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Résumé

La protéine O-fucosyltransférase 1 (POFUT1) réticulaire, dont le géne est localisé dans la région
chromosomique 20q11.21 chez I’Homme, catalyse le transfert d’un fucose qui sera O-lié sur la sérine
ou la thréonine présente dans la séquence consensus (C*X4S/TC?), portée par un domaine EGF-like
d’une glycoprotéine membranaire ou sécrétée. Le knockdown de Pofutl (Po -) dans la lignée
myoblastique murines C2C12 conduit a la formation de myotubes allongés et minces, a faible nombre
de noyaux ainsi qu’a une sous-expression du marqueur myogénique tardif Myf6, suggérant des défauts
significatifs dans la fusion secondaire. La signalisation NFATc2/IL-4 est décrite comme la voie
principale associée a cette étape. Nous montrons que la moindre expression de Nfatc2 dans les myotubes
Po - est corrélée a une baisse de I'lL-4 sécrétée et a une faible quantité de son récepteur (IL-4Ra) présent
chez les cellules de réserve qui doivent participer a la fusion avec les myotubes naissants. La
neutralisation de I’IL-4Ra sur les C2C12 sauvages provoque des défauts d'accrétion myonucléaire,
semblables a ceux observés pour les Po -. Ainsi, POFUT1 pourrait étre un nouveau médiateur de la
croissance des myotubes au cours du processus myogénique, notamment par la signalisation
NFATc2/IL-4. La glycoprotéine WIF1, cible potenticlle de POFUTI, est un antagoniste de Ia
signalisation WNT via sa fixation aux protéines WNT. Cette voie est connue pour étre impliquée dans
la prolifération et la différenciation des myoblastes. Néanmoins, aucune donnée ne concerne le role de
WIF1 dans le processus myogénique. Par un apport exogéne de WIF1, nous avons montré
I’augmentation de la prolifération et 1’altération de la différenciation myoblastique des C2C12. Lors de
la prolifération, une augmentation de I’expression de Myf5 et une diminution de MyoG sont observées.
A 7 jours de différenciation, les myotubes Po - ont un diamétre plus petit que les myotubes sauvages et
ils sont plus nombreux a avoir un faible nombre de noyaux, traduisant des défauts de fusion. Nous
démontrons pour la premiére fois, I’implication de la protéine WIF1 dans le processus myogénique.
Récemment, POFUT1 a aussi été proposé comme nouveau biomarqueur pour certains cancers, mais pas
évalué dans le cancer colorectal (CCR). Nous avons donc collecté des données issues de 626 tumeurs et
51 tissus adjacents non tumoraux disponibles dans FireBrowse, celles de lignées cellulaires cancéreuses
colorectales et de prélévements tumoraux provenant du Centre de Ressources Biologiques du CHU de
Limoges. Une surexpression de POFUTI est observée dés le stade I, majoritairement due a une
amplification de la région 20q11.21. Elle est significativement associée aux adénocarcinomes non
mucineux et a une localisation rectale. De plus, I’expression de POFUTI est corrélée a celles des
récepteurs NOTCH ainsi qu’au processus métastatique, probablement par activation de la voie NOTCH.

A ce titre, POFUT1 pourrait étre considéré comme un nouveau biomarqueur pour le diagnostic du CCR.

Mots-clés : POFUT1, cancer colorectal, processus myogénique, voie de signalisation NOTCH, voie de

signalisation NFATc2/IL-4, WIF1, voie de signalisation WNT.






Abstract

The ER protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1), whose gene is located at the 20q11.21
chromosomic region in humans, catalyzes O-linked fucose addition to serine or threonine present in the
consensus sequence (C2X4S/TC?) carried by EGF-like domain of membrane or secreted glycoprotein.
Pofutl knockdown (Po -) in murine myoblast C2C12 cell line leads to formation of elongated and thin
myotubes, with a low number of nuclei and to downexpression of the late myogenic marker Myf6,
suggesting significant defects in secondary fusion. NFATc2/IL-4 signaling is described as the main
pathway associated to this step. We showed that the slightest expression of Nfatc2 in Po - myotubes is
correlated with a decrease in IL-4 secretion and a lower quantity of IL-4Ra in reserve cells, which had
to fuse with nascent myotubes. IL-4Ra neutralization on wild-type C2C12 causes myonuclear accretion
defects, similar to those observed in Po -. Then, POFUT1 could be a new mediator of myotube growth
during myogenic process, particularly through NFATc2/IL-4 signaling. The glycoprotein WIF1,
potential POFUT]1 target, is an antagonist of WNT signaling via its binding to WNT proteins. This
pathway is involved in proliferation and differentiation of myoblasts. However, no data are available on
WIF1 role in the myogenic process. Through exogenous WIF1 treatment, we showed a proliferation
increase and a myoblast differentiation impairment in C2C12. During proliferation, increase in Myf5
and decrease in MyoG expressions are observed. At 7 days of differentiation, Po - myotubes have a
smaller diameter than wild-type ones and are more numerous to have a small number of nuclei, reflecting
fusion defects. For the first time, we demonstrate the involvement of WIF1 in the myogenic process.
Recently, POFUT1 was proposed to be a new biomarker for several cancers, but not evaluated in
colorectal cancer (CRC). We used data from 626 tumors and 51 adjacent non-tumor tissues available at
FireBrowse, colorectal cancer cell lines and tumor samples from the Biological Resource Centre of
Limoges hospital. A POFUTI overexpression is observed from stage I, mainly due to amplification of
20q11.21 region. It is significantly associated to non-mucinous adenocarcinoma and to rectum location.
Moreover, POFUTI expression is correlated with those of NOTCH receptors as well as the metastatic
process, probably by activation of the NOTCH pathway. POFUT]1 could therefore be considered as a

new biomarker for CRC diagnosis.

