pour les O-glycoprotéines et d’un atome d’azote d’un résidu d’asparagine pour les 

N-glycoprotéines (Angata et Varki, 2002). Dans les N-glycanes complexes et hybrides, les 

résidus GlcNAcsont majoritairement allongés par un galactose lié en β1,4 afin de constituer 

une strcutre de type 2 appelée LacNAc (Galβ1,4GlcNAc). Ces antennes ainsi obtenues 

peuvent être allongées par l’addition de LacNAc supplémentaires, aboutissant ainsi à la 

création de structures polylactosaminiques. Les GlcNAc peuvent aussi être allongés par un 

galactose en β1,3, formant une structure de type 1 nommée Néo LacNAc (Galβ1,3GlcNAc) 

(Bakker et al., 1997). C’est à ce stade que la sialylation peut avoir lieu. Le résidu galactose 

externe des antennes LacNAc peut être substitué par un acide sialique en α2,3 ou α2,6 ou α2,8 

(Figure 35). Les O- glycanes possèdent des structures plus simples et linéaires que celles des 

N-glycanes mais peuvent cependant être de grande taille et contenir plus d’une centaine de 

monosaccharides comme dans les protéoglycanes. L’allongement du O-glycane s’effectue à 

partir de « cores » ou noyaux conservés déjà cités dans le paragraphe sur les O-glycosylations 

de type mucine (Gooley and Williams, 1994) (Figure 26). 
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  La sialylation est une glycosylation ayant, ont lieu de manière post-traductionnelle. La 

sialylation des protéines nouvellement synthétisées est impliquée dans l’adressage, la 

maturation ainsi que la possible sécrétion de celles-ci. Les acides sialiques étant chargés 

négativement, ils empêchent l’adhésion cellulaire. Par exemple, la sialylation des protéines 

ICAM-2 (Intercellular adhesion molecule) endothéliale et plaquettaire est différente. En effet, 

l’équipe de Weber a montré que le point isoélectrique, donc la charge, est inférieur dans des 

cultures de plaquettes. Cette différence de charge est supprimée par un traitement à la 

neuraminidase, par conséquent elle est due à une modification de la sialylation des 

glycoconjugués de surface des cellules plaquettaires. Ceci se traduit par une capacité 

d’adhésion aux cellules T plus importante pour les cellules endothéliales (Weber et al., 

2004).  

 Néanmoins, les acides sialiques constituent aussi des récepteurs pour des ligands 

spécifiques tels que les Siglecs et les sélectines et sont donc impliqués dans la transduction du 

signal. Les sélectines sont impliquées dans l'adhésion et le mouvement des leucocytes sur le 

site de l’inflammation, le recrutement des progéniteurs hématopoïétiques dans la moelle 

osseuse et la migration des plaquettes sur le site de l’hémorragie. La reconnaissance par les 

sélectines des structures sialylées et fucosylées sialyl-Lewis x est un élément essentiel dans 

l’activation des sélectines (Phillips et al., 1990). Les sialyltransférases ST3Gal IV et ST3Gal 

VI sont impliquées dans la synthèse de ces motifs et sont donc essentielles au bon 

fonctionnement des sélectines. En effet, un knockout combiné de ces deux enzymes entraîne 

une baisse de la fixation des neutrophiles sur les sélectines E et P, ainsi qu’un ralentissement 

de la migration des neutrophiles (Yang et al., 2012). La sialylation intervient également lors 

du développement neuronal. La polysialylation est spécifique de plusieurs protéines 

impliquées dans les fonctions neurologiques telles que les NCAM, la molécule d’adhésion 

synaptique (SynCAM-1) et la neuropiline-2 (NRP-2) (Mühlenhoff et al., 2013). En 

particulier, les NCAM polysialylées sont des molécules pivots de la plasticité synaptique dans 

les processus de mémorisation (Kochlamazashvili et al., 2010). Enfin, les glycoprotéines 

sialylées sont essentielles pour l’établissement et le maintien de la pluripotence cellulaire. En 

effet, la sialyltransférase ST6Gal I présente des niveaux d’expression plus importants dans des 

cellules souches pluripotentes humaines que dans des cellules non-pluripotentes (Wang et al., 

2015). 
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Figure 36 : Les voies de biosynthèse des gangliosides 

La synthèse des gangliosides se compose de l’addition successive de monosaccharides sur la partie 

céramide. Le lactosylcéramide (LacCer) est formé par l’extension du glucosylcéramide (GlcCer) 

grâce à l’enzyme GlcCer β1,4-galactosyltransferase ou LacCer synthase. Les GM3 synthase, GD3 
synthase et GT3 synthase agissent pour synthétiser les précurseurs des gangliosides des séries a, b et 

c. Les gangliosides de la série 0 sont directement synthétisés à partir du lactosylcéramide. 

L’élongation du glycane est réalisée par l’action séquentielle des enzymes β4GalNAc T1, β3Gal T4 et 

des sialyltransférases ST3Gal II, ST8Sia V et ST6GalNAc V (Groux-Degroote et al., 2017). 
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b)   Glycolipides sialylés 

 Chez les organismes supérieurs, la plupart des glycolipides sont des 

glycosphingolipides mais d’autres types existent tels que glycosylphosphatidylinositols (GPI) 

attachés de manière covalente aux protéines et servant d’ancrage membranaire à celles-ci, ou 

plus rarement les glycoglycérolipides.  

 Les glycosphingolipides se définissent comme des lipides complexes possédant une 

partie céramide hydrophobe constituée d’une sphingosine liée à un acide gras et une partie 

glucidique. Les premiers sucres liés en β à la moitié céramide sont généralement un galactose 

ou un glucose. La plupart du temps, le glucose est substitué d’un galactose pour former la 

structure « Galβ1-4GlcβCer ». D’autres extensions du glycane génèrent une série de 

structures à la base de la nomenclature des glycosphingolipides. Enfin, ils peuvent être aussi 

neutres, sialylés ou sulfatés, ce qui constitue des sous-classes. Traditionnellement tous les 

glycosphingolipides sialylés sont appelés gangliosides. La biosynthèse des gangliosides se 

déroule dans l’appareil de Golgi et débute par la liaison d’acides sialiques sur un 

lactosylcéramide par des sialyltransférases spécifiques (ST3Gal V ou GM3 synthase, ST8Sia I 

ou GD3 synthase et ST8SiaV ou GT3 synthase) afin de synthétiser les précurseurs des 

différentes séries de gangliosides (séries O, a, b et c). Enfin, des résidus GalNAc, Gal et 

d’acides sialiques sont ajoutés aux précurseurs grâce à diverses glycosyltransférases (Zeng et 

Yu, 2008) (Figure 36). La majeure partie des gangliosides portent le Neu5Ac mais 10% 

d’entre eux possèdent le Kdn (Glebov et Nichols, 2004). Le Neu5Gc est habituellement 

présent dans les gangliosides de certaines tumeurs (Marquina et al., 1996). Les gangliosides 

constituent donc une large famille de composés qui varient en fonction du type de sucre, de la 

liaison et de la nature de la partie hydrophobe. Une trentaine de gangliosides ont à ce jour été 

identifiés.  

 Les gangliosides sont très impliqués dans les processus cérébraux. Ainsi durant le 

développement embryonnaire du système nerveux, leur composition va varier. Les 

gangliosides GD3 et GM3 sont par exemple impliqués lors de la formation du tube neural et 

du développement du système nerveux central (Yu et al., 2012). Le GD3 est aussi le 

ganglioside dominant des cellules souches neurales embryonnaires (Yanagisawa et al., 2004). 

Les gangliosides sont particulièrement abondants dans les membranes cellulaires des 

neurones (Sonnino et al., 2007). 
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Tableau 8 : Structures glycaniques reconnues par les sialyltransférases et les liaisons générées. 

Les sialyltransférases sont regroupées par famille. En gras au niveau de l'accepteur, l’ose sur lequel se fixe l'acide sialique. Pour certaines sialyltransférases, il 

existe plusieurs accepteurs (Adapté de Datta, 2009). 

 

Famille de 

sialyltransférases
Sialyltransférase Accepteur Liaison formée

ST3Gal I Galβ1,3GalNAc

ST3Gal II Galβ1,3GalNAc

ST3Gal III Galβ1,3/4GlcNAc

ST3Gal IV Galβ1,3GalNAc ou Galβ1,3/4GlcNAc

ST3Gal V Galβ1,4Glc-Cer

ST3Gal VI Galβ1,4GlcNAcβ1,3Galβ1,4GlcNAcβ1,3Galβ1,4Glcβ1-Cer

ST6Gal I Galβ1,4GlcNAc

ST6Gal II Galβ1,4GlcNAc

ST6GalNAc I GalNAc

ST6GalNAc II Galβ1,3GalNAc

ST6GalNAc III Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAc

ST6GalNAc IV Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAc

ST6GalNAc V Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAcβ1,4 Galβ1,4Glcβ1-Cer 

ST6GalNAc VI Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAcβ1,4 Galβ1,4Glcβ1-Cer 

ST8Sia I Neu5Acα2,3Galβ1,4Glc-Cer  ou Neu5Acα2,8Neu5Acα2,3Galβ1,4Glc-Cer

ST8Sia II (Neu5Ac)n-N-Glycane

ST8Sia III Neu5Acα2,3Galβ1,4GlcNAc

ST8Sia IV (Neu5Ac)n-N-Glycane

ST8Sia V
Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAcβ1,4 (Neu5Acα2,3)Galβ1,4Glc-Cer ou 

Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAcβ1,4(Neu5Acα2,8Neu5Acα2,3)Galβ1,4Glc-Cer ou 

Neu5Acα2,8Neu5Acα2,3Galβ1,4Glc-Cer

ST8Sia VI
NeuAcα2,3Galβ1,3GalNAc ou NeuAc\α2,3Galβ1,3 (NeuAc 2,6)GalNAc ou

NeuAcα2,6(3)Galβ1,4GlcNAc

Neu5Acα2,3Gal

Neu5Acα2,6Gal

Neu5Acα2,6GalNAc

Neu5Acα2,8Neu5Ac

ST3Gal

ST6Gal

ST6GalNAc

ST8Sia
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 Ils peuvent aussi être réunies au sein des membranes nucléaires tels que les 

gangliosides GM3 et GD1a (Ledeen et Wu, 2011). Ils ont donc un rôle dans l’architecture et 

l’élasticité des membranes biologiques.  

 L’antigène sialyl-Lewis a (sLea) a été caractérisé en tant que monosialoganglioside 

grâce à la technique de chromatographie sur couches minces d’extraits lipidiques issus de 

cellules de carcinome colorectal (Magnani et al., 1981). L’antigène sialyl-Lewis x (sLex) a 

été décrit pour la première fois grâce à l’utilisation de gangliosides isolés de rein humain 

(Rauvala, 1976). Cet épitope est également présent dans des lactosaminoglycanes purifiés à 

partir de neutrophiles humains (Fukuda et al., 1984).  La biosynthèse du motif sialyl-Lea fait 

intervenir plusieurs enzymes dont des fucosyltransférases et la sialyltransférase ST3Gal III 

pour sialyler le précurseur de type 1 « Galβ1,3GlcNAc » (Mare et Trinchera, 2004). Les 

ST3Gal IV et ST3Gal VI se chargent de sialyler le précurseur de type 2 « Galβ1,4GlcNAc » 

porté par des glycolipides, afin de générer le motif sialyl-Lex (Salo et al., 2005). L’antigène 

sialyl-Lea est un marqueur pronostique de l’apparition de métastases dans les cancers du 

pancréas, les mélanomes et les cancers colorectaux (Willett et al., 1996 ; Kageshita et al., 

1995 ; Wang et al., 2002) tandis que l’antigène sialyl-Lex est un marqueur des cancers 

gastriques (Nakagoe et al., 2002). 

3) Les sialyltransférases : structures et implications physiologiques 

 Chez l’Homme et la souris, les familles de sialyltransférases comportent 20 

glycosyltransférases liées à la membrane de l'appareil de Golgi. Ces enzymes se répartissent 

en quatre classes en fonction de leurs spécificités de substrat et de liaison (Tableau 8).  

a) L'α2,3 sialylation 

 Ce type de sialylation est réalisée par six enzymes différentes appelées les β-

galactoside α2,3 sialyltransférases, notées ST3Gal I à VI, qui ajoutent un acide sialique lié en 

α2,3 sur des résidus galactose de glycoprotéines ou glycolipides. 

 Les ST3Gal I et II permettent le transfert d'acides sialiques sur le carbone 3 d'un 

galactose d'un motif « Galβ1-3GalNAc » trouvé sur un glycolipide ou une glycoprotéine 

(Giordanengo et al., 1997). La ST3Gal III agit préférentiellement sur le motif « Galβ1-

3GlcNAc ». Elle peut aussi catalyser la sialylation sur le motif « Galβ1-4GlcNAc » avec 

toutefois une efficacité moindre.   
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Le gène codant la ST3Gal III possède une expression tissu-spécifique : le transcrit majoritaire 

est détecté dans tous les tissus exceptés les reins et le colon. L'ensemble des transcrits est 

notamment retrouvé en grande quantité dans le tissu musculaire (Grahn et al., 2002). Les 

ST3Gal IV, V et VI présentent 35 à 41% d'homologie. La ST3Gal IV est connue pour sialyler 

le motif « Galβ1-4GlcNAc » des N-glycanes, le core 2, 3 ou 4 des O-glycanes et le motif 

« Galβ1-3GalNAc » (Sasaki et al., 1993). La ST3Gal V humaine utilise seulement le 

lactosylcéramide (Galβ1-4Glcβ-Cer) comme substrat accepteur afin de synthétiser le 

ganglioside GM3 (NeuAcα2,3Galβ1,4Glcβ-Cer) et porte donc le nom de GM3 synthase (Ishii 

et al., 1998), tandis que la ST3Gal V du rat présente une plus large spécificité car elle utilise à 

la fois les lactosylcéramides et dans une moindre mesure les galactosylcéramides et les 

asialogangliosides GA2 (Preuss et al., 1993). Le gène ST3GAL5 est exprimé de manière 

tissu-spécifique avec une expression prédominante dans le cerveau, les muscles squelettiques 

et les testicules. Enfin, la ST3Gal VI utilise l'accepteur « Galβ1-4GlcNAc » et présente une 

spécificité supplémentaire pour les glycoprotéines (Okajima et al., 1999a).   