Keywords : POFUT]1, colorectal cancer, myogenic process, NOTCH signaling pathway, NFATc2/IL-
4 signaling pathway, WIF1, WNT signaling pathway.
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Avant-propos

La glycosylation est parmi les modifications post-traductionnelles, celle la plus
fréquemment observée chez les protéines sécrétées et membranaires (Spiro, 2002). Elle
implique I’attachement covalent de différents sucres a un acide aminé particulier compris ou
non dans une séquence peptidique consensus d’une protéine. Selon la nature de la liaison entre
le sucre et 1’acide aminé, la glycosylation des protéines peut étre divisée en quatre grandes
catégories : la N-glycosylation, la O-glycosylation, la C-glycosylation et la S-glycosylation. Les
glycanes participent a de nombreuses fonctions biologiques telles que le repliement, la
maturation, I’adressage, et I’activité fonctionnelle des protéines (Varki, 2017). Des altérations
de glycosylation nuisent au fonctionnement normal des cellules et des organismes, et peuvent
parfois conduire a des situations pathologiques graves telles que le développement et la

progression tumorale (Pinho et Reis, 2015).

Mon travail de thése a été réalisé au sein de 1’équipe « Glycosylation et différenciation
cellulaire » du laboratoire pluridisciplinaire PEIRENE (EA 7500) de I’Université de Limoges.
Cette ¢équipe s’intéresse, depuis plusieurs années, a des glycosyltransférases, en particulier
fucosyltransférases (Loriol et al., 2006, 2007 ; Petit et al., 2006 ; Der Vartanian et al., 2015 ;
Al Jaam et al., 2016) et sialyltransférases (Teppa ef al., 2016 ; Chang et al., 2019), dans le but
de mettre en évidence leurs fonctions dans la régulation de processus physiologiques et
pathologiques. Ces derniéres années, elle s’est particulierement intéressée aux roles de ces
enzymes et des modifications glycaniques qu’elles opérent dans le cadre de la différenciation
myogénique et du processus tumoral, notamment dans le cancer colorectal. Mes travaux de
thése se sont répartis selon ces deux axes de recherche. Ils ont porté, d’une part, sur le réle de
la protéine O-fucosyltransférase 1 (POFUT1) responsable de la O-fucosylation des domaines

EGF-like des protéines, au cours de la différenciation myogénique. J’ai particuliérement étudié






I’importance de POFUT1 dans le processus de fusion secondaire, via 1’é¢tude de la voie
NFATc2/IL-4. Une des protéines cibles potentielles de POFUTI1 est WIF1 (Wnt inhibitory
factor 1), un régulateur de la voie de signalisation Wnt/B-caténine. J’ai ainsi exploré les
conséquences de I’'impact de WIF1 sur la prolifération et la différenciation myogénique.
D’autre part, étant donné I’'importance de la O-glycosylation des domaines EGF-like du
récepteur NOTCH dans ’activation de sa voie de signalisation et connaissant la dérégulation
de cette derniére dans les cas de cancers, je me suis intéressé a 1’é¢tude de POFUT1 dans le
contexte du cancer colorectal ou une surexpression de ce gene liée a I’amplification de la portion
chromosomique ou il se situe est associée a 1’état tumoral (Loo ef al., 2013). La protéine O-
fucosyltransférase 1 catalyse une glycosylation rare, se faisant au sein du réticulum
endoplasmique. Il s’agit du transfert d’un O-fucoses sur un domaine EGF-like correctement
repliés, et possédant une séquence consensus spécifique de type C2X4(S/T)C? (ou C2 et C3
représentent les 2™ et 3°™ cystéines des 6 cystéines conservées du domaine) (Miiller et al.,
2014). Chez ’Homme et la souris, il existe moins d’une centaine de protéines cibles contenant
une a plusieurs séquences consensus, et seulement une quinzaine ont pu étre démontrées comme
réellement porteuses de O-fucoses (Li et al., 2017 ; Schneider et al., 2017). La principale cible
connue de POFUT1 est le récepteur NOTCH, qui contient 14 a 20 sites consensus de O-
fucosylation selon les quatre paralogues humains. La quasi-totalité des 20 sites retrouvés sur le
récepteur NOTCHI1 sont O-fucosylés (Kakuda et Haltiwanger, 2017). L’expression de
POFUTT est nécessaire a I’activation de la voie de signalisation NOTCH (Okajima et Irvine,
2002 ; Stanley, 2007 ; Der Vartanian et al., 2015). En effet, la O-fucosylation correcte du
récepteur NOTCH ainsi que I’allongement du O-fucose par une N-acétylglucosamine prend une
place prépondérante dans la capacité¢ du récepteur a interagir avec ses ligands de type DSL
(Delta/Serrate/Lag-2) (Kakuda et Haltwanger, 2017), constituant la premicre étape de la

signalisation. Ceci est renforcé par le fait que le knockout de Pofutl chez la souris provoque






une létalité embryonnaire avec des défauts de développement, semblables a ceux observés lors
d’une altération de la voie NOTCH (Shi et Stanley, 2003). Ces ¢léments suggerent que la O-
fucosylation médiée par la protéine POFUT1 est une modification majeure de la signalisation
cellulaire impliquant NOTCH, elle-méme responsable de nombreux processus physiologiques
et dérégulée dans des cas pathologiques. De ce fait, mes travaux de thése se sont articulés autour
d’une thématique physiologique (la différenciation myogénique) et d’une thématique

pathologique (le cancer colorectal).

Une ¢étude antérieure initiée au sein de mon équipe d’accueil, lors de la thése de Mme
Audrey Der Vartanian (soutenue en 2015), utilisant la lignée myoblastique murine C2C12
knockdown pour Pofutl (Po -), a mis en évidence des défauts dans le mécanisme de fusion
secondaire des myotubes. Durant ma thése, j’ai donc poursuivi ces travaux, et me suis plus
particuliérement intéressé a la voie de signalisation NFATc2/IL-4 démontrée comme essentielle
dans la fusion secondaire myoblastique (Horsley et al., 2001, 2003). L’étude s’est alors orientée
vers des approches transcriptionnelles et protéiques, afin d’explorer 1’influence de la sous-

expression de Pofutl dans les cellules C2C12, sur la signalisation NFATc2/IL-4.

De nombreuses études ont mis en lumicre, I’implication de la voie de signalisation WNT
dans le développement et la régénération du muscle squelettique (Girardi et Le Grand, 2018).
Néanmoins peu d’entre elles se sont intéressées au rdle des inhibiteurs biologiques de cette
signalisation dans le contexte myogénique malgré leurs intéréts. En effet, les protéines de la
famille Dickkopf (DKK) réduisent la fibrose musculaire des souris mdx, utilisées comme
modele de la dystrophie musculaire de Duchenne (Trensz et al., 2010). Les secreted frizzled-
related proteins 1 et 2 (SFRP1 et sSFRP2) ont la capacité d’inhiber le processus de différenciation
myoblastique conduisant a la formation des myotubes multinucléés (Descamps et al., 2008).
Concernant la protéine Wnt inhibibory factor 1 (WIF1), une cible potentielle de POFUT]1,

aucune ¢tude ne s’est penchée sur son implication dans le processus myogénique. De ce fait,






une partie de mon travail de thése a consisté a déterminer I’impact de WIF1 sur la prolifération
et la différenciation myoblastique. Pour ce faire, les cellules myoblastiques murines C2C12 ont
¢été traitées par du WIF1 recombinant produit au sein du laboratoire et leur capacité proliférative
ainsi que le processus de différenciation myogénique ont pu étre appréciés par quantification
colorimétrique, immunomarquage et suivi I’expression des MRFs (Myogenic Regulatory

Factor).

De plus en plus d’études ont mis en avant une association entre les expressions de
POFUTI1, NOTCH et le développement de différents types de cancers (Ma ef al., 2016 ; Wan
et al., 2017 ; Dong et al., 2017). L’implication combinée de ces acteurs dans le cancer
colorectal, I’un des plus fréquemment diagnostiqué au niveau mondial, n’avait pas encore été
explorée. Une part de mon travail de thése a ainsi été consacré a ce sujet. Pour répondre a ma
problématique, j’ai dans un premier temps effectué un travail bioinformatique et d’analyse
statistique a partir de la plateforme FireBrowse. Cette partie visait a caractériser I’expression
de POFUTI, des génes des récepteurs NOTCH, et de certains génes cibles de la voie de
signalisation, en lien avec des données cliniques. J’ai également exploré les mécanismes
pouvant étre mis en jeu dans la régulation de I’expression de POFUTI. Dans un second temps,
j’ai pu valider les résultats obtenus in silico, sur des échantillons de tumeurs colorectales
provenant du Centre de Ressources Biologiques du CHU de Limoges et sur des lignées
cancéreuses colorectales. Des mesures de 1’expression protéique de POFUTI et la

quantification du nombre de copies du geéne ont été réalisées sur ces échantillons tumoraux.

Ainsi, I’ensemble de nos résultats ont permis d’apprécier I’implication de POFUT]1 et
de I'une de ses potentielles protéines cibles WIF1, dans le processus de différenciation
myogénique. Ils ont, dans le cas du cancer colorectal, mis en exergue la surexpression de
POFUTI indiquant son intérét potentiel en tant que biomarqueur diagnostic mais aussi comme

une nouvelle cible pour la recherche thérapeutique anti-cancéreuse.
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Figure 1. Représentation schématique simplifiée du processus de /V-glycosylation des protéines.

La synthése du précurseur glycanique débute sur la face cytosolique du RE par la fixation d’une N-
acétylglucosamine-1-phosphate sur le dolichol phosphate par [D’intermédiaire de la N-
acétylglucosaminyl transférase (1). Ce précurseur sera par la suite allongé par 1’addition successive
d’une N-acétylglucosamine et de cing mannoses par respectivement des glycosyltransférases (2) et
des mannosyltransférases (3). Un mécanisme de « flip-flop » catalysé par la flippase RFT1 oriente le
précurseur glycanique dans la lumiére du RE. A ce stade, des glucosyltransférases et des
mannosyltransférases greffent trois glucoses et quatre mannoses sur le précurseur (4). Si la protéine
en cours de synthése par le ribosome porte la séquence consensus Asn-X-(Ser/Thr) (X, tous les acides
aminés sauf la proline), elle pourra alors &tre N-glycosylée. Pour ce faire, le complexe
oligosaccharyltransférase (OST) catalyse le transfert du GlcsManoGIcNAc, porté par le précurseur
(dolichol pyroP) sur 1’asparagine de la séquence consensus de N-glycosylation (5). L’action des a-
glucosidases I et II permet le relargage de la protéine N-glycosylée dans la lumiére du RE (6) et sa
prise en charge par le complexe ERp57/CRT/CNX qui va promouvoir son repliement (7). Le clivage
du dernier glucose par ’a-glucosidase II engendre la libération de la protéine N-glycosylée du
complexe de repliement (8). Si la protéine est correctement repliée elle sera démannosylée, notamment
par I’ER mannosidase I, et véhiculée vers I’appareil de Golgi afin d’y étre maturée (9). Dans le cas ou
la protéine n’est pas correctement repli¢e, celle-ci sera reconnue par I’'UGGT1 qui catalysera 1’ajout
d’un glucose permettant a la protéine mal conformée de repartir dans le processus de repliement (10).
Si malgré cela elle n’est toujours pas correctement repliée, elle sera démannosylée par la famille des
EDEMs (ER degradation-enhancing o-mannosidase-like protein) (11), prise en charge par le
processus ERAD aboutissant a son ubiquitinylation dans le cytosol et sa dégradation par le protéasome
(12). (D’apres Hiittner et Strasser, 2012).