 Remarquons que les enzymes ST6Gal I et II d’une part, et ST3Gal III, IV et VI d’autre 

part présentent un substrat accepteur identique, ce qui les met en compétition les unes avec les 

autres. Le niveau d’α2,6 et d’α2,3 sialylation est alors dépendant du niveau d’expression de 

chacune de ces sialyltransférases. 

b) L'α2,6 sialylation 

- Les ST6Gal 

 C'est en 1977 qu'une β-galactoside α2,6-sialyltransférase utilisant le motif 

« Galβ1,4GlcNAc », appartenant à un oligosaccharide de type lactosaminique, comme 

accepteur pour le transfert d'un acide sialique sur le carbone 6 d'un galactose a été isolée et 

caractérisée à partir de colostrum bovin (Paulson et al., 1977). Cette enzyme sera appelée 

plus tard la ST6Gal I. Le rat est la première espèce chez qui la structure du gène et de ses 

transcrits a été précisément étudiée. Il se situe sur le chromosome 11 et possède cinq transcrits 

(Paulson et Colley, 1989). Chez la souris, le gène st6gal1 est localisé sur le chromosome 16 

et trois transcrits ont été mis en évidence : le transcrit majoritaire retrouvé de façon 

ubiquitaire, un deuxième transcrit spécifique des lymphocytes B et un dernier transcrit 

hépatique (Wuensch et al., 2000). 
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Figure 37 : Représentation schématique de l'extrémité 5' du gène ST6GAL1 humain et 

ses transcrits majoritaires.  

Les rectangles et les lignes intercalaires représentent les exons et les introns. La taille des introns est 

indiquée en vert et celle des exons en noir au niveau du schéma du gène ; en grisé, les régions codantes 

et non grisé, les séquences exoniques non traduites. Plusieurs promoteurs (P) ont été identifiés, ils sont 

représentés ici en ovale coloré. Le gène ST6GAL1 possède plusieurs sites de démarrage de la 
transcription (flèches pleines). Les transcrits majoritaires sont les transcrits de type 1 et 2. Trois 

transcrits mineurs ont été identifiés et dont les fonctions restent peu connues. Les tissus d'expression 

de chacun des transcrits sont indiqués entre parenthèses (Adapté de Harduin-Lepers, 2010).  
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 Chez l'Homme, le gène ST6GAL1 est localisé sur le bras long du chromosome 3. Ce 

gène possède des régions promotrices lui permettant d'être spécifiquement régulé. Associés à 

un épissage alternatif, six transcrits principaux sont générés et ont été identifiés initialement 

chez l'Homme (Kitagawa et Paulson, 1994) (Figure 37). 

 Le clonage de la ST6Gal I à partir de la séquence codante d'ADNc de rat a révélé sa 

séquence en acides aminés et a confirmé qu'une forme soluble est trouvée dans les fluides 

corporels. Ces formes solubles de la ST6Gal I ne présentent pas de domaine 

transmembranaire (Weinstein et al., 1987). Des études ultérieures ont suggéré que des formes 

solubles de ST6Gal I sont retrouvées dans la circulation sanguine après clivage protéolytique 

par des protéases telles que la cathepsine D et la β-sécrétase BACE1 (β-site APP-cleaving 

enzyme 1) (Kitazume-Kawaguchi et al., 1999).  

 L'expression de la ST6Gal I est régulée par de multiples promoteurs (Svensson et al., 

1992). Un promoteur constitutif maintient l'expression de la ST6Gal I à un niveau faible mais 

stable. D'autres promoteurs plus spécifiques modifient les niveaux d'expression de l'enzyme 

(Figure 37). Le promoteur inductible P1, spécifique du foie, augmente l'expression de la 

ST6Gal I lors de l'inflammation et ainsi le taux d'enzyme circulante dans le sang 

(Appenheimer et al., 2003). Cependant, des questions demeurent quant à l'origine des CMP-

acides sialiques servant de donneurs dans ces réactions ayant lieu dans le sérum. Une étude de 

2014 a démontré que des plaquettes activées libèrent ces CMP-acides sialiques utilisables 

pour la ST6Gal I circulante (Lee et al., 2014). Une autre preuve de l'existence de ST6Gal I 

circulante a été apportée par une équipe américaine : des cellules B déficientes pour la 

ST6Gal I expriment des immunoglobulines sialylées par une ST6Gal I hépatique (Jones et al., 

2016). 

 Une seconde β-galactoside α2,6 sialyltransférase a été clonée et caractérisée, elle porte 

le nom de ST6Gal II (Takashima et al., 2002). Cette enzyme utilise également les structures 

« Galβ1,4GlcNAc » des oligosaccharides de type lactosaminique comme accepteurs. 

Néanmoins, la ST6Gal II montre une faible activité pour les glycanes des glycoprotéines et 

glycolipides. Elle a une préférence pour le disaccharide libre. Le gène de la ST6Gal II est 

situé sur le chromosome 2 chez l'Homme et le chromosome 17 chez la souris, sa région 

codante contient cinq exons. Cette enzyme est majoritairement présente dans le cerveau 

humain. Un seul transcrit a été trouvé chez la souris (Krzewinski-Rechhi et al., 2003) et deux 

chez l'Homme (Takashima et al., 2002), trois transcrits chez le bovin qui diffèrent par leurs 
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 régions 5' non traduites (Laporte et al., 2009). Les fonctions biologiques de la ST6Gal II 

sont assez peu connues.  

 Les séquences des ST6Gal I et II montrent un pourcentage d'homologie de 48%, 

cependant ces deux enzymes partagent l'organisation structurale des autres 

glycosyltransférases golgiennes que nous détaillerons ultérieurement. 

- Les ST6GalNAc 

 La deuxième famille de sialyltransférases réalisant l'α2,6 sialylation regroupent les six 

enzymes N-acétylgalactosaminide α2,6-sialyltransférases (ST6GalNAc I à VI) qui se chargent 

de transférer par une liaison en α2,6 un acide sialique sur une N-acétylgalactosamine d’un 

glycane. Ces enzymes peuvent agir aussi bien sur les O-glycoprotéines pour les ST6GalNAc 

I, II et IV que sur les glycolipides pour les ST6GalNAc III, V et VI (Harduin-Lepers et al., 

2001). ST6GalNAc I transfert un acide sialique sur les structures : « GalNAcα-O-Ser/Thr et 

Galβ1,3GalNAcα-O-Ser/Thr » ; ST6GalNAc II agit quant à elle sur : « Galβ1,3GalNAc-

Ser/Thr » et « NeuAcα2,3Galβ1,3GalNAcα-O-Ser/Thr » (Samyn-Petit et al., 2000). Les 

quatre autres enzymes présentent une spécificité de substrat plus importante, en effet leur 

unique substrat accepteur est la structure « NeuAcα2,3Galβ1,3GalNAc » portée par des 

glycolipides (Okajima et al., 1999b). Les ST6GalNAc IV, V et VI concourent à la création 

des motifs disialyl Lewis a (Tsuchida et al., 2003). 

c) L'α2,8 sialylation 

 La polysialylation, catalysée par les six enzymes alpha-N-acétyl-neuraminide alpha-

2,8-sialyltransférase (ST8Sia I à VI) chez les Mammifères, occupe une place importante dans 

les processus de migration des cellules et de plasticité du cerveau durant le développement du 

système nerveux. Cette spécificité d'expression est maintenue à l'âge adulte, les ST8Sia sont 

en effet retrouvées dans des zones particulières du cerveau telles que l'hippocampe, le bulbe 

olfactif et l'hypothalamus (Hildebrandt et al., 1998). La polysialylation pourrait être 

impliquée dans la régénération des neurones après un dommage (El Maarouf et al., 2006) 

ainsi que dans celle du foie (Tsuchiya et al., 2014).  

 Les ST8Sia catalysent le transfert d’une acide sialique en le liant en α2,8 sur un autre 

acide sialique. L’action de certaines ST8Sia peut aboutir à la création de longues chaînes 

d'acides sialiques (PSA, PolySialic Acids) pouvant atteindre plus de 400 résidus à l'extrémité 
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des N et O-glycanes (Angata et al., 2000). La famille des ST8sia est scindée en deux 

groupes : d’une part les ST8Sia I, V et VI ou mono-α2,8-sialyltransférases et d’autres part les 

ST8Sia II, III et IV ou poly-α2,8-sialyltransférases (Harduin-Lepers et al., 1995). Les 

enzymes de la seconde sous-famille sont capables de réaliser de la polysialylation ou 

oligosialylation, c'est-à-dire un allongement des acides sialiques en position terminale des 

glycanes. Chez les Mammifères, les exemples typiques de protéines présentant ces structures 

caractéristiques sont les NCAM.  

 La ST8Sia I humaine réalise la synthèse des gangliosides GD3 et GT3 et est aussi 

nommée la GD3 synthase (Haraguchi et al., 1994). Cette sialyltransférase est exprimée tout 

particulièrement dans le cerveau et les reins fœtaux et dans une moindre mesure dans le cœur, 

le thymus et le cerveau adulte (Angata et al., 1997). La ST8Sia V permet de synthétiser les 

gangliosides GM1b, GD1a, GT1b et GD3 (Kono et al., 1996). Chez la souris, le gène codant 

la ST8Sia V est fortement exprimé chez l'adulte dans le cerveau, le foie, les poumons, le 

placenta et la rate. Pour finir, la ST8Sia VI, identifiée chez l'homme et la souris, possède 

comme accepteur la séquence « NeuAcα2,3-Galβ1,3GalNAc » des O-glycoprotéines et des 

glycolipides (Teintenier-Lelièvre et al., 2005). 

 Les ST8Sia II et IV possèdent 67% d'homologie de séquence entre elles et 

interviennent dans la polysialylation des glycoprotéines avec un avantage certain pour ST8Sia 

IV qui polymériserait de plus grandes chaînes que ST8Sia II (Angata et al., 2002). Ces deux 

sialyltransférases interviennent dans la plasticité neuronale pour ST8Sia IV et dans les 

processus de mémorisation pour la seconde. La ST8Sia III humaine recombinante exprimée 

dans des cellules COS-7 montre une importante capacité de transfert d'un acide sialique sur la 

fétuine (Yoshida et al., 1995). La ST8Sia III est exprimée dans le cerveau durant le 

développement. La ST8Sia IV est retrouvée dans le cerveau, les reins et les poumons fœtaux 

et chez l'adulte dans la rate, le thymus, le cœur et l'intestin grêle.  
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Figure 38 : Domaines structuraux des sialyltransférases. 
 

Les sialyltransférases sont des protéines membranaires de type II présentant une courte région 

cytoplasmique N-terminale, un domaine transmembranaire pour leur ancrage à la membrane du 

Golgi, une région tige et un domaine catalytique se trouvant dans la lumière golgienne. Ces 
glycoprotéines peuvent être N et O-glycosylées. (Adapté de Bhide et Colley, 2017). 
 

 

 

Figure 39 : Les sialylmotifs conservés au sein des séquences de sialyltransférases. 
 
Des alignements de séquence des régions les plus conservées dans les vingt sialyltransférases connues 

ont été réalisés. Les résidus strictement identiques sont représentés en blanc surligné en noir. Les 

autres résidus identiques pour plusieurs sialyltransférases sont surlignés en gris. Les sialylmotifs sont 
numérotés de 1 à 4 sauf pour le troisième qui s'écrit III ; la correspondance avec les lettres L, S et VS 

est indiquée. Toutes les séquences sont humaines. Ces motifs sont impliqués dans la liaison du 

glycane et du nucléotide donneur de l’acide sialique. L, large ; S, small ; VS, very small (Jeanneau et 

al., 2004). 
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d) Organisation structurale des sialyltransférases 

   La découverte de la structure primaire de la ST6Gal I et le clonage des séquences 

codantes des autres sialyltransférases ont permis de définir la structure des domaines de ces 

enzymes ainsi que l'identification de régions conservées. Les sialyltransférases, et toutes les 

glycosyltransférases golgiennes impliquées dans la N-glycosylation, sont des protéines 

membranaires de type II possédant une courte région cytoplasmique (extrémité N-terminale 

de la protéine) suivie d'un domaine transmembranaire, d'une région tige et d'un domaine 

luminal catalytique (Paulson et Colley, 1989) (Figure 38). Des séquences conservées 

appelées « sialylmotifs » ont été identifiées dans les différentes familles de sialyltransférases 

au sein du domaine catalytique. Ils interviennent dans la reconnaissance des CMP-acide 

sialiques et de leurs accepteurs ainsi que dans le mécanisme catalytique (Datta et al., 2001) 

(Figure 39). Par exemple, le motif L (large sialylmotif) participe à la liaison de l'acide 

sialique, tandis que le motif S (small sialylmotif) concourt aux interactions de l'acide sialique 

et du substrat. Le motif VS (very small sialylmotif) est impliqué dans la réaction catalytique 

(Geremia et al., 1997). Un autre motif a été identifié et a été nommé le motif III. Il aide à la 

reconnaissance de l'accepteur et à l'activité catalytique de l'enzyme ST3Gal I (Jeanneau et 

al., 2004).  