Chapitre I. La glycosylation des protéines et notamment la

O-fucosylation des domaines EGF-like

Les protéines peuvent subir des modifications post-traductionnelles variées dont la
glycosylation. Chez les eucaryotes, 1% du génome code pour des protéines impliquées dans la
glycosylation (Lowe et Marth, 2003). Plus de la moiti¢ des protéines retrouvées au sein des
systemes biologiques sont glycosylées et sont majoritairement sécrétées ou portées par la
membrane plasmique (Apweiler et al., 1999). Les glycoprotéines peuvent étre modifiées par
différents types de glycosylation répartis en quatre familles (N-glycosylation, O-glycosylation,
C-mannosylation et S-glycosylation) selon la nature de la liaison entre le sucre apporté par le
donneur activé et I’acide aminé porté par la protéine. De par le fait que la place occupée par les
motifs glycaniques puisse représenter jusqu’a 80 % de la masse moléculaire d’une
glycoprotéine (Varki et Sharon, 2009), les études portant sur la glycosylation sont en pleine
expansion. Plusieurs éléments comme le développement de technologies permettant la
détection des glycanes, la diversité¢ de motifs glycaniques observés et I’appréciation des roles
de la glycosylation dans des fonctions biologiques variées, ont permis un développement rapide

de cette science a part entiere qu’est la glycobiologie.
I.1. Les différents types de glycosylation

I.1.1. La N-glycosylation

La N-glycosylation est le type le plus répandu de glycosylation des protéines (Schwarz
et Aebi, 2011). Chez les eucaryotes, plus de la moiti¢ des glycoprotéines sont N-glycosylées
(Gomord et al., 2010). Ce mécanisme hautement conservé se déroule dans deux compartiments
subcellulaires : le réticulum endoplasmique (RE) et I’appareil de Golgi (Figure 1). La N-

glycosylation nécessite la synthése préalable d’un oligosaccharide sur un support lipidique.






Cette synthése est initiée, sur la face cytoplasmique du RE, par le greffage d’une N-
acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc-P) provenant d’un sucre activé, [’UDP-N-
acétylglucosamine (UDP-GIcNAc), sur le précurseur lipidique membranaire le dolichol
phosphate (Dol-P) par I’intermédiaire de la N-acétylglucosaminyl phosphate transférase. Une
seconde GIcNAc est ajoutée par D'intermédiaire de 1I’UDP-GIcNAc via le complexe
enzymatique Algl3/Algl4 pour former le dolichol-PP-GIcNAc,. Cing mannoses issus de
molécules de GDP-mannose sont ensuite ajoutés par une mannosyltransférase pour former un
heptasaccharide, le dolichol-PP-GIcNAc,Mans. A ce stade, I’heptasaccharide est basculé en
direction de la lumiere du RE par un mécanisme de « flip-flop » contrdlé par la flippase RFT1
(Helenius et Aebi, 2002 ; Vishwakarma et Menon, 2005). Puis, 1’addition de quatre mannoses
et trois glucoses sera catalysée par des mannosyltransférases et des glucosyltransférases pour
conduire a la formation du tétradécasaccharide appelé dolichol-PP-GIcNAc2ManyGlcs (Burda
et Aebi, 1999). Ici, les molécules de mannoses et de glucoses sont issues respectivement du
dolichol-P-mannose et du dolichol-P-glucose. La structure glycanique du dolichol-PP-
GlcNAcaManyGles est transférée « en bloc » par liaison covalente sur 1’atome d’azote d’un
groupement amide d’une asparagine présente dans la séquence consensus N-X-(S/T) (X étant
n’importe quel résidu sauf la proline) (Pan et Elbein, 1990) d’une chaine polypeptidique
nouvellement synthétisée par I’intermédiaire de I’oligosaccharyltransférase (OST) (Silberstein
et Gilmore, 1996). La protéine ainsi glycosylée débute sa maturation dans le réticulum
endoplasmique par 1’¢élimination des deux glucoses terminaux par les a-glucosidases I et II
(Hammond et al., 1994) aboutissant a 1’oligosaccharide GIcNAc:ManoGlci. Simultanément, la
chaine peptidique N-glycosylée non repliée est libérée par le ribosome dans la lumi¢re du RE
pour étre prise en charge par deux protéines chaperonnes, la calnexine (CNX) (Ahluwalia et
al., 1992) associée a la membrane et la calréticuline (CRT) (Waisman ef al., 1985) soluble. Le

complexe glycoprotéine-CNX/CRT en s’association avec I’oxydoréductase ERp57 appartenant
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Figure 2. Les différents types de N-glycanes portés par les protéines.

11 existe trois types de N-glycanes : les high mannoses (1), les complexes (2) et les hybrides (3).
Ils posseédent un « core » pentasaccharidique commun, constitué¢ de deux N-acétylglucosamines
et de trois mannoses (accolade orange). (D’apres Higel et al., 2016).



a la famille des protéines disulfide isomérases (PDI) (Leach et al., 2002) et d’autres facteurs
présents dans la lumiere du RE vont protéger la glycoprotéine des autres macromolécules en
cours de formation afin de promouvoir son repliement (Parodi, 2000). Le dernier glucose est
ensuite supprimé par 1’action de la glucosidase II formant 1’oligosaccharide GIcNAc,Many et
le libérant de son interaction avec le complexe CNX/CRT. A ce stade, si un défaut de repliement
est détecté, I’'UDP-glucose glycoprotéine glycosyltransférase 1 (UGGT1) (Ellgaard et Helenius,
2001) catalysera I’ajout d’un glucose sur la glycoprotéine pour lui permettre de se lier a nouveau
avec le complexe CNX/CRT (Caramelo ef al., 2004). Il arrive que malgré cela, la glycoprotéine
présente toujours des défauts de repliement, si bien que I’action de différentes mannosidases de
la famille EDEM (Moremen et Molinari, 2006) vont empécher ’'UGGT1 de regreffer un
glucose sur le mannose accepteur et ainsi une nouvelle prise en charge par le complexe
CNX/CRT. La glycoprotéine mal repliée sera par l'intermédiaire du complexe ERAD
(Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) transloquée dans le cytosol ou elle
sera ubiquitinylée et dégradée par le protéasome (Anelli et Sitia, 2008). Si la glycoprotéine est
correctement repliée, un mannose sera clivé par 1’a-mannosidase réticulaire I formant ainsi le
décasaccharide GIcNAc>Mang reconnu par des lectines membranaires comme ’ERGIC-53 et
VIP-36 (Yamashita et al., 1999). Cette reconnaissance va permettre le transport de la
glycoprotéine, via des vésicules de type COPII (Barlowe, 2002), vers 1’appareil de Golgi afin
de réaliser les différentes étapes de maturation de la glycoprotéine. Au sein de I’appareil de
Golgi, le précurseur décasaccharidique va subir des modifications comme 1’¢limination de
mannoses et 1’ajout d’autres monosaccharides tels que des N-acétylgalactosamines, N-
acétylglucosamines, galactoses, fucoses ou encore des acides sialiques terminaux. Ces
différentes modifications conduisent a la formation de trois grandes classes d’oligosaccharides :
les N-glycanes de type « high mannose », les N-glycanes de type « complexe » et les N-glycanes

de type « hybride » (Figure 2). Il est important de noter qu’une méme protéine peut porter les
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Figure 3. Les différents types de O-glycanes de type mucine.