 Les enzymes ST8Sia présentent deux motifs supplémentaires spécifiques. Le premier, 

d’environ 10 acides aminés, se situe en aval du motif L (Patel et Balaji, 2006). Le second est 

le motif « C-term » car il se situe en position C-terminale (Harduin-Lepers et al., 2008). Il 

est constitué de dix acides aminés dont une cystéine qui va former avec une autre cystéine du 

motif L un pont disulfure intramoléculaire essentiel au repliement correct des ST6Sia et à leur 

activité (Angata et al., 2001). Des motifs spécifiques à la sous-famille des ST8Sia II, III et IV 

ont été mis en évidence. Les ST8Sia II et IV possèdent un motif de 32 acides aminés appelé le 

domaine de polysialylation (PSTD) localisé en amont du sialylmotif S. Il intervient dans 

l’allongement des chaînes linéaires d’acides sialiques (Nakata et al., 2006). Ce motif n’est 

pas retrouvé au sein des ST8Sia III, cependant un motif semblable a été découvert en amont 

du motif S, il s’agit du motif III-2 (Harduin-Lepers et al., 2008). Les ST8Sia III présentent 

enfin un motif supplémentaire spécifique, le sialylmotif III-1 en amont du motif L.  
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4) Les neuraminidases 

 

 Les N-acétylneuraminosyl-glycohydrolases ou sialidases ou neuraminidases 

hydrolysent les liaisons entre un acide sialique α-lié et le glycane sur lequel il est fixé. Quatre 

neuraminidases (NEU1, 2, 3 et 4) ont été identifiées chez les Mammifères. NEU1, la plus 

représentée des quatre, est lysosomale. Elle agit uniquement sur les glycoprotéines et clive 

préférentiellement les acides sialiques α2,3 liés (Miyagi et Tsuiki, 1984).  NEU1 contrôle 

l’exocytose des lysosomes (Machado et al., 2015). Elle régule en partie la réponse 

immunitaires en désialylant par exemple des molécules d’adhésion et le TLR-4 (Toll-like 

receptor 4) impliqués dans le recrutement des leucocytes sur le site de l’inflammation (Amith 

et al., 2010). La neuraminidase NEU2 est située dans le cytosol où elle agirait sur les quelques 

N-glycanes complexes libres (Miyagi et Tsuiki, 1985). NEU3 est localisée dans la membrane 

plasmique et hydrolyse exclusivement les acides sialiques des gangliosides, principalement 

ceux liés en α2,3 et α2,8 des gangliosides GM3 et GD3. Elle intervient dans la croissance des 

axones et la régénération neuronale. Enfin, NEU4 est située dans les lysosomes, les 

mitochondries et le réticulum endoplasmique dans différents tissus. Elle agit sur les 

gangliosides ainsi que sur les antigènes sialyl-Lewis x et a dans des cellules cancéreuses de 

colon (Shiozaki et al., 2011). 

5) Les lectines : exemple des Siglecs 

 La première description scientifique de l'activité des lectines remonte à 1860. Une 

goutte de venin de serpent est mise en contact avec une goutte de sang de pigeon, les deux 

substances se mélangent instantanément. Il s'agit alors de la première observation 

d'agglutination des érythrocytes. Des études suivantes sur la sélectivité des groupes sanguins 

ont permis de formuler le terme de « lectine ». W.C Boyd définit la lectine comme une 

protéine présentant une action spécifique mais qui n'est pas un anticorps. La lectine diffère 

également d'une glycosyltransférase, des transporteurs de sucres libres et d'un récepteur 

bactérien. Ces quatre critères d'exclusion constituent la définition d'une lectine.  

 Parmi les lectines connues, les Siglecs (Sialic acid-binding immunoglobulin-types 

lectins) sont une famille de lectines se liant aux acides sialiques et impliquées dans divers 

processus immunitaires. Les Siglecs constituent ainsi des protéines membranaires de type I de 

la superfamille des immunoglobulines (IgSF) (Macauley et al., 2014). 
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Figure 40 : Organisation structurale des Siglecs humaines et murines. 
 
Les Siglecs sont réparties en deux groupes : le premier constitué de la sialoadhésine (Siglec-1), le 

CD22 (Siglec-2), la MAG (Siglec-4) et la Siglec-15 ; le second groupe englobe les Siglecs du type 

CD33. Elles partagent une structure commune composée d'un domaine type immunoglobuline V-set 

en N-terminal qui reconnait l'acide sialique, d’un ou plusieurs domaines C2, d'une région 
transmembranaire et d'une queue cytoplasmique. Cette dernière comporte des séquences de liaison 

variées. Les Siglecs inhibitrices, telles que les Siglecs-5 et -11, portent des motifs inhibiteurs ITIM et 

ITIM-like. Les Siglecs activatrices, telles que la Siglec-14, possèdent un résidu basique dans leur 
région transmembranaire et des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) 

activateurs. Grb, Growth factor receptor-bound protein ; ITIM, Immunoreceptor Tyrosine-based 

Inhibitory Motif ; SHP, Src homology domain 2-containing tyrosine phosphatase (Adapté de Varki et 

Crocker, 2009). 
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Les Siglecs sont aussi classées parmi les lectines de type I. Un grand nombre de Siglecs ont 

été identifiées chez les Mammifères, deux groupes ont donc été créés selon les similitudes de 

séquence et la conservation parmi les espèces étudiées. Le premier groupe comporte la 

sialoadhésine (Sn ou Siglec-1), le CD-22 (ou Siglec-2), la MAG (Myelin-associated 

glycoprotein ou Siglec-4) et la Siglec-15. Le deuxième groupe est constitué de la grande 

famille des Siglecs CD33 (Varki et Crocker, 2009) (Figure 40). 

 La plupart des cellules expriment deux paires de Siglecs, chaque paire présente la 

même liaison aux glycanes mais avec des activités fonctionnelles opposées. Les queues 

cytoplasmiques des Siglecs « inhibitrices » contiennent des motifs inhibiteurs ITIM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) qui régulent de façon négative les voies 

de signalisation. Au contraire, les Siglecs « activatrices » ont des résidus chargés positivement 

dans leur région transmembranaire pouvant se lier aux protéines adaptatrices pour les ITAM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) et donc activer les voies adéquates 

(Blasius et Colonna, 2006).  

6) Implication des acides sialiques lors de la myogenèse 

 La myopathie héréditaire à corps d'inclusion (HIBM2 : Hereditary Inclusion Body 

Myopathy) a été décrite pour la première fois en 1984. Il s'agit de la première preuve de 

l'implication de la sialylation lors du processus myogénique. Lors de cette pathologie révélée 

à l'âge adulte, le sujet présente une faiblesse musculaire progressive et lente. Les fibres 

dégénèrent lentement et le patient ne parvient pas à les régénérer. En analyses histologiques, 

les myofibres sont atrophiées et des inclusions sont visibles dans le cytoplasme ou les noyaux. 

(Argov et Yarom, 1984). Des analyses moléculaires ont montré que la cellule musculaire 

présentait une hypo-sialylation générale (Hinderlich et al., 2004). Plusieurs mutations 

responsables de cette maladie ont été identifiées, il s'agit de trois mutations faux-sens du gène 

codant la GNE/MNK (Darvish et al., 2002 ; Hinderlich et al., 2004). Néanmoins, la 

diminution globale de la sialylation observée n'est pas due qu'à ces mutations. 

 Pour tenter de mettre en lien la sialylation et cette perte de fonction des fibres, les 

scientifiques ont étudié l'impact d'une baisse de l'activité de l'enzyme GNE/MNK. Lors de 

cette diminution, la perméabilité cellulaire au calcium est augmentée. Dans ce sens, les acides 

sialiques seraient susceptibles de favoriser la fixation des ions calciques à la surface cellulaire 

grâce à leurs charges négatives. Le Ca2+ et le Na2+ sont des espèces ioniques indispensables au 
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bon enchaînement de la contraction des fibres musculaires (Bennett et al., 1997). De plus, les 

protéines membranaires constitutives des canaux sodiques voltage-dépendants sont 

glycosylées et sialylées. Lorsqu'une telle protéine est déglycosylée, l'activité du canal associé 

est modifiée et l'apport de sodium est donc altéré (Bennett, 2002).  

 En conditions physiologiques, lorsque la poly-sialylation des protéines NCAM est 

augmentée dans des myoblastes de la lignée cellulaire C2C12, la formation de myotubes est 

réduite. A l'inverse, quand la polysialylation est inhibée, les cellules C2C12 se différencient 

(Suzuki et al., 2003). L'équipe de Fanzani a, en 2003, travaillé sur le rôle des sialidases lors 

de la fusion myoblastique. Durant la fusion myoblastique, il a été montré que la 

neuraminidase NEU2 est surexprimée. Lorsque cette enzyme est surexprimée dans des 

cellules C2C12, la capacité proliférative des cellules diminue et les cellules ont même 

tendance à entrer en différenciation de manière précoce (Fanzani et al., 2003). Cette même 

équipe a ensuite cherché à déterminer quelles voies de signalisation étaient impliquées. Lors 

d'une hypertrophie musculaire induite par l'IGF-1, la synthèse de NEU2 est augmentée par 

activation de la voie PI3K/Akt/mTOR. Pendant la prolifération myoblastique, l'activation de 

la voie ERK1/2 régule négativement l'activité de NEU2 (Fanzani et al., 2006). De plus, 

NEU2 est sous-exprimée dans des cellules de rhabdomyosarcome humaines présentant un 

défaut de différenciation myogénique (Stoppani et al., 2009). Enfin, la neuraminidase NEU3 

est elle aussi impliquée dans la différentiation musculaire squelettique car un knockdown de 

son gène inhibe la formation des myotubes (Anastasia et al., 2008) 

 L’implication de la sialylation lors de la myogenèse adulte apparaît donc comme 

primordiale pour comprendre et expliquer les mécanismes de différenciation et de fusion. Des 

interrogations demeurent quant à la caractérisation des glycoprotéines et des glycolipides 

sialylés et des voies de signalisation cellulaire favorisant ou au contraire bloquant la 

différenciation myogénique.  
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Objectifs 

 

 La compréhension des mécanismes régissant la myogenèse, dont les modifications 

post-traductionnelles des glycoprotéines de surface, est d'une importance capitale pour 

appréhender la régénération du muscle squelettique à la suite d’une blessure ou lors d'une 

pathologie. La myogenèse se caractérise par une phase de prolifération des myoblastes, leur 

différenciation en myocytes puis leur fusion pour donner des myotubes. 

 Le laboratoire s'intéresse depuis de nombreuses années à l'étude de la myogenèse dans 

différents modèles. Notre équipe s'est focalisée sur l'implication des processus de 

glycosylation, dont la sialylation et la O-fucosylation, au cours de la myogenèse. Nous avons 

cherché à comprendre de quelle manière les structures glycaniques sont modifiées durant la 

myogenèse aux moyens de modèles cellulaires tels que la lignée myoblastique murine C2C12 

et des cellules satellites murines. Une étude menée au sein de notre équipe a consisté à 

analyser l’expression de 375 glyco-gènes par la technique de RT-PCR quantitative. Parmi ces 

375 gènes, 37 sont dérégulés d’un facteur 4 au niveau transcriptionnel, dont deux codent les 

sialyltransférases ST8Sia II et ST8SiaV et un code la Siglec g (Janot et al., 2009). 

  Notre équipe a établi une corrélation entre la quantité d'acides sialiques périphériques 

liés et la différenciation myogénique des cellules myoblastiques murines C2C12 : la 

quantification de la liaison des lectines SNA et MAA, associées respectivement à l’α2,6 et 

l’α2,3 sialylation, durant la différenciation myogénique a été réalisée. L’α2,6 et l’α2,3 

sialylation décroissent au cours de la différenciation. La diminution d’α2,6 sialylation est plus 

rapide et plus régulière sur les 96 premières heures de la différenciation myogénique 

(Doctorat A. Bouchatal, 2015). De plus, le nombre de sialyltransférases ST6Gal étant bien 

inférieur à celui des sialyltransférases ST3Gal, nous avons choisi de poursuivre le travail sur 

l’α2,6 sialylation. Cette diminution d’α2,6 sialylation est associée pour partie à la baisse de 

l'expression du gène codant la sialyltransférase ST6Gal I au cours de la différenciation. 

L’enzyme ST6Gal II a été écartée de notre analyse, étant principalement associée à la 

sialylation dans le cerveau et les ganglions lymphatiques, ainsi qu’aux phénomènes 

inflammatoires (Takashima et al., 2002 ; Groux-Degroote et al., 2008). 

 C'est pourquoi, mon travail de doctorat s’est orienté vers st6gal1, et l’α2,6 sialylation, 

et son implication dans la fusion des myoblastes. Pour ce faire, il est nécessaire de créer des 
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clones sous-exprimant st6gal1 à partir de la lignée C2C12. Sur les clones obtenus sous-

exprimant st6gal1, une étude phénotypique a été conduite en analysant leur vitesse de 

prolifération et leur indice de fusion.  

 Une étude des voies de signalisation a été effectuée afin d’associer la diminution de 

l’α2,6 sialylation au « comportement » des cellules. Parmi ces voies, celle de Notch via Pax7 

et des Smads sont associées à la prolifération, alors que celles d’Akt et p38-MAPK sont 

associées à la différenciation et la fusion cellulaire. L'étude de ces voies a permis d’expliquer 

l'incidence d’une diminution de l'α2,6 sialylation sur le faible taux de cellules de réserve.  

 Une autre partie du travail était consacrée à l’analyse des N-glycanes afin d’identifier 

ceux qui portent les structures sialylées et de corréler leur présence à l’état des cellules 

(prolifération, différenciation, myotubes, cellules de réserve). Il est également envisagé de 

caractériser les glycoprotéines qui les portent.  

 

 Du point de vue de la méthodologie, nous avons utilisé la technique du shRNA afin de 

sous exprimer st6gal1 dans les cellules C2C12. L’analyse des voies de signalisation a été 

effectuée au moyen des techniques de RT-PCR quantitative en temps réel et de western blot. 

Enfin, les N-glycanes et les glycoprotéines ont été caractérisés par spectrométrie de masse et 

par l’utilisation de « lectin-blots ». 
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I- Création de clones sous exprimant st6gal1 

 1) Culture et différenciation cellulaire  

  a) Culture et conservation des cellules 

 Les cellules de la lignée myoblastique murine C2C12, issue des muscles squelettiques 

du membre postérieur d’une souris adulte C3H (ATCC – CRL-1772, Manassas, VA, USA) 

(Yaffe et Saxel, 1977), sont cultivées sous 5% de CO2 à une température de 37°C dans un 

milieu de croissance (GM, growth medium) composé de milieu DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium, Gibco, Carlsbad, CA, USA) accompagné de 10% (v/v) de sérum de veau 

fœtal (SVF, Eurobio, Courtaboeuf, France) et de pénicilline-streptomycine (100 µg/mL-100 

unités/mL, Gibco). A 70-80% de confluence, les cellules sont lavées avec du PBS (Tampon 

Phosphate Salin, Gibco) puis décollées par traitement à la trypsine (0,125% trypsine (v/v), 

0,125 mM EDTA). La suspension cellulaire est centrifugée 5 minutes à 2500 rpm. Les 

cellules sont alors comptées sur lame de Malassez avant d'être ensemencées dans de nouvelles 

flasques ou plaques à raison de 5000 cellules par cm².  