La biosynthése des différents types de O-glycanes de type mucine débute par la synthése d’un
précurseur commun qui est I’antigéne Tn. Celui-ci résulte de I’addition d’une N-acétylgalactosamine
(GalNAc) par la ppGalNACT sur le groupe hydroxyl (-OH) d’une sérine ou d’une thréonine de la chaine
polypeptidique. Ce précurseur sera par la suite allongé par différentes enzymes conduisant a la
formation de 8 types de core. (D’aprés Schedin-Weiss ef al., 2014).



trois types de structures saccharidiques citées ci-dessus.

I.1.2. La O-glycosylation

La O-glycosylation de type mucine est la plus fréquemment observée sur les
glycoprotéines membranaires et sécrétées. C’est une modification post-traductionnelle, ayant
lieu au sein de I’appareil de Golgi et faisant intervenir une série de réactions séquentielles
catalysées par différentes glycosyltransférases (Hang et Bertozzi, 2005). La premiere d’entre
elles est I’ajout d’une N-acétylgalactosamine (GalNAc) provenant de I’'UDP-GalNAc sur le
groupement hydroxyl (-OH) d’un résidu sérine ou thréonine (GalNAca-S/T) catalysé par une
grande famille de polypeptide N-acétylgalactosamine transférases (ppGalNAcT). Ce processus
conduit a la formation de la structure commune a tous les O-glycanes de type mucine appelée
antigene Tn qui peut par la suite subir d’autres glycosylations. Il existe huit sous-catégories de
O-glycanes de type mucine dénommeées structures de type core 1 a 8 (Figure 3). La structure
core 1, qui est la plus observée sur les glycoprotéines et les mucines, correspond a 1’ajout d’un
galactose 1i¢ en B1-3 a I’antigene Tn (GalB1-3GalNAca-Ser/Thr) catalysé par la core 1 B1-3-
galactosyltransférase (C1GalT1 ou T-synthase). L’ajout d’une N-acétylglucosamine (GIcNAc)
liée en B1-6 a la structure core 1, régulé par trois core 2 f1-6-N-acétylglucosaminyltransférases
(C2GnT 1 a 3) constitue la structure core 2 (GIcNAcB1-6(Galp1-3)GalNAca-Ser/Thr)
retrouvée sur une grande variété de glycoprotéines notamment celles contenues dans le plasma
sanguin et sur les mucines des voies respiratoires. Le core 3 correspond au greffage d’une N-
acétylglucosamine (GlcNAc) liée en B1-3 sur ’antigéne Tn (GIcNAcB1-3GalNAca-Ser/Thr)
par I’intermédiaire d’une core 3 f1-3-N-acétylglucosaminyltransférase (C3GnT). Le core 4 est
formé par 1’ajout d’une N-acétylglucosamine liée en B1-6 sur la N-acétylgalactosamine du core
3 catalys¢ par la core 2 B1-6-N-acétylglucosaminyltransférase 2 (GIcNAcB1-6(GlcNAcBI1-
3)GalNAca-Ser/Thr). Les cores 3 et 4 sont uniquement observés sur les mucines sécrétées par

les bronches, le colon ou encore les glandes salivaires. Ces différentes structures peuvent étre
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Figure 4. Les différents types de O-glycanes simples.

En plus des O-glycanes de type mucine, on peut observer des O-glycanes simples. Ceux-ci
correspondent a la fixation de N-acétylglucosamine, mannose, galactose, xylose, fucose ou encore
glucose O-liés sur des résidus sérine, thréonine et également hydroxylysine. (D’aprés Goettig, 2016).



ensuite allongées par 1’action successives des B1-3-N-acétylglucosaminyltransférases (B3GnT)
et B1-4-galactosyltransférases (B4GalT) pour former des O-glycanes complexes. Les cores 5 a
8 sont aussi formés a partir de I’antigene Tn. La fixation d’une N-acétylgalactosamine liée en
al-3 par I’al-3-N-acétylgalactosamine transférase, mise en évidence dans le mucus d’un c6lon
cancéreux (Kurosaka et al., 1983), forme le core 5 (GalNAcal-3GalNAca-Ser/Thr). La B1-6-
N-acétylglucosaminyltransférase décrite dans le tissu ovarien (Yazawa et al., 1986) permet la
formation de la structure GlcNAcP1-6GalNAca-Ser/Thr du core 6. La structure core 7
(GalNAcal-6GalNAca-Ser/Thr) décrite dans la glande submaxillaire bovine (Chai et al., 1992)
correspond a la fixation en al-6 d’une N-acétylgalactosamine par une al-6-N-
acétylgalactosamine transférase sur le précurseur Tn. Enfin, le core 8 (Galal-3GalNAca-
Ser/Thr) issu de [D’addition d’un galactose li¢ en al-3 sur I’antigéne Tn par une
al-3-galactosyltransférase est détecté dans le mucus bronchique humain (van Halbeek et al.,
1994). Ces structures glycaniques peuvent également étre allongées par des monosaccharides
tels que le fucose afin de former des O-GalNAc complexes comme les antigénes sanguins ABH

et les antigénes Lewis (Brockhausen et Stanley, 2015).

D’autres monosaccharides peuvent mettre en jeu des liaisons O-glycosidiques (Figure
4). On retrouve notamment les O-N-acétylglucosamines (O-GIcNAc) portées par les protéines
cytoplasmiques et membranaires. Deux enzymes sont responsables de la O-GlcNAcylation, la
protéine O-linked N-acetylglucosamine transferase (OGT) (Haltiwanger et al., 1992) catalyse
le transfert du GIcNAc sur des glycoprotéines cytoplasmiques (associées a la régulation
structurale du cytosquelette telle que la vinculine par exemple) ou nucléaires (impliquées dans
la régulation transcriptionnelle, comme 1I’ARN polymérase II). La protéine EGF domain-
specific O-linked N-acetylglucosamine transferase (EOGT) (Sakaidani ef al., 2011) transfére le
GlcNACc sur les glycoprotéines membranaires (telles que la famille des récepteurs NOTCH) ou

sécrétées (comme le perlacan). Les O-mannoses sont notamment présents sur I’ a-dystroglycane
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Figure 5. Réaction de C-mannosylation d'une chaine polypeptidique.

Au sein du RE, la C-mannosylation correspond au transfert d’un mannose porté par le substrat donneur
(Dol-P-mannose) sur un résidu tryptophane présent dans la séquence consensus WXXW. La liaison se

fait entre le carbone 1 du mannose (noté en bleu) et le carbone 2 du noyau indole du résidu tryptophane
(noté en rouge).



et les O-galactoses greffés sur les hydroxylysines sont observés dans les collagénes. Des O-
xyloses peuvent étre fixés sur les acides aminés des chaines glycaniques des protéoglycanes.
Les O-fucoses peuvent étre portés par les domaines Epidermal growth factor-like (EGF-like) et
les répétitions Thrombospondin type-1 (TSR) des protéines (Luo et Haltiwanger, 2006). De

plus, on retrouve également sur les répétitions EGF-like des O-glucoses.

Les O-glycanes sont impliqués dans de nombreux processus biologiques. Par exemple,
les O-glycanes de types mucine via leur capacité hydrophile participent a la formation de gels
aux propriétés antibactériennes (Lagow et al., 1999). La O-glycosylation participe également a
I’apoptose (Zhu et al., 2001), la stabilit¢ des protéines (Otvos et al., 1995) ou encore les

interactions cellule-cellule (Tsuji et al., 2003).

I.1.3. La C-mannosylation

La C-mannosylation ou C-glycosylation est un type de glycosylation rare et relativement
peu étudié. Cette modification correspond a la fixation d’un résidu mannose en al-2 sur le
carbone C2 d’un noyau indole d’un résidu tryptophane via une liaison carbone-carbone (Figure
5) (Hofsteenge et al., 1994 ; de Beer et al., 1995). La liaison d’un C-mannose a ¢été¢ identifiée
pour la premicre fois chez ’Homme au niveau de la RNase 2 présente dans 1’urine (Hofsteenge
et al., 1994 ; Furmanek et Hofsteenge 2000). Contrairement aux autres types de glycosylation,
comme la N- et la O-glycosylation, le mannose n’est pas allongg, ce qui en fait une modification
particuliére, toutefois retrouvée sur les protéines de la famille des TSR et sur les récepteurs des
cytokines de type I (Taniguchi et al, 2015). Il existe plusieurs séquences cibles de C-
mannosylation, mais celle-ci se produit majoritairement sur le premier résidu tryptophane
présent dans la séquence consensus WXXW (Krieg et al., 1998). Dans les répétitions TSR
contenant le motif WXXWXXWXXC, la C-mannosylation peut étre observée sur un, deux ou
les trois résidus tryptophanes (Hofsteenge et al., 1999). L utilisation de mannoses radiomarqués

a permis de démontrer que le précurseur donneur du mannose est le dolichol-P-mannose
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Figure 6. S-glycosylation de la Sublancine et de la Glycocine F.
La S-glycosylation de la Sublancine et de la Glycocine F sur, respectivement, leurs cystéines 22 et 43

module leurs activités enzymatiques. Le sucre S-1ié retrouvé sur la Sublancine est un glucose, et celui
porté par la Glycocine F est une N-acétylhexosamine. (D’aprés Stepper ef al., 2011 ; Oman et al., 2011).



(Doucey et al., 1998), indiquant que la réaction se déroule dans le RE, et que le transfert du
mannose sur son substrat accepteur est catalysé par les enzymes de la famille DPY 19 (Dumpy
Protein 19) (Buettner et al., 2013 ; Shcherbakova et al., 2017). La C-mannosylation est
impliquée dans différents processus biologiques comme le repliement, 1’adressage ou la
maturation des protéines. Des mutations dans le motif WXXW des mucines MUCSAC et
MUCS5B réduit la sécrétion des sous-domaines CYS (constitué de 110 AA dont 10 résidus
cystéine) indiquant que la C-mannosylation participe au repliement ou a la sortie du RE de ces
mucines (Perez-Vilar et al., 2004). Un défaut de C-mannosylation induit par la substitution d“un
résidu tryptophane par une alanine, conduit a une inhibition de la sécrétion de la protéine A
disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif (ADAMTS-like 1)

(Wang et al., 2009).

I.1.4. La S-glycosylation

La S-glycosylation est une modification post-traductionnelle extrémement rare des
protéines correspondant a la fixation d’un sucre sur I’atome de soufre d’un résidu cystéine. Sa
mise en évidence a eu lieu il y a une cinquantaine d’années sur des glycopeptides isolés d’urine
et de la membrane des érythrocytes humains (Lote et Weiss, 1971 ; Weiss et al., 1971). Plus
récemment, Oman et collaborateurs en 2011 ont démontré que le peptide antimicrobien, la
Sublancine, produit par Bacillus subtilis 168 est S-glycosylé. Des analyses de chromatographies
révelent que le sucre porté par le résidu cystéine 22 est un glucose. Celui-ci est nécessaire a
I’activité antimicrobienne de 1’enzyme. Une autre ¢tude réalisée aussi en 2011 par Stepper et
collaborateurs a identifi¢ une S-glycosylation sur la Glycocine F sécrétée par Lactobacillus
plantarum KW30. Ici le sucre porté par la cystéine 43 est une N-acétylhexosamine qui participe

a ’activité bactéricide du peptide (Figure 6).
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Figure 7. Les différents types de O-glycosylation des domaines EGF-like.