 Les cellules C2C12 sont conservées dans l’azote. A 70% de confluence, une 

trypsination est effectuée, les cellules sont comptées, centrifugées puis mises en suspension 

dans du milieu de congélation (5% DMSO, 95% GM) à la concentration de 106 cellules/mL et 

réparties dans des cryotubes pour être stockées dans de l'azote liquide.  

  b) Induction de la différenciation myoblastique 

 Pour induire la différenciation myoblastique, le milieu de croissance GM est remplacé 

par du milieu de différenciation (DM) défini comme du milieu DMEM complémenté avec 2% 

(v/v) de sérum de cheval (Gibco) et de la pénicilline-streptomycine (100 unités/mL-100 

µg/mL). Les cellules sont cultivées dans ce milieu durant toute la cinétique de 

différenciation ; le milieu est changé quotidiennement. 

 2) Isolement des myotubes, des cellules de réserve et myoblastes 

 Les myotubes sont décollés du support par trypsination ménagée (Kitzmann et al., 

1998) : une étape de trypsination (0,1% trypsine, 0,1 mM EDTA) pendant 30 secondes est 

effectuée afin de décoller seulement les myotubes qui sont récupérés après centrifugation 

(2500 g pendant 5 minutes) du milieu d’extraction. Les cellules encore adhérentes, cellules de 

réserve et myoblastes, sont récoltées par une trypsination de 5 minutes puis centrifugation à 
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Tableau 9 : Séquences des oligonucléotides utilisés pour générer les shRNA-st6gal1 et 

shRNA-mock intégrés dans le vecteur pSIREN 

 

Nom du shRNA Séquence (5’-3’) 

sh1-st6gal1-F GATCCGCGGAACTATCTGAACATGAATAAAGTTCTCTTATTC

ATGTTCAGATAGTTCCTCTTTTTTACGCGTG 

sh1-st6gal1-R AATTCACGCGTAAAAAAGAGGAACTATCTGAACATGAATAA

GAGAACTTTATTCATGTTCAGATAGTTCCGCG 

sh-mock-F GATCCGGGAATCTCATTCGATGCATACAAGTTCTCTGTATGCA

TCGAATGAGATTCTCTTTTTTACGCGTG 

sh-mock-R AATTCACGCGTAAAAAAGAGAATCTCATTCGATGCATACAGA

GAACTTGTATGCATCGAATGAGATTCCCG 

 

Les sites de restriction des enzymes EcoRI (rouge) et BamHI (bleu) ont été ajoutés aux extrémités des 

séquences des shRNA.  
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2500 g pendant 5 minutes. Les culots cellulaires récoltés sont ensuite lyophilisés durant 24 

heures. 

 3) Production des lentivirus et création de la lignée knockdown pour st6gal1 

 Les séquences des shRNA (Tableau 9) ont été déterminées d’après la séquence 

d'ARNm du gène cible st6gal murin. De plus à leurs extrémités, des séquences correspondant 

aux sites de restriction pour EcoRI et BamHI ont été ajoutées. Les shRNA ciblant l'ARNm de 

la sialyltransférase ST6Gal I (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) ont été intégrés dans le 

vecteur d'expression pSIREN (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) au niveau des sites 

de restriction EcoRI et BamHI. Une séquence codant un shRNA ne ciblant aucune région du 

gène st6gal1 a également été introduit dans un vecteur pSIREN. L'expression des shRNA est 

sous la dépendance du promoteur U6 (promoteur humain de l'ARN polymérase III) présent 

dans le pSIREN. Ce dernier possède un gène de résistance à la puromycine pour la sélection 

des clones. Des cellules embryonnaires humaines de rein HEK293T ont été transfectées avec 

le pSIREN afin de créer des lentivecteurs. Après 48 heures, le milieu de culture contenant les 

particules virales est collecté, filtré et utilisé pour la transfection des cellules C2C12 (Le Cam 

et al., 2006). Ces dernières sont incubées pendant 24 heures en présence des particules virales 

contenant les séquences des shRNA. Les cellules C2C12 ayant intégré les séquences 

apportées par les particules virales sont sélectionnées grâce à l'ajout de puromycine (Gibco) à 

une concentration de 10 µg/mL. Les populations clonales sont cultivées de la même manière 

que les C2C12, excepté la puromycine maintenue à une concentration de 2 µg/mL.  

 Deux clones ont été sélectionnés et ont été nommés C2C12-sh-Cl1 et C2C12-sh-Cl2. 

Après la sélection de ces deux clones, les cellules restantes, donc résistantes à la puromycine 

et présentant des niveaux de sous-expression hétérogènes, ont été collectées et regroupées afin 

de constituer la population C2C12-sh-pool.  

 La même démarche a été appliquée pour créer les cellules contrôles C2C12-sh-Mock. 

II- Caractérisation des populations clonales KD pour st6gal1 

 1) Vérification de la sous-expression de st6gal1 par RT-PCR quantitative en 

temps réel  

 Des ARN totaux de chaque sous-population cellulaire ont été extraits grâce au kit 

« RNeasy mini kit » (QiagenInc, Hilden, Allemagne) et en appliquant le protocole fourni par  
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Qiagen. Les ARN sont quantifiés en utilisant le spectrophotomètre NanoDrop 1000 

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Une transcription inverse a été réalisée à 

partir de 2 µg d'ARN au moyen du kit « high capacity cDNA reverse transcription kit » 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) selon le programme suivant : 10 minutes à 

25°C, 2 heures à 37°C, 5 minutes à 85°C. 

 La quantité relative de transcrits de st6gal1 est déterminée en utilisant 20 ng de produit 

de rétrotranscription, issus de la transcription inverse, pour chacun des échantillons ainsi 

qu'une sonde TaqMan spécifique (Applied Biosystems) pour st6gal1 (sonde TaqMan : 

Mm00486119_m1) ; le gène gapdh (sonde TaqMan : Mm99999915_m1) est utilisé comme 

gène de référence. La fluorescence est mesurée à l'aide de l'appareil « QuantStudio 3 real-time 

PCR systems » (Applied Biosystems) et du logiciel « QuantStudio Design and Analyse 

Software v1.3 » (Applied Biosystems). Le programme d'amplification est le suivant : 2 

minutes à 50°C, 10 minutes à 95°C pour la dénaturation, 40 répétitions de 15 secondes à 95°C 

et de 1 minute à 60°C. La méthode de comparaison des ΔΔCt (threshold cycle) a été utilisée 

pour quantifier les quantités relatives de chaque ARNm (Livak et Schmittgen, 2001). Les 

valeurs de ΔΔCt représentent le ΔCt pour chaque gène dans une condition donnée auxquelles 

est retranchée la valeur de ΔCt du même gène en condition contrôle (C2C12-sh-Mock). Les 

quantifications relatives (RQ, relative quantifications) des transcrits d'un échantillon 

expriment les changements d'expression par rapport à l'échantillon contrôle, après 

normalisation par rapport au gène de référence gapdh. Les calculs de RQ sont effectués par le 

logiciel « QuantStudio Design and Analyse Software v1.3 » (Applied Biosystems) et n'ont été 

effectués que pour des valeurs de Ct inférieures à 37. 

 2) Cinétique de prolifération 

 Les cellules clonales et contrôles ont été ensemencées dans du milieu de croissance en 

plaque 6 puits à raison de 72 000 cellules par puits. A chaque temps de la cinétique de 

prolifération, les cellules sont décollées par trypsination (1% trypsine (v/v), 0.5 mM EDTA 

pendant 5 minutes), centrifugées et comptées sur lame de Malassez. Les analyses ont été 

réalisées en duplicat pour chaque temps et une moyenne des valeurs a été calculée.  

 3) Indice de fusion  

 Les cellules clonales et contrôles ont été ensemencées en plaques 6 puits à raison de 72 

000 cellules par puits. A 70-80% de confluence, on remplace le milieu de prolifération par du 

milieu de différenciation. A différents temps de différenciation, les cellules sont lavées avec   
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1 mL de PBS et fixées dans du PBS-PFA 4% (v/v) (Paraformaldéhyde ; Sigma-Aldrich) 

pendant 20 minutes, à température ambiante. Après trois lavages avec 1 mL de PBS, de 

l'éthanol 70% (v/v) est introduit dans chaque puits. Après une nuit à 4°C, ces cellules, 

déshydratées, ont été colorées au Jenner-Giemsa (Merck, Darmstadt, Allemagne). L'indice de 

fusion est établi comme suit : pour douze champs observés à l'objectif x40, les noyaux 

présents dans les myotubes et le nombre total de noyaux observés par champ ont été comptés. 

Le pourcentage de fusion est calculé, il correspond au rapport : (Nombre de noyaux dans les 

myotubes/Nombre total de noyaux) x100. 

III- Comparaison de l’α2,3 et l’α2,6 sialylation par l'utilisation de lectines 

 1) Marquages des cellules par lectines SNA et MAA au cours de la différenciation 

 Les cellules C2C12 sont cultivées en plaque 12 puits et la différenciation est initiée 

une fois que les cellules ont atteint 70-80% de confluence. Pour chaque point de la cinétique 

de différenciation, le milieu de différenciation est enlevé, les cellules sont lavées trois fois 

dans 1 mL de PBS et fixées dans du PBS-PFA 4% (v/v) pendant 20 minutes. Après lavage 

avec du PBS, les cellules sont incubées dans une solution de saturation (Roche, Pentzberg, 

Allemagne) pendant 30 minutes à température ambiante afin d'augmenter la spécificité du 

marquage. Après deux lavages avec 1 mL de tampon lectine n°1 (1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2 

dans une solution de TBS (« Tris Buffered Saline »), pH 7,5), les cellules sont incubées avec 

200 µL de lectines (lectines couplées à l'α-digoxigénine, kit « DIG glycan differentiation », 

Roche) pendant une heure à température ambiante. Les lectines utilisées sont la SNA 

(Sambucus nigra agglutinin) (0,125 mg/mL) qui se lie préférentiellement aux acides 

sialiquesliés en α2,6 à un galactose ou une GalNAc et la MAA (Maackia amurensis 

agglutinin) (0,125 mg/mL) reconnaissant un acide sialique lié en α2,3 à un galactose 

appartenant à un N ou O-glycane. Les cellules sont ensuite rincées trois fois au TBS et 

incubées avec l'anticorps anti-α-digoxigénine-phosphatase alcaline qui reconnaît l'α-

digoxigénine couplée aux lectines (dilution 1/1000ème, kit « DIG glycan differentiation », 

Roche) pendant une heure à température ambiante. Deux lavages au tampon lectine n°2 (0,1 

M Tris, 0,05 mM MgCl2, 0,1 mM NaCl, pH 9,5) sont effectués, l'activité de la phosphatase 

alcaline est révélée par ajout de 50 µL par puits d'une solution de NBT-BCIP (« nitro blue 

tetrazolium chloride – 5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine salt ») (dilution 

1/50ème dans le tampon lectine n°2, Roche) pendant 30 minutes à température ambiante. La 

réaction est stoppée grâce à 200 µL de diméthylsulfoxyde (DMSO) et l'absorbance est  
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mesurée à 550 nm avec le lecteur de microplaque multimodes à système de filtres pour 

l'absorbance « Fluostar Omega » (BMG Labtech, Ortenberg, Allemagne). 

2) Extraction des protéines membranaires 

 L'extraction des protéines membranaires est réalisée à l'aide du kit « Mem-PER 

eukaryotic membrane protein extraction reagent kit » (ThermoFisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). Les culots cellulaires sont solubilisés dans 150 µL de tampon A (fourni avec le 

kit) auxquels sont ajoutés des inhibiteurs de protéases (« Complete protease inhibitor cocktail 

», Roche). Après 20 minutes d'incubation à température ambiante, 225 µL de réactif B et 225 

µL de réactif C ainsi que des inhibiteurs de protéases sont ajoutés aux cellules lysées. Les 

tubes sont placés dans la glace durant 30 minutes et sont vortexés toutes les cinq minutes. Les 

tubes sont ensuite centrifugés pendant 5 minutes à 10 000 g. Les surnageants contenant les 

protéines sont transférés dans de nouveaux tubes et sont incubés dans un bain-marie à 37°C 

pendant 20 minutes. Une dernière centrifugation (10 000 g, 5 minutes) permet de distinguer la 

phase hydrophile de la phase hydrophobe qui contient les protéines membranaires. La phase 

hydrophile est retirée et la phase hydrophobe est transférée dans de nouveaux tubes qui seront 

conservés à -20°C. Les protéines sont alors dosées par la méthode BCA (Bicinchoninic acid 

assay, ThermoScientific, Rockford, IL, USA).  

 3) Traitements enzymatiques des protéines membranaires 

 Les protéines membranaires précédemment extraites et dosées sont traitées à la N-

glycosidase F ou à la O-glycosidase (kit « Enzymatic protein deglycosylation », Sigma-

Aldrich) qui éliminent respectivement les N-glycanes et une partie des O-glycanes. Les 

protéines membranaires (25 µg) sont dissoutes dans 7,5 µL d'eau stérile auxquels sont ajoutés 

10 µL de tampon de réaction (fourni dans le kit) et 2,5 µL de solution de dénaturation (fournie 

dans le kit). Les tubes sont placés sur une plaque chauffante à 100°C pendant 5 minutes. Du 

Triton X-100 (2,5 µL) et 1 µL d'enzyme sont ensuite ajoutés dans chacun des tubes qui sont 

placés durant une nuit à 37°C. 

4) Extraction des protéines totales 

 Les culots cellulaires sont solubilisés dans un tampon de lyse RIPA (50 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, 0,5% sodium déoxycholate, 1% NP-40, 0,1% SDS, pH 8) accompagné d'un 

cocktail d'inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Roche) pendant 1h30 à 4°C en rotation 

continue. Après centrifugation à 12 000 g pendant 30 minutes à 4°C, les surnageants  
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contenant les protéines sont récupérés. Les protéines sont alors dosées par la méthode BCA 

(Bicinchoninic acid assay, ThermoScientific). 

 5) Analyses des glycoprotéines par « lectinblots » 

 Les protéines (25 µg) sont séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide (10% 

p/v) en conditions dénaturantes (migration à 20 mA pendant 1h30). Après transfert sur une 

membrane de nitrocellulose (Premium 0,2 µm NC, GE Healthcare-Life Sciences, Little 

Chalfont, Royaume-Uni) à 130 mA pendant 1h30, la membrane est saturée dans une solution 

de PBS et de réactif saturant à 10% (v/v) (Roche) pendant 30 minutes à température ambiante. 

Après trois lavages au TBS pour le marquage SNA et au TBS et tampon lectine n°1 pour le 

marquage MAA, les membranes sont incubées en présence de SNA couplée à la streptavidine 

(5 µg/mL, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) ou de MAA couplée à l'α-

digoxigénine (125 µg/mL, kit « DIG glycan differentiation », Roche). Puis trois lavages de 10 

minutes au PBS-Tween-20 0,05% (v/v) pour la SNA et au TBS 1X pour la MAA sont 

réalisés. La membrane SNA est incubée dans une solution de streptavidine-HRP (dilution 

1/1000ème, Sigma-Aldrich) et la membrane MAA dans une solution de phosphatase alkaline 

couplée à l'α-digoxigénine (dilution 1/1000ème, Roche) pendant une heure afin de reconnaître 

spécifiquement les acides sialiques α2,3 et α2,6 liés. Deux glycoprotéines contrôles ont aussi 

été utilisées : la carboxypeptidase Y (protéine non sialylée) comme contrôle négatif et la 

fétuine (protéine sialylée) pour le contrôle positif. Avant analyse, trois lavages de 10 minutes 

au PBS-Tween-20 0,05% pour la SNA et au TBS 1X pour la MAA sont effectués. Le 

marquage de la SNA est révélé grâce à un substrat chimioluminescent (« BM 

chemiluminescence blotting substrate, POD », Roche) et à une caméra CCD de 

chimioluminescence (Caméra Amersham Imager 600, GE Healthcare Life Sciences, Chicago, 

IL, USA). Pour la lectine MAA, la membrane est incubée dans une solution de NBT-BCIP 

diluée dans le tampon lectine n°2 (dilution 1/500ème, kit « DIG glycan differentiation », 

Roche).  

 6) Immunomarquages des acides sialiques α2,3 et α2,6 liés 

  Les cellules ont été ensemencées sur des lames Lab-Tek à quatre compartiments 

(Sigma-Aldrich) à raison de 28 000 cellules/cm² pour les C2C12-sh-Mock et de 40 000 

cellules/cm² pour les C2C12-sh-Cl2. Après 24 heures de culture, les cellules sont lavées trois 

fois dans 1 mL de PBS et sont fixées au PBS-PFA 4% (v/v) pendant 20 minutes. Les cellules 

ont été traitées à la N-glycosidase F (dilution 1/600ème dans PBS 1X, Roche) pendant 1h30 à  
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37°C sous 5% de CO2. Les cellules non traitées ont été incubées dans du DPBS dans les 

mêmes conditions. Après trois lavages avec du PBS 1X, les cellules sont incubées pendant 

une heure à température ambiante dans une solution de saturation (solution de PBS 

accompagnée de 10 % (v/v) de sérum de chèvre, 1% (p/v) d'albumine bovine et 0,1% de 

Triton X-100), puis incubées la nuit dans la solution de lectine SNA couplée à la streptavidine 

(5 µg/mL, Vector Laboratories) ou de MAA couplée à l'α-digoxigénine (50 µg/mL, Roche) à 

4°C. Ensuite, elles sont lavées trois fois avec 1 mL de PBS-Tween-20 0,1% (v/v), puis mises 

en contact avec un anticorps anti-streptavidine couplé à l’Alexa 568 (dilution 1/200ème, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) pour le marquage SNA, et un anticorps anti-α-digoxigénine 

couplé à l’Alexa 488 (dilution 1/1000ème, Vector Laboratories) pour le marquage MAA. Après 

marquage au DAPI (4', 6-diamino-2-phénylindole) des noyaux (dilution 1/1000ème, 

ThermoFischer, Waltham, MA, USA) pendant 15 minutes, puis trois lavages avec 1 mL de 

PBS-Tween-20 0,1% (v/v), une solution de Mowiol (Mowiol 4‐88 9,6%, glycérol 12%, Tris 

HCl pH 8,5 0,1 M) est appliquée lors du montage entre la lame et la lamelle. Les cellules sont 

observées au microscope inversé à épifluorescence Leica DMI6000B (Wetzlar, Allemagne) 

aux grossissements x10 et x40. Pour détecter la fluorescence, trois longueurs d'onde ont été 

choisies (345 nm pour le DAPI, 499 nm pour l'Alexa 488, 579 nm pour l'Alexa 568) avec 

pour chacune un ajustement du temps d'exposition et de l'intensité lumineuse. L'acquisition 

des images est réalisée à raison de cinq prises de vue par compartiment et par grossissement 

grâce au logiciel MetaMorph (Molecular devices, Sunnyvale, CA, USA). Pour finir, les 

images ont été traitées avec le logiciel ImageJ (NIH). 

IV- Analyses des glycanes par spectrométrie de masse 

 1) Extraction et purification des N-glycanes 

 Les culots cellulaires sont repris dans une solution de PBS-Triton X-100 1% (v/v) puis 

subissent une sonication pendant 30 minutes afin de lyser les cellules. Les débris cellulaires et 

la fraction insoluble sont culotés par centrifugation (13 000 rpm, 10 minutes, 4°C) et le 

surnageant est retiré. Afin de prévenir la formation de ponts disulfures, les cellules sont 

incubées dans 10 mM de dithiothréitol (DTT) pendant une heure à 37°C. De l'iodoacétamide 

0,5 M est ensuite ajouté afin d'empêcher l'action de certaines peptidases ; les cellules sont 

conservées pendant une heure dans l'obscurité à 37°C. Les protéines alkylées par l'action de 

l'iodoacétamide sont précipitées dans une solution d'acide trichloroacétique 10% (v/v) pendant 

30 minutes à -20 °C. Ces protéines sont ensuite centrifugées (13 000 rpm, 10 minutes, 4 °C) et  
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le surnageant est écarté. Trois lavages des culots protéiques sont réalisés avec 1 mL d'acétone 

froid et les culots sont centrifugés entre chaque lavage (13 000 rpm, 10 minutes, 4°C). Les 

échantillons sont incubés avec de la trypsine (Sigma-Aldrich) et 50 mM de bicarbonate 

d'ammonium (pH 8,4) pendant une nuit à 37 °C. L'action de la trypsine est stoppée en 

chauffant les culots à 100°C pendant 5 minutes. Les N-glycanes sont libérés par traitement à 

la N-glycosidase F (BioLabs, Ipswich, MA, USA) durant 24 heures à 37 °C. Les N-

glycopeptides sont séparés par chromatographie C18 Sep-Pak (Waters, Milford, MA, USA). 

Les colonnes ont été activées par de l'acétonitrile et équilibrées avec une solution d'acide 

acétique 5% (v/v) qui a permis d'éluer les N-glycanes.   

 2) Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

 Les N-glycanes extraits doivent être perméthylés (Ciucanu et Kerek, 1984) avant 

d'être analysés en spectrométrie de masse. Les échantillons sont incubés dans une solution de 

DMSO/NaOH/ICH3 pendant 2 heures sous agitation. La dérivatisation est stoppée par l'ajout 

d'eau et les glycanes perméthylés sont extraits dans du chloroforme et lavés au moins huit fois 

à l'eau. Ils sont ensuite solubilisés dans de l'acétonitrile et mélangés avec une solution matrice 

d'acide dihydroxybenzoïque (10 mg/mL) dissout dans de l'acétonitrile et de l'eau (dilution 7:3 

(v/v)) avant d'être chargés sur la plaque MALDI. Les acquisitions des spectres s'effectuent sur 

le spectromètre de masse Axima Resonance MALDI-QIT-TOF-MS (Shimadzu, Kyoto, 

Japon).  

 3) Quantifications des N-glycanes 

 Les quantifications sont obtenues en ajoutant les valeurs de voltage (mV) aux trois 

isotopes majeurs de chacune des structure glycanique identifiée. Pour chaque échantillon, les 

pourcentages individuels de chaque glycane sont calculés. 

V- Analyses des niveaux de transcrits et de protéines associés au knockdown du gène 

st6gal1 

 1) RT-PCR quantitative en temps réel de Myomaker, Pax7 et des gènes cibles de 

la voie de signalisation de Notch 

 Les ARN sont extraits à partir de culots cellulaires à l'aide du kit « RNeasy mini kit » 

(QiagenInc) et la transcription inverse est réalisée comme citée dans le paragraphe II-1). Des 

sondes spécifiques Taqman (Applied Biosystems) sont utilisées pour les gènes suivants : Pax7 

(sonde Taqman : Mm03053796_m1), Myomaker (sonde Taqman : Mm00481256_m1), Hes1  
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(sonde Taqman : Mm00468601_m1), Hey1 (sonde Taqman : Mm00468865_m1), Hes6 

(sonde Taqman : Mm00517097_g1), Rbpj (sonde Taqman : Mm00770450_m1) ; gapdh 

(sonde Taqman : Mm99999915_m1) est utilisé comme gène de référence. La fluorescence est 

quantifiée de la même façon que précédemment et le logiciel « QuantStudio Design and 

Analyse Software v1.3 » (Applied Biosystems) est à nouveau utilisé afin de comparer les 

différentes valeurs de Ct et de calculer les valeurs de RQ. 

 2) Immunomarquages Pax7/MyoD 

 Ce double marquage est réalisé afin d'estimer la proportion de cellules de réserve dans 

chaque sous-population cellulaire. Les cellules clonales et contrôles ont été ensemencées dans 

des chambres Lab-Tek (Sigma-Aldrich) comme pour les immunomarquages avec les lectines. 

Après 24 heures, les cellules sont lavées trois fois dans 1 mL de PBS 1X et fixées dans du 

PBS-PFA 4% (v/v) pendant 20 minutes à température ambiante. Après un lavage 

supplémentaire au PBS, les cellules sont perméabilisées au moyen d'un tampon Hepes-Triton 

(20 mM Hepes, 300 mM sucrose, 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0,5% (v/v) Triton X-100, pH 

7,4) pendant 30 minutes à 4°C puis elles sont lavées à trois reprises dans du PBS. Après 

traitement avec la solution de saturation, les cellules sont ensuite incubées pendant une nuit en 

présence des anticorps primaires à 4°C : anticorps anti-Pax7 (100 µg/mL, Developmental 

Studies Hybridoma Bank, Université de l'Iowa, Iowa City, IO, USA), anticorps anti-MyoD C-

20 (dilution 1/1000ème, Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, USA). Les anticorps 

secondaires sont mis en contact des cellules pendant 15 minutes à l’obscurité à 37°C : 

l'anticorps de chèvre anti-souris est couplé à l'Alexa Fluor 488 (dilution 1/1000ème, 

ThermoFischer Scientific) pour le marquage Pax7 et l'anticorps de chèvre anti-lapin, couplé à 

l'Alexa Fluor 546 (dilution 1/1000ème, ThermoFischer Scientific) pour le marquage MyoD. 

Pour finir, les noyaux sont marqués au DAPI (dilution 1/1000ème, ThermoFischer Scientific) 

pendant 15 minutes à l'obscurité et à 37°C. Les observations et photographies sont effectuées 

au moyen du microscope à épifluorescence Leica DMI 6000B (grossissement x10) et du 

logiciel MetaMorph (Molecular devices). Pour détecter la fluorescence, trois longueurs d'onde 

identiques à celles de l'immunomarquage lectines ont été choisies avec pour chacune un 

ajustement du temps d'exposition et de l'intensité lumineuse. L'acquisition des images est 

réalisée à raison de sept prises de vue par compartiment. Les différents comptages cellulaires 

(cellules Pax7+/MyoD- ; Pax7+/MyoD+ ; Pax7-/MyoD+) ont été effectués à l'aide du logiciel 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) et les valeurs ont été exprimées en termes de 

pourcentage. 
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 3) Western blot des protéines totales 

 Des quantités identiques de protéines (100 µg par puits) sont soumises à une 

électrophorèse en gel de polyacrylamide (10% p/v) en conditions dénaturantes et réductrices 

grâce à la présence de SDS (10% v/v, Sodium dodecyl sulfate, Sigma-Aldrich). Les 

conditions de migration et de transfert sur membrane de nitrocellulose sont identiques à celles 

des « lectin blots ». La saturation des membranes est réalisée grâce à une solution de TBST 

(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20-lait 5% (p/v) ou de TBST-BSA 5% (p/v) 

(Bovin Serum Albumin, Sigma-Aldrich) pendant une heure à température ambiante sous 

agitation légère. Les membranes sont ensuite incubées dans les solutions d'anticorps primaires 

durant une nuit à 4°C sous agitation légère. Les anticorps primaires, dilués dans du TBST-lait 

2,5% (p/v) ou du TBST-BSA 2,5% (p/v), sont les suivants : Pax7 (dilution 1/100ème, 

Developmental Studies Hybridoma Bank), NICD (dilution 1/500ème, Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA), Akt (dilution 1/500ème, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), phospho-Akt (dilution 1/500ème, R&D Systems), Smad2/3 (dilution 1/500ème, R&D 

Systems), phospho-Smad2/3 (dilution 1/500ème, R&D Systems), p38 (dilution 1/500ème, R&D 

Systems), phospho-p38 (dilution 1/500ème, R&D Systems), GAPDH (dilution 1/1000ème, R&D 

Systems). L'incubation avec l'anticorps primaire est suivie de trois lavages de cinq minutes 

dans du TBST 0.1%. Les membranes sont ensuite incubées avec l'anticorps secondaire couplé 

à la péroxydase de raifort (HRP) dilué dans du TBST 0,1% - lait ou BSA 2,5% pendant une 

heure à température ambiante sous agitation légère. Après trois lavages supplémentaires au 

TBST 0.1%, les protéines sont visualisées grâce à un substrat chimioluminescent (« POD », 

Roche) et à une caméra de détection de chimioluminescence (Caméra Amersham Imager 600, 

GE Healthcare Life Sciences). Toutes les intensités ont été normalisées par rapport à celle de 

la GAPDH. 