Les domaines EGF-like peuvent subir des O-glycosylations variées nécessitant le repliement correct de
I’EGF-like, les trois ponts disulfures et la présence de séquences consensus spécifiques. POGLUT1 est
nécessaire au greffage d’un O-glucose sur la sérine située dans la séquence consensus C'XSX(P/A)C?.
Celui-ci peut étre allongé par des xyloses greffés par les enzymes GXYLT1/2 et XXYLT1. POFUTI
permet la fixation d’un O-fucose sur une sérine ou une thréonine localisée dans la séquence consensus
C*XXXX(S/T)C?. Ce O-fucose peut étre allongé par une N-acétylglucosamine, un galactose et un acide
sialique greffés respectivement par les enzymes de la famille Fringe, la B4GALT1 et une
sialyltransférase. POGLUT2 et 3 fixent un O-glucose sur une sérine comprise dans la séquence
consensus C*XNTXGSFXC?. Enfin, EOGT catalyse 1’addition d’une N-acétylglucosamine sur une
sérine ou une thréonine présente dans la séquence C’XXGX(S/T)GXXC?. (D’aprés Takeuchi et al.,
2018).



I.2. Les O-glycosylations des domaines EGF-like

Les domaines Epidermal Growth Factor like (EGF-like domain) ou répétitions EGF
contiennent entre 30 et 40 acides aminés caractérisés par six cystéines conservées formant trois
ponts disulfures (Campbell et Bork, 1993). Les ponts disulfures participent a la stabilisation du
domaine EGF-like en reliant les cystéines 1-3, 2-4 et 5-6. La nomenclature des cystéines est la
suivante : CY, y étant le numéro de la cystéine présente dans le domaine EGF-like. Il existe
plusieurs types de domaine EGF-like classés en deux grandes familles. Les « human EGF-like »
(hEGF) et les « complement Clr-like EGF » (cEGF) se différenciant notamment par le nombre
de résidus présents entre les cystéines 5 et 6. Les hEGF comportent entre 8 et 9 résidus, tandis
que les cEGF présentes plus de 9 résidus (Li e al., 2017). 11 existe également dans de rares cas,
des domaines EGF-like contenant 8 cystéines. Il s’agit des « laminines EGF-like » (lamEGF)
et des « intégrines EGF-like » (intEGF). Pour les lamEGF, les deux cystéines supplémentaires
se situent en amont de la C1 et en aval de la C°. Pour les intEGF, celles-ci sont localisées entre
les cystéines C* et C* ainsi qu’en aval de la C® (Li et al., 2017). Les domaines EGF-like sont
fréquemment retrouvés sur les protéines sécrétées et présentant un domaine extracellulaire.
Leur nombre varie selon les protéines pouvant aller d’un seul EGF-like retrouvé dans certains
facteurs de coagulation sanguine, a plus de 300 dans la protéine Dumpy chez la drosophile. Ces
domaines ont des fonctions biologiques trés variées notamment au niveau des interactions
protéines-protéines et du trafic des protéines. Par exemple, les domaines EGF-like de la
thrombomoduline, qui est un cofacteur prévenant la coagulation, permettent son interaction
avec la thrombine et ainsi I’activation de la protéine C (Kurosawa et al., 1988, Suzuki et al.,
1989). Le récepteur de la lipoprotéine de faible densité¢ (LDL) posséde un domaine EGF-like
impliqué dans la régulation de son recyclage (Zhang et al., 2007). Les domaines EGF-like
peuvent étre modifiés, dans un premier temps par des monosaccharides dans le réticulum

endoplasmique (Figure 7) (Luo et Haltiwanger, 2005). Du glucose, du fucose et de la N-acétyl-






glucosamine peuvent étre O-liés sur les domaines EGF-like au niveau de sites spécifiques
reconnus par des enzymes distinctes. Les protéines O-glucosyltransférases 1 a 3 (POGLUT1 a
3) réticulaires permettent 1’ajout d’un O-glucose sur une sérine, présente dans la séquence
consensus C!'XSX(P/A)C? (ou X est n’importe quel acide aminé) (POGLUTI1) (Acar et al.,
2008 ; Takeuchi et al., 2011) ou située dans la séquence consensus C*XNTXGSFXC*
(POGLUT2 et 3) (Takeuchi et al., 2018). Le O-glucose peut étre allongé par des
glycosyltransférases de type Il qui sont les glucosides xylosyltransferases 1/2 (GXYLT1/2)
golgiennes et la xyloside xylosyltransferase 1 (XXYLTI1) réticulaire pour former des
trisaccharides Xylal-3Xylal-3Glc (Sethi et al., 2010 ; Sethi et al., 2012). La protéine O-
fucosyltransférase 1 (POFUT1) réticulaire catalyse I’ajout d’un O-fucose sur un résidu sérine
ou thréonine présent dans la séquence consensus C2XXXX(S/T)C? (Wang et al., 2001 ; Miiller
et al.,2014). L action coordonnée des enzymes golgiennes de la famille Fringe (Lunatic, Manic
et Radical), de la B1-4 galactosyltransférase 1 (B4GALT1) et une sialyltransférase (pour I’heure
non déterminée), permettent d’allonger le O-fucose pour former un tétrasaccharide Siao2-
3Galp1-4GlcNAcB1-3Fuc (Shao ef al., 2003). La O-GIcNAc transférase réticulaire spécifique
des domaines EGF-like (EOGT) permet I’ajout d’une GlcNAc sur un résidu sérine ou thréonine

présent dans la séquence consensus C3XXGX(S/T)GXXCS (Sakaidani et al., 2011).

I.3. La O-fucosylation des domaines EGF-like par la Protéine O-fucosyltransférase 1

La O-fucosylation des protéines est une modification post-traductionnelle rare. I1 s’agit
de la liaison covalente d’un fucose, issu du sucre donneur activé, le GDP-fucose, sur un résidu
sérine ou thréonine. Ce type de glycosylation a été pour la premiére fois mis en évidence sur un
glycopeptique isolé dans 1’urine humaine (Hallgren et al.,1975). La O-fucosylation a lieu dans
le réticulum endoplasmique. Elle se fait sur les répétitions Epidermal Growth Factor-like (EGF-
like) contenant la séquence consensus C?X4(S/T)C? (Miiller et al., 2014) ou sur les répétitions

Thrombospondine de type 1 (TSR) porteuses de la séquence consensus C*X(S/T)C*X>G
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Figure 8. Mise en évidence de la spécificité des Protéines O-fucosyltransférases 1 et 2 humaines
pour leurs substrats.