 

VI- Tests statistiques 

Pour les tests statistiques, le test de Student a été réalisé grâce au logiciel Prism, version 7 

(GraphPad, San Diego CA, USA). Le test de significativité est déterminé selon les p‐values 

suivantes : * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
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Article 

Les cellules satellites activées sont capables de proliférer, se différencier puis fusionner pour 

former les myotubes, ceci constitue les principales étapes de la myogenèse qui sont sous 

l’influence des facteurs de transcription spécifiques du muscles MRF et de Pax7. L’entrée en 

différenciation dépend également de l’état de glycosylation des myoblastes, et notamment de 

la sialylation des N-glycanes régie par les enzymes sialyltransférases. Notre travail s’est 

concentré sur l’α2,3 et l’α2,6 sialylation, les deux types de sialylation les plus fréquemment 

rencontrés. Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans le contrôle de la 

différenciation et notamment la voie de Notch, connue pour empêcher l’expression du MRF 

MyoD et l’établissement de la différenciation.  

Nous avons donc cherché à déterminer l’implication de l’α2,6 sialylation dans la 

différenciation myogénique. 

 

 

Une partie des résultats présentés dans cet exposé a fait l’objet d’un article publié dans le 

journal FEBS Open Bio :  

 

Involvement of ST6Gal I – mediated α2,6 sialylation mediated in 

myoblast proliferation and differentiation 

 

Caroline Vergé, Amel Bouchatal, Frédéric Chirat, Yann Guérardel, Abderrahman Maftah, 

Jean-Michel Petit 
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 Certains des résultats présentés dans l’article ont été complétés dans le but de 

confirmer ou d’apporter dans une première approche des informations supplémentaires sur les 

glycoprotéines porteuses de glycanes modifiés par la baisse de l’α2,6 sialylation, et également 

sur les voies de signalisation régulant l’expression de Pax7. 

 Les analyses par spectrométrie de masse ont permis de déterminer quels types de 

glycanes étaient impactés par la sous expression de st6gal1. Nous avons donc cherché par la 

suite à définir quels « ensembles » de glycoprotéines portent ces glycanes, et ceci grâce à la 

technique des « lectin-blots » sur protéines membranaires de cellules traitées aux 

glycosidases.   

 Nous avons également montré que les cellules du clone st6gal1- ont une tendance 

accrue à la différenciation. Afin de renforcer cette constatation, nous avons cherché une 

protéine caractéristique de la fusion des myocytes qui n’est exprimée que durant ce processus, 

myomaker, dont nous avons analysé l’expression des transcrits.  

 L’augmentation de l’indice de fusion des cellules sous exprimant st6gal1 est due à une 

diminution de l’activation de la voie de Notch et une diminution de l’expression de Pax7. 

Nous avons cherché à savoir si la voie de Notch était la seule voie de signalisation impliquée 

dans la régulation de l’expression de Pax7 et ainsi la seule voie dont la diminution 

d’activation est liée à l’augmentation de l’indice de fusion des clones st6gal1-. Nous nous 

sommes alors intéressés aux voies Pi3K/Akt/mTOR et p38 connues pour intervenir lors de la 

différentiation cellulaire (Erbay et al., 2003 ; Zetser et al., 1999). 

 A l’inverse, le knockdown de st6gal1 entraîne une baisse de la capacité proliférative 

en lien avec la faible expression de Pax7. Par conséquent, nous nous sommes interrogés sur 

l’existence d’une voie impliquée dans la prolifération cellulaire et qui serait moins activée lors 

de la diminution de l’α2,6 sialylation. Notre étude s’est alors portée sur la voie TGFβ/Smad 

(Ono et al., 2011).  
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Figure 41 : Analyse de l'α2,6 (A) et α2,3 (B) sialylation de glycoprotéines membranaires 

de cellules traitées ou non à la N-glycosidase F et à la O-glycosidase. 

 
Lectin-blots sur les protéines membranaires de cellules C2C12, C2C12-sh-Mock et C2C12-sh-st6gal1 
en prolifération. Le contrôle négatif (-) est la carboxypeptidase de E. coli et le contrôle positif est la 

fétuine bovine (+). Les poids moléculaires (PM) sont exprimés en kDa. 
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Résultats complémentaires 

 

I- Analyse globale des glycoprotéines membranaires traitées à la N-glycosidase F et à la 

O-glycosidase 

 Pour identifier de manière globale les glycoprotéines membranaires impactées par la 

diminution de l'α2,6 sialylation, nous avons entrepris des traitements enzymatiques des 

cellules à la N-glycosidase F et à la O-glycosidase. La N-glycosidase F ou PNGase F clive les 

glycanes N-liés aux glycoprotéines en coupant la liaison amide entre la N-acétylglucosamine 

la plus interne d'un oligosaccharide et un résidu asparagine d’une glycoprotéine (Plummer et 

al., 1984). La O-glycosidase, aussi connue sous le nom d’endo-α-N-acétylgalactosaminidase, 

catalyse la libération du disaccharide Galβ1,3GalNAc ou GlcNAcβ1,3GalNAc fixé sur un 

résidu sérine ou thréonine d'une glycoprotéine (Umemeto et al., 1978). Les cellules C2C12 et 

mock ainsi que les deux clones ont été traitées à la N-glycosidase F ou à la O-glycosidase. 

Après traitement, les protéines sont analysées par lectin-blots pour leur niveau d’α2,3 et α2,6 

sialylation. 

 Nous observons une diminution du marquage SNA (α2,6 sialylation) pour les clones 

par rapport aux cellules mock (Figure 41.A). Le marquage SNA est plus intense dans les 

cellules issues du pool que dans les clones en raison d’un niveau d'expression de st6gal1 un 

peu plus important dans les cellules du pool. On constate un plus fort marquage pour les 

glycoprotéines de masse supérieure à 55 kDa. Après traitement à la PNGase F (Figure 41.A), 

l'intensité du marquage diminue pour l’ensemble des glycoprotéines, mais principalement 

pour celles de poids moléculaire élevé qui seraient porteuses de N-glycanes α2,6 sialylés. 

Lorsque les cellules des clones sont traitées à la O-glycosidase (Figure 41.A), le marquage 

SNA, associé à la présence de O-glycanes α2,6 sialylés, disparaît principalement pour les 

protéines de haut poids moléculaire (supérieur à 100 kDa). Le pool montre à nouveau un 

marquage plus prononcé que les cellules KD pour st6gal1. Nous avons par la suite étudié 

l'α2,3 sialylation dans les cellules traitées avec ces mêmes enzymes. Avant traitement avec les 

enzymes (Figure 41.B), le marquage MAA est légèrement diminué dans les clones par 

rapport aux cellules mock, ce qui diffère du marquage MAA présenté dans l'article où une 

augmentation de 10% a été constatée dans les cellules du clone 2 en prolifération. Cette 

différence peut provenir des extractions protéiques réalisées, l'une est une extraction de  
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Figure 42 : Expression de myomaker dans les cellules C2C12 et les cellules sous-

exprimant le gène st6gal1. 

 
Les valeurs correspondent à des quantités relatives d'ARNm, déterminées par rapport aux cellules 

C2C12-sh-Mock. Les résultats ont été normalisés avec le contrôle endogène gapdh. Les mesures ont 
été réalisées deux fois et la moyenne des deux valeurs pour chaque échantillon a été calculée. Les 

valeurs obtenues pour les cellules mock ont été utilisées comme référence pour réaliser les t-tests de 

Student. *, P<0,05 ; **, P<0,01 ; ***, P<0,001 ; N.S pour non significatif. 
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protéines totales et l'autre permet d'extraire seulement les protéines membranaires. Pour 

l’ensemble des sous-populations cellulaires, le marquage MAA est plus intense pour les 

glycoprotéines de poids moléculaire supérieur à 100 kDa. Après traitement à la PNGase 

(Figure 41.B), le marquage MAA diminue pour les glycoprotéines porteuses de N-glycanes 

α2,3 sialylés de façon similaire pour les cinq types cellulaires, ce qui est cohérent avec le fait 

que la sous-expression de st6gal1 impacte seulement l’α2,6 sialylation. Lorsque les cellules 

sont traitées avec la O-glycosidase (Figure 41.B), l'intensité du marquage MAA diminue pour 

les glycoprotéines supérieures à 100 kDa par rapport à la condition contrôle (sans traitement), 

ce qui semble logique puisqu’elles seules sont détectées. Elles seraient donc porteuses de O-

glycanes α2,3 sialylés. 

 L'inactivation de st6gal1 entraîne donc au niveau des N-glycanes une perte de l'α2,6 

sialylation des glycanes portés par les glycoprotéines de haut poids moléculaire (supérieur à 

55 kDa) et une légère perte de l'α2,3 sialylation des protéines de haut poids moléculaire 

(supérieur à 100 kDa). Concernant les O-glycanes, la sous-expression du gène codant ST6Gal 

I engendre une perte de l'α2,6 sialylation et un gain d’α2,3 sialylation au niveau des 

glycoprotéines de haut poids moléculaire (supérieur à 100 kDa).  

II- Evolution de l'expression de myomaker, facteur impliqué dans la fusion myogénique 

 Nous avons montré précédemment que les cellules sous exprimant st6gal1 présentent 

un indice de fusion plus important puisqu'à 96 heures de différenciation, la moitié de ces 

cellules sont différenciées tandis que seulement 38 % des cellules mock le sont. C'est 

pourquoi, nous avons cherché à étudier l'expression du gène myomaker, qui code une protéine 

transmembranaire, spécifique du muscle et qui intervient dans la fusion des myocytes (Millay 

et al., 2013).  

 Nous avons analysé les niveaux d'expression de myomaker dans les cellules C2C12 et 

dans les cellules C2C12-sh-Cl2 en prolifération ainsi qu'en différenciation à 24 et 48 heures 

par RT-PCR quantitative (Figure 42). Lorsque les cellules sont en prolifération, myomaker 

n'est quasiment pas exprimé quel que soit le type cellulaire. En revanche, à 48 heures de 

différenciation, les cellules du clone 2 montrent une expression cinq fois plus importante de 

myomaker par rapport aux cellules C2C12. Cette augmentation peut être corrélée avec l'indice 

de fusion important des cellules sous exprimant st6gal1. En effet, ces cellules possèdent un 

nombre plus important de noyaux par myotubes puisqu’ à 240 heures de différenciation, la 
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Figure 43 : Activation de Akt dans les C2C12 et C2C12-sh-st6gal1 en prolifération et en 

différenciation. 

 
Quantification relative pAkt/Akt par rapport à gapdh dans les cellules C2C12, C2C12-sh-Mock, 

C2C12-sh-Cl2 et C2C12-sh-Pool à 48 et 96 de différenciation. Les histogrammes représentent le ratio 
phosphoAkt/Akt. La lignée C2C12 en prolifération a été utilisée pour réaliser les t-tests de Student. *, 

P<0,05 ; **, P<0,01 ; ***, P<0,001 ; N.S pour non significatif. 
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Figure 44 : Activation de p38 dans les C2C12 et C2C12-sh-st6gal1 en prolifération et en 

différenciation. 

 
(A) Analyse par western blot de l'expression de p38 et phosphop38 dans les cellules C2C12, C2C12-

sh-Mock, C2C12-sh-Cl2 et C2C12-sh-Pool en prolifération et à 48 heures de différenciation. La 
gapdh est utilisée comme protéine de référence. Les tailles attendues des différentes protéines sont 

indiquées entre parenthèses. (B) Quantification relative pp38/p38 par rapport à gapdh. Les 

histogrammes représentent les ratios phosphop38/p38. L'expérience n'a été réalisée qu'une seule fois 
d'où l'absence d'écart-type.  
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proportion de myotubes du clone 2 présentant plus de dix noyaux est supérieure à celle des 

cellules contrôles (Thèse A. Bouchatal).   

III- Voies de signalisation impliquées dans la régulation de l'expression de Pax7 

 Un certain nombre de voies de signalisation ont été montrées comme étant impliquées 

dans la régulation de la différenciation et de la fusion myogénique. Parmi celles-ci, la voie 

PI3K/Akt/mTOR est connue pour être activée 48 heures après le début de la différenciation 

(Tureckova et al., 2001). Pour étudier l'implication de la voie PI3K/Akt/mTOR dans la 

myogenèse, nous avons analysé l'activation de Akt lors de la différenciation (Figure 43). Pour 

les cellules du clone 2 qui sous-expriment st6gal1, le rapport phosphoAkt/Akt en prolifération 

est doublé par rapport aux cellules mock. A 48 et 96 heures de différenciation, il est multiplié 

par 4 et par 1,7 par rapport aux cellules mock à ces mêmes temps de différenciation. La voie 

Akt semble donc plus fortement activée lorsque l’α2,6 sialylation diminue. Cette activation 

pourrait être en relation avec la capacité des cellules du clone à se différencier plus 

rapidement. 

 La voie p38-MAPK agit elle aussi lors de la différenciation via l'activation du facteur 

de transcription MEF2C qui lui-même active l’expression de MyoD (Zetser et al., 1999). Les 

résultats rapportés ici méritent d'être confirmés puisque cette expérience n'a été réalisée 

qu'une seule fois et la différenciation n'a été menée que jusque 48 heures. L'activation de p38 

est augmentée d'environ 50% pour les cellules st6gal1- par rapport à celle des cellules C2C12 

à 48 heures de différenciation (Figure 44). La voie p38-MAPK serait activée de manière 

accrue lors de la diminution de l'α2,6 sialylation, ce qui favoriserait la différenciation de ces 

cellules.  

 A l'inverse, le TGFβ est un facteur répresseur de la myogenèse via la phosphorylation 

des protéines Smad2 et Smad3 qui, combinées à certains facteurs de transcription, régulent 

l’expression génique des MRF et notamment celle de MyoD (Liu et al., 2001). Concernant la 

voie des Smads (Figure 45), nous constatons que l'activation de Smad2/3 diminue de 30% 

pour le clone 2 en prolifération par rapport à celle observée dans les cellules mock. En 

différenciation à 48 et 96 heures dans les cellules st6gal1-, la diminution de l'activation de 

Smad2/3 est encore plus prononcée puisque les ratios phosphoSmad2/3/Smad2/3 diminuent 

de 65% et 41% (par rapport aux cellules mock) aux deux temps de différenciation étudiés ici. 

Par conséquent, dans les cellules sous-exprimant st6gal1, cette voie est moins activée ce qui 

pourrait expliquer leur prolifération plus lente. 
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Figure 45 : Activation de Smad2/3 dans les C2C12 et C2C12-sh-st6gal1 en prolifération 

et en différenciation.  

 

(A) Analyse par western blot de l'expression de Smad2/3 et phosphoSmad2/3 dans les 

cellules C2C12, C2C12-sh-Mock, C2C12-sh-Cl2 et C2C12-sh-Pool en prolifération et à 48 et 

96 heures de différenciation. La gapdh est utilisée comme protéine de référence. Les tailles 

attendues des différentes protéines sont indiquées entre parenthèses. (B) Quantification 

relative pSmad2/3/Smad2/3 par rapport à gapdh. Les histogrammes représentent les ratios 

phosphoSmad2/3/Smad2/3. La lignée C2C12 en prolifération a été utilisée pour réaliser les t-

tests de Student. *, P<0,05 ; **, P<0,01 ; ***, P<0,001 ; N.S pour non significatif. 
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 La différenciation plus importante des cellules st6gal1- est donc probablement 

favorisée par une activation accrue de la voie Akt et probablement de la voie p38. Au 

contraire, la diminution de la capacité proliférative des cellules sous exprimant st6gal1 

s’expliquerait par une baisse de l’activation de la voie Smad 2/3. 
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DISCUSSION ET 
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Discussion 

  

 La myogenèse est un processus multi-étapes caractérisé par l'expression des MRF et 

d'autres facteurs de transcription tels que ceux de la famille Pax et Six. Leur chronologie 

d'expression et leurs interactions avec d'autres protéines attestent de la complexité du 

phénomène in vivo. Pour étudier ce processus in vitro et s'affranchir de certaines contraintes 

liées au microenvironnement cellulaire (cellules voisines non musculaires, influence de la 

matrice extracellulaire, etc, …), la lignée myoblastique murine C2C12 constitue un modèle 

très pertinent. En effet, ces cellules peuvent, sous des conditions de culture appropriées, 

mimer les principales étapes de la myogenèse, à savoir la prolifération cellulaire, la 

différenciation myoblastique et la fusion des myocytes pour former les myotubes.  

 La fusion des myoblastes en particulier est liée à des systèmes de reconnaissance 

cellule-cellule. Parmi ceux-ci, les N et O-glycosylations des protéines de surface sont 

essentielles. L’équipe a analysé une partie de l’expression du glycogénome, à savoir des 

facteurs de transcription myogéniques, des facteurs de croissance fibroblastiques 

embryonnaires, des cadhérines et des immunoglobulines associées aux cadhérines, et ses 

modifications lors de la différenciation des myoblastes C2C12 (Janot et al., 2009). Cette 

étude, bien que fondatrice, ne révèle pas avec précision le type de structures glycaniques de 

surface modifiées, hormis des réarrangements de la structure des glycosphingolipides et de 

possibles modifications de la sialylation et de la fucosylation des glycanes des glycoprotéines 

et glycolipides. Amel Bouchatal lors de son doctorat s'est concentrée sur le niveau de 

sialylation des glycoconjugués de surface durant la différenciation myoblastique des cellules 

de la lignée C2C12. Une baisse significative de la sialylation a été constatée et entre autres de 

l'α2,6 sialylation. De plus, les neuraminidases Neu1, Neu2 et Neu3 voient leur expression 

augmentée au cours de la différenciation (Thèse de doctorat A. Bouchatal). Les 

sialyltransférases ST8Sia, bien que modifiées lors de la différenciation myogénique et ayant 

comme action potentielle de masquer les acides sialiques α2,3 et α2,6 liés n’ont pas été 

analysées pour un souci de clarté des résultats. 

 Partant de ces postulats, nous avons décidé de nous concentrer sur l'α2,6 sialylation 

effectuée par l’enzyme ST6Gal I, seule α2,6 sialyltransférase présente dans le muscle 

squelettique (Takashima et al., 2002) et dans la lignée cellulaire C2C12. C'est pourquoi des 

cellules clonales sous-exprimant le gène codant ST6Gal I ont été créées.  
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Ces clones présentent un retard de prolifération et un doublement du temps de génération. 

Durant les 72 premières heures de la cinétique de différenciation, les cellules des clones ne 

montrent pas un indice de différenciation plus important que les cellules non transfectées. 

C'est à partir de 96 heures de différenciation que cet indice devient plus important. Cette 

caractéristique des clones st6gal1- rejoint celle des progéniteurs hépatiques. Ainsi, la 

différenciation in vitro des progéniteurs hépatiques en hépatocytes est possible grâce à une 

régulation négative des sialyltransférases ST8Sia. Les ST8Sia II et ST8Sia IV réalisent une 

polysialylation en α2,8 sur les NCAM, ce qui diminue leurs interactions avec les cellules 

voisines ou la matrice et favorise leur migration. En revanche, la différenciation des 

progéniteurs hépatiques est favorisée grâce aux clivages des acides sialiques liés en α2,8 sur 

les NCAM par l’endosialidase (EndoN) (Tsuchiya et al., 2014). Cette diminution de 

sialylation est également observée après la différenciation des monocytes en macrophages. La 

quantité d'acides sialiques liés en α2,3 et α2,6 diminue après cette différenciation. 

Parallèlement, le taux d'acides sialiques libres dans le milieu de culture et l'activité de la 

sialidase NEU1 sont augmentés (Wang et al., 2016). Notre équipe a récemment montré que 

durant la différenciation des cellules satellites musculaires en préadipocytes, les gènes codant 

les sialylstransférases ST3Gal IV, ST3Gal V et ST6GalNAc III sont régulés de manière 

négative (Grassot et al., 2017). Cette diminution globale de la sialylation observée lors de la 

différenciation myogénique est en accord avec celle relatée dans d’autres processus de 

différenciation.  

 Les acides sialiques α2,6 liés identifiés par ces analyses MALDI-TOF-MS et fixés sur 

le motif « Galβ1,4GlcNAc » respectent la spécificité structurale du substrat de la ST6Gal I. 

La quantité de glycanes sialylés diminue de manière globale dans les cellules sous exprimant 

st6gal1 en prolifération et en différenciation (comparée au contrôle). Ceci est en partie dû au 

knockdown du gène st6gal1. En prolifération, quel que soit le type cellulaire, les N-glycanes 

sialylés les plus nombreux sont les bi, tri et tétrasialylés. En différenciation, les glycanes les 

plus impactés par la baisse de l’α2,6 sialylation sont sialylés et bi-fucosylés. Concernant les 

cellules de réserve, certains N-glycanes fucosylés sont nécessaires au maintien de ces cellules. 

En effet, la quantité de ces N-glycanes s’effondre dans les cellules de réserve du clone, ce qui 

pourrait expliquer leur entrée en différenciation plus précoce. Notre équipe a récemment 

prouvé qu’un knockdown du gène codant la O-fucosyltransférase 1 dans les cellules C2C12 

engendre une diminution du nombre de cellules de réserve et une différenciation myogénique 

plus précoce (Der Vartanian et al., 2015). Ces analyses de spectrométrie de masse ont  
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finalement permis d’identifier des N-glycanes susceptibles de promouvoir la fusion des 

myocytes (N-glycanes bi-antennés bi-sialylés, tri-antennés bi-sialylés et bi-antennés bi-

fucosylés mono-sialylés) et d’autres, au contraire, qui l’inhiberaient (N-glycanes fucosylés et 

non-sialylés).  

La diminution de l’α2,6 sialylation des cellules sous exprimant st6gal1 s’accompagne d’une 

baisse de leur capacité proliférative. Celle-ci serait due à une très faible expression de Pax7, 

marqueur des cellules progénitrices adultes et impliqué dans la détermination myogénique 

précoce et la prolifération. Le processus de différenciation est régulé par une balance entre 

Pax7 et MyoD : une diminution de l'expression de Pax7 associée à l’augmentation de celle de 

MyoD induit l’entrée en différenciation (Olguin et Pisconti, 2012). Nous pouvons donc 

supposer que la diminution d'expression de Pax7 constatée dans les cellules st6gal1- 

entraînerait une plus forte expression de MyoD expliquant ainsi l'indice de fusion plus 

important pour ces dernières cellules. En effet, notre équipe a montré que l’expression de 

MyoD augmente à deux reprises au cours de la différenciation, à 48 et 164 heures, 

correspondant aux deux phases d’initiation des fusions primaires et secondaires (Doctorat A. 

Bouchatal). 

 Pax7 est régulé par un certain nombre de voies de signalisation. Parmi celles-ci, la 

voie de Notch est la plus essentielle puisque le récepteur Notch activé induit la transcription 

de Pax7 et permet le renouvellement des cellules satellites lors de la myogenèse post-natale. 

De la même façon, Notch induit l’expression de gènes cibles Hes et Hey qui à leur tour 

inhiberont l’expression des MRF et empêcheront la différenciation terminale (Kuroda et al., 

1999). Nous avons d'abord évalué le clivage du récepteur Notch en étudiant sa partie active, le 

NICD, dans les clones en prolifération. La quantité de NICD, liée à l’activation de Notch, 

diminue de 30% dans les cellules du clone comparée aux cellules du contrôle. Pour confirmer 

la diminution de l'activation de la voie de Notch, les quantités relatives de transcrits de ses 

gènes cibles Hey1 et Hes1 ont été déterminées. L'expression de ces deux gènes diminue 

également lorsque l'α2,6 sialylation est inhibée. Cette baisse de l'activation de la voie de 

Notch explique en partie la baisse de la capacité proliférative des clones. Il a été démontré que 

la protéine Lkb1 (Liver kinase b ou kinase hépatique b) ou STK11 (Sérine/Thréonine Kinase 

11) active la voie de Notch, qui elle-même permet d'augmenter l'expression de Pax7 et ainsi 

favoriser l'auto-renouvellement des cellules satellites et la prolifération des myoblastes tout en 

inhibant la différenciation (Shan et al., 2016). Il serait donc intéressant d'analyser le niveau 

d'expression et l'activation de cette kinase dans les cellules sous-exprimant st6gal1.      
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 Une autre voie de signalisation a été identifiée comme étant impliquée dans la 

stimulation de la prolifération cellulaire, il s'agit de la voie TGFβ/Smad2/3. La diminution de 

l'α2,6 sialylation entraîne une diminution de l'activation de la voie des Smads, pouvant ainsi 

expliquer la prolifération moins intense des clones. 

 A l’inverse, la voie PI3K/Akt/mTOR joue un rôle pendant la différenciation 

myogénique, sans pour autant réguler directement l’expression de Pax7. Nous nous sommes 

concentrés sur Akt et son activation à 48 et 96 heures de différenciation. Akt est plus 

fortement activée lorsque l'α2,6 sialylation diminue. Cette activation peut être mise en relation 

avec la fusion plus importante des clones. Des inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K ont 

été utilisés afin d'évaluer les rôles d'Akt et de mTOR dans la différenciation myoblastique. La 

PI3K permet l’activation de la transcription de MyoG via mTOR et Akt2. (Sumitani et al., 

2002).  

 Cette perte de sialylation a aussi une conséquence majeure sur les cellules de réserve. 

Nous assistons en effet à une diminution du nombre de cellules Pax7+/MyoD-, cellules 

satellites en quiescence, et au contraire à une augmentation du nombre de cellules Pax7-

/MyoD+, cellules différenciées, ce qui explique l'indice de fusion plus important des cellules 

st6gal1-. Autrement dit, la proportion de cellules qui s'engagent en différenciation est 

supérieure à celle des cellules de réserve. C'est pourquoi, la quantité de transcrits de 

myomaker associé à la fusion est nettement plus importante lorsque l'α2,6 sialylation diminue. 

Son maximum d’expression a lieu au troisième jour de la différenciation des cellules C2C12 

(Millay et al., 2013). Nous constatons dès 48 heures de différenciation sa très forte expression 

dans les cellules sous exprimant st6gal1. 

  La régulation de Pax7 est extrêmement complexe puisque ce facteur de transcription 

intervient dans l'activation des progéniteurs musculaires vers un lignage musculaire tout en 

empêchant la différenciation (Olguin et Pisconti, 2012). Le mécanisme reliant les variations 

de l'α2,6 sialylation et l'expression de Pax7 demeure inconnu à ce jour. Néanmoins, 

l'implication de la sialylation dans la régulation de l'expression de Pax7 et donc dans le 

développement musculaire a déjà été démontrée par une équipe israélienne. Cette dernière a 

réalisé un KO du gène codant l'enzyme GNE, responsable de la réalisation de deux étapes clés 

de biosynthèse des acides sialiques. Les souris déficientes pour le gène Gne meurent durant le 

développement embryonnaire à 8,5 jours. L’équipe a comparé in vitro des cellules souches 

embryonnaires de souris sauvages et de souris KO pour le gène Gne. De très rares cellules 

musculaires squelettiques sont identifiées dans les cultures sous-exprimant Gne.   
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Figure 46 : Incidence de la diminution de l'α2,6 sialylation des glycoprotéines de surface 

lors de la différenciation myogénique.  
 

Dans les cellules C2C12 (partie A), la présence de la sialylation (représentée par les petites perles 

rouge) à la surface des cellules entraîne l’activation de la voie de signalisation Notch, la libération du 

NICD qui se lie avec Rbpj, l’activation de la transcription de Pax7 d’une part et celles des gènes Hes1 

et Hey1 d’autre part, ce qui empêche l’expression de MyoD. Cette dernière est aussi bloquée grâce à 
l’activation de la voie Smad2/3, le domaine MH2 de pSmad3 se lie à MEF2, bloquant ainsi son 

hétérodimérisation avec MyoD. L’ensemble de ces processus aboutit à la prolifération des myoblastes. 

Lors d’une baisse de l’α2,6 sialylation (partie B), l’activation des voies Notch et Smad2/3 est inhibée 
donc la transcription de Pax7, Hes1 et Hey1 est bloquée et l’inhibition de MyoD est levée. MEF2 peut 

se lier à MyoD pour activer son expression et permettre l’entrée en différenciation des myoblastes afin 

de former des myocytes Pax7-/MyoD+. Puis, les voies Akt et p38 sont activées pour favoriser la fusion 
et la formation des myotubes, accompagnées d’une augmentation de l’expression de myomaker 

possible grâce à la fixation de MyoD et MoyG sur les E-box de myomaker. La partie centrale de la 

figure présente les niveaux protéiques de Pax7 et MyoD en prolifération et en différenciation. MEF2, 

Myocyte enhancer factor-2 ; NECD, Notch extracellular domain ; NICD, Notch intracellular domain.  
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Cette observation a été confortée par l'analyse de l'expression des transcrits de Pax7 qui sont 

absents des cellules Gne-. L'enzyme GNE et d'une manière plus large la sialylation des 

glycoprotéines membranaires semble être impliquée dans la régulation de l'expression de 

Pax7 et par conséquent dans le différenciation myogénique (Milman Krentsis et al., 2011).  

 Mon travail de doctorat apporte un complément d’information à cette étude, à savoir 

l’implication de l'α2,6 sialylation dans le développement musculaire.  

 En résumé, l’α2,6 sialylation : (i) serait impliquée dans l’activation de l’expression de 

Pax7 et la prolifération ; (ii) contribuerait au maintien des cellules de réserve via l’activation 

de la voie Notch ; (iii) sa diminution induit une fusion myoblastique plus importante 

(Figure 46). Ce travail a donc permis de compléter les connaissances acquises sur le rôle 

assuré par l’α2,6 sialylation lors de la différenciation myogénique, mais surtout d’initier 

l’étude des glycoprotéines membranaires sialylées impliquées durant les différentes phases du 

processus myogénique.  
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Perspectives 

 

 Pour achever cette étude, il faut encore identifier avec précision les récepteurs sialylés 

impliqués dans la fusion myoblastique. Pour ce faire, des électrophorèses en deux dimensions 

des protéines de cellules contrôle et de cellules sous exprimant st6gal1 en prolifération et en 

différenciation permettraient de séparer les protéines selon leur charge électrique et leur poids 

moléculaire puis de comparer les gels pour déterminer les protéines d’intérêt. Ces dernières 

sont sélectionnées par leur différence de charge électrique. Ces protéines sont récupérées pour 

être analysées en spectrométrie de masse. L'immunoprécipitation peut aussi être utilisée pour 

reconnaître les protéines α2,6 sialylées, cependant, le fait qu'il s'agisse de protéines 

membranaires implique des difficultés de mise au point du protocole telles qu’une quantité 

suffisante de protéines.  

 Nous pourrions également quantifier les niveaux d’expression de toutes les 

sialyltransférases dans les cellules C2C12 afin de déterminer quelle(s) enzyme(s) est (sont) 

susceptible(s) d’impacter sur les étapes de prolifération et de différenciation myogénique.  

 Dans la perspective d'une poursuite de cette étude, il serait intéressant de restaurer 

l'expression de Pax7 dans les cellules clonales st6gal1- au moyen d'un vecteur d’expression 

ayant intégré la séquence codante de Pax7. L’expression de ST6Gal I pourrait être 

complètement délétée grâce à l’utilisation de miRNA ciblant spécifiquement le gène st6gal1 

tels que les miR 492, 335-5p ou 21-5p. Le niveau d’α2,3 sialylation pourrait être alors 

exacerbé dans le but de « compenser » la perte d’α2,6 sialylation. Nous pourrions aussi créer 

des clones qui cette fois sur-expriment la ST6Gal I, en faire l'étude phénotypique. Ces clones 

présenteraient certainement un indice de fusion ralenti et une prolifération accélérée. Les 

structures glycaniques impactées par cette hausse d'α2,6 sialylation devraient être analysées 

pour confirmer les glycanes touchés lorsque st6gal1 est sous-exprimé. Enfin, l’étude des voies 

de signalisation permettraient d’observer une augmentation de l’activation de la voie de Notch 

et de celle de Pax7.  

 Nous pourrions envisager d'étudier la sous-expression de la ST6Gal I dans un modèle 

murin. La taille des fibres musculaires et la proportion de cellules de réserve, probablement 

peu nombreuses, pourraient alors être analysées dans les principaux muscles squelettiques des 

souris st6gal1 -/-. La cicatrisation du muscle à la suite d’une blessure est aussi une piste  
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d'étude puisque ces souris sont susceptibles de présenter une cicatrisation moins importante 

ou moins rapide due à une quasi-absence des cellules de réserve. 

 

 Enfin d'autres pistes impliquant des acteurs dont les rôles ont en partie été démontrés 

dans cette étude, peuvent être envisagées. D'après les bases de données protéiques, le 

récepteur Notch 1 possède six sites potentiels de N-glycosylation répartis sur cinq répétitions 

EGF-like. Une équipe japonaise a étudié le possible rôle des glycanes dans la régulation de 

voies de signalisation lors de la différenciation de cellules souches neurales en comparant le 

profil de N-glycosylation de ces cellules avant et après différenciation. Il s'est avéré que les N-

glycanes porteurs de motifs sialyl-Lewis x, donc sialylés en α2,3, sont spécifiquement 

présents sur les cellules neurales non différenciées. Ces N-glycanes α2,3 sialylés sont 

impliqués dans la prolifération des cellules souches neurales en régulant l'expression de 

Musachi-1, activateur de la voie de Notch. Les motifs sialyl-Lewis x, marqueurs de cellules 

neurales non différenciées, sont donc des activateurs de la voie de Notch impliquée dans le 

maintien de ces cellules durant le développement du cerveau (Yagi et al., 2012). En se 

fondant sur cette publication, nous pourrions supposer que lors de la myogenèse, la sialylation 

du récepteur Notch participe à son activation, et par conséquent à celle de Pax7, et à son rôle 

dans le maintien des cellules de réserve et dans la prolifération myoblastique. Il restera encore 

à déterminer le type de liaison des acides sialiques, en α2,3 ou en α2,6. 

 Pour terminer, une des futures pistes d'étude est l'analyse des ST6GalNAc au cours de 

la myogenèse. En effet, ST6GalNAc II est exprimé de manière abondante dans le muscle 

squelettique adulte et son produit possède une activité α2,6 sialyltransférase (Samyn-Petit et 

al., 2000), ST6GalNAc IV est aussi exprimé dans le muscle (Harduin-Lepers et al., 2000). Il 

serait alors intéressant de déterminer les variations d'expression de ces sialyltransférases au 

cours de la différenciation myogénique et si ces variations sont suffisantes, de réaliser des 

clones de cellules C2C12 sous exprimant ou sur exprimant ces enzymes. Ces pistes de 

recherche concernent les glycoprotéines, nous pourrions analyser le rôle des glycolipides 

durant la différenciation des cellules musculaires en ciblant les sialyltransférases impliquées 

dans leur synthèse, et notamment la ST6GalNAc V responsable de l’étape finale d’élongation 

des gangliosides des séries O, a et b.  
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Conclusion 

 

 Le but de ma thèse de doctorat a été d’identifier les voies de signalisation activées ou 

réprimées en raison de la modification d’α2,6 sialylation des glycanes de surface lors de la 

myogenèse adulte. Ainsi, j’ai montré que l'α2,6 sialylation est impliquée dans ce processus 

grâce à la création de clones sous-exprimant le gène st6gal1 à partir de la lignée murine 

C2C12. L’étude phénotypique a révélé que ces clones possèdent une capacité proliférative 

amoindrie en raison de la faible expression de Pax7. Ils présentent une fusion plus importante 

et une diminution du nombre de cellules de réserve. Les structures glycaniques les plus 

touchées par cette baisse de sialylation sont les N-glycanes sialylés et bi-fucosylés. Les N-

glycanes sialylés ne semblent pas intervenir dans le maintien des cellules de réserve, 

contrairement aux N-glycanes fucosylés. 

 Ces modifications de sialylation impactent des glycoprotéines de surface ayant des 

fonctions de récepteurs impliqués dans la signalisation intracellulaire myogénique. Ces 

glycoprotéines régulent en particulier l’expression de Pax7, le nombre de cellules de réserve 

ainsi que la prolifération et leur entrée en différenciation. Pax7 est notamment dépendant de la 

voie de Notch, associée au maintien des cellules de réserve et à la prolifération. La voie des 

Smads a elle aussi été sélectionnée puisqu’elle est liée à la prolifération. Ces deux voies sont 

plus faiblement activées lorsque l'α2,6 sialylation diminue, ce qui provoque une diminution de 

l’expression de Pax7 et donc le ralentissement de la prolifération constaté pour les clones. Les 

voies PI3K/Akt/mTOR et MAPK/p38 sont impliquées dans les divers mécanismes de 

différenciation cellulaire. Ainsi, la voie PI3K/Akt/mTOR, et probablement celle de p38, 

présentent une plus forte activation entraînant ainsi un plus fort indice de fusion lorsque l’α2,6 

sialylation diminue. Par conséquent, cette baisse de sialylation touche des récepteurs 

membranaires dont le récepteur Notch et certainement d’autres engagés dans les voies 

étudiées au cours de ce travail tels que les récepteurs aux TGFβ ou les récepteurs à activité 

tyrosine kinase.  
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RESUME 

La myogenèse est un processus physiologique qui inclut la prolifération, la différenciation et 

la fusion des myoblastes dans le but de créer des myotubes et par conséquent des fibres 

musculaires. Ces processus sont régulés par les MRF (Myogenic Regulatory Factors) et par 

les protéines Pax3 et Pax7, membres de la famille des protéines « Paired box ». L'équilibre 

entre l'expression de Pax7 et de MyoD est le facteur déterminant du devenir des progéniteurs 

musculaires et de leur entrée en différenciation. La fusion myoblastique nécessite aussi la 

présence des glycanes sur les protéines de la surface cellulaire. Nous avons démontré qu'au 

cours de la différenciation myoblastique a lieu une diminution de l'α2,6 sialylation associée à 

une baisse de l'expression du gène st6gal1. Nous avons utilisé la lignée myoblastique murine 

C2C12 afin d'analyser les modifications de l'α2,6 sialylation et son impact sur l'expression de 

Pax7 au cours de la différenciation cellulaire. C'est pourquoi, nous avons créé des clones de 

C2C12 qui sous-expriment st6gal1 grâce à l'introduction d'un shRNA spécifique. Les clones 

obtenus montrent une prolifération ralentie et une faible expression de Pax7 ainsi qu'un indice 

de fusion plus important. Les structures glycaniques modifiées lors de la différenciation ont 

été identifiées par « lectinblots » et spectrométrie de masse : les N-glycanes sialylés bi-

fucosylés sont les plus impactés par la diminution de l'α2,6 sialylation en différenciation. 

L'indice de fusion observé dans les clones engendre une diminution de la proportion des 

cellules de réserve (Pax7+/MyoD-). La quasi-extinction de l'expression de Pax7 pendant la 

différenciation est due à la baisse de l'activation de la voie de Notch. Le KD de st6gal1 

inactive la voie Smad2/3 associée à la prolifération et il active la voie Akt connue pour 

favoriser la différenciation.  Ainsi, nous montrons que l'α2,6 sialylation est nécessaire pour la 

prolifération myoblastique et elle contribue à l'activation de Pax7. 

 

Mots clés : Myogenèse, sialyltransférases, Pax7, N-glycanes sialylés, cellules C2C12.  

ABSTRACT 

Myogenesis is a physiological process which includes the proliferation, the differentiation and 

the fusion of myoblasts in order to form myotubes and then muscular fibers. These 

mechanisms are regulated by the MRF (Myogenic Regulatory Factors) and Pax3 and Pax7 

proteins which are members of the Pax protein family. The balance between Pax7 and MyoD 

is the determining factor of the cell fate determination and their entry in differentiation. The 

myoblastic fusion requires the presence of glycans on cell surface proteins. We demonstrated 

that during C2C12 cell differentiation, takes place a decrease of α2,6 sialylation associated 

with a decrease of gene expression coding for ST6Gal 1. We have used the C2C12 myoblastic 

cell line to analyse the modifications of α2,6 sialylation and its impact on the expression of 

Pax7 during cell differentiation. For this purpose, we have created C2C12 clones which 

expressed shRNA against st6gal1. These cells show a slowdown proliferation, a severe 

decrease of Pax7 expression and an earlier entry in differentiation. The glycan structures 

modified during myoblast differentiation were identified by lectinoblotting and mass 

spectrometry: the sialylated bi-fucosylated N-glycans are the most impacted by the decrease 

of α2,6 sialylation. The earlier fusion of the clones st6gal1- leads to a decrease of the amount 

of reserve cells (Pax7+/MyoD-). The extinction of Pax7 expression during differentiation is 

due to the decrease of the activation of Notch pathway. The KD of st6gal1 inactivates 

Smad2/3 pathway associated with the cell proliferation and it activates the Akt pathway which 

favors the cell fusion. We can conclude that α2,6 sialylation is required for C2C12 

proliferation and it contributes to Pax7 activation.   

Keywords: Myogenesis, sialyltransferases, Pax7, sialylated N-glycans, C2C12 cell line. 