La superposition des apoformes (formes libres non liées au substrat) humaines de POFUT]1 (en bleu clair)
et POFUT?2 (en violet) permet de mettre en évidence deux boucles observées seulement chez HsPoFUT?2.
La boucle 141-155 est impliquée dans la liaison spécifique aux TSRs au détriment des domaines EGF-
like. La boucle 260-287 située en C-terminal de HsPoFUT2 ne présente pas de fonction catalytique.
Inversement, la boucle 243-284 retrouvée chez HsPoFUT]1 renforce sa spécificité de liaison vis-a-vis des
domaines EGF-like. (Lira-Navarrete ef al., 2018).



(Ricketts et al., 2007 ; Wang et al., 2007). Ces modifications sont principalement retrouvées au
sein des métazoaires (Loriol et al., 2006 ; Vasudevan et Haltiwanger, 2014 ; Haltom et Jafar-
Nejad, 2015). L’addition du O-fucose sur les domaines EGF-like et TSR est catalysée
respectivement par les Protéines O-fucosyltransférases 1 et 2 (POFUT1 et POFUT2) (Wang et
al., 1996 ; Luo et al., 2006). Ces enzymes présentent une forte spécificité vis-a-vis de leurs
substrats accepteurs notamment due a la structure tridimensionnelle de ceux-ci et a la
conformation de la zone de liaison des O-fucosyltransférases a leurs cibles (Figure 8) (Valero-
Gonzalez et al., 2016 ; Li et al., 2017). Chez ’Homme et la souris, moins d’une centaine de
protéines cibles de POFUT1 contenant des répétitions EGF-like porteuses de la séquence
consensus ont ¢t¢ identifiées (Rampal et al, 2007 ; Schneider et al., 2017). Concernant
POFUT2, plus d’une cinquantaine de protéines cibles contenant des répétitions TSR porteuses
de la séquence consensus ont été décrites (Du ef al., 2010 ; Leonhard-Melief et Haltiwanger,
2010). Parmi elles, la thrombospondine 1 (Hofsteenge et al., 2001 ; Luo et al., 2006), la
properdine (Gonzalez de Peredo et al., 2002) et la F-spondine (Gonzalez de Peredo et al., 2002)
ont ¢ét¢ démontrées comme étant O-fucosylées par POFUT2. Dans la suite de 1’exposé
bibliographique, seule la O-fucosylation des domaines EGF-like médiée par POFUT]1 sera

détaillée.

1.3.1. Du géne a la protéine POFUT1

Chez I’'Homme le géne POFUTI, long de 30,78 kpb, se situe dans la région
chromosomique 20q11.21 (Wang et al., 2001). Chez la souris, le géne Pofutl, long de 28,71
kpb, est localisé sur le chromosome 2 (Figure 9). Le pourcentage d’identité¢ entre ces deux
especes concernant POFUT1 est de 90,4% (Wang ef al., 2001). Chez I’Homme, 1’épissage
alternatif engendre cinq variants transcriptionnels (base de données Ensembl) mais seulement
deux codent une protéine : la forme normale de 388 acides aminés (transcrit 1) et une protéine

tronquée en C-terminale, de 194 acides aminées (transcrit 2) (Wang et al., 2001 ; Luo et
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Figure 9. Schéma de I’organisation des transcrits du géne POFUT1 humain et murin.

Chez les deux especes, les transcrits majoritaires (transcrits 1) du géne POFUT] sont constitués de sept
exons et de six introns. Suite a 1’épissage alternatif quatre et sept transcrits de tailles variables peuvent
étre produits chez I’ Homme (A.) et la souris (B.).



Haltiwanger, 2005). Chez la souris, huit variants transcriptionnels sont référencés (base de
données Ensembl). Le transcrit majoritaire conduit a la production d’une protéine de 393 acides
aminés (transcrit 1), quatre transcrits codent pour des protéines tronquées de 353 a 297 acides
aminés (transcrits 2 a 5) et trois transcrits semblent ne pas coder de protéines (transcrits 6 a 8).
L’organisation structurale de 1’enzyme POFUT1 humaine et murine met en évidence la
présence d’un peptide signal d’adressage au RE, de deux sites de N-glycosylation, de trois
domaines de fixation du GDP-fucose et d’une séquence terminale RDEF (KDEL-like) de
rétention dans le RE (Figure 10). L’¢tude des sites de N-glycosylation portés par I’enzyme
Pofutl bovine montre que le premier site de N-glycosylation occupé, N65 (homologue de N62
humain et N67 murin), est impliqué dans son repliement et sa solubilité. Le second site N163
(homologue de N160 humain et N164 murin) participe a son activité¢ enzymatique (Loriol et

al., 2007).

1.3.2. Localisation de la protéine POFUT1

Un travail réalisé par Luo et Haltiwanger en 2005 s’est intéressé€ a la localisation de
POFUTI. Apres sonication des cellules COSI1, les auteurs montrent que I’activité de 1’enzyme
est retrouvée dans la fraction soluble. Jusqu’alors, toutes les fucosyltransférases connues,
responsables de la fucosylation proximale ou terminale des N-glycanes étaient localisées dans
I’appareil de Golgi ou est également situ¢ le transporteur du GDP-fucose, le slc35cl
(Hirschberg et al., 1998 ; Milland et al., 2001 ; Becker et Lowe, 2003). Le fractionnement de
microsomes isolés de foie de rat sur un gradient de sucrose montre que POFUT1 co-fractionne
avec la glucose-6-phosphatase qui est un marqueur du RE. Par contre, ’enzyme ne co-
fractionne pas avec le marqueur golgien utilisé, la B1-4 galactosyltransférase (Figure 11 A.).
Cette rétention réticulaire semble s’expliquer par la présence d’un motif KDEL-like (RDEF)
retrouvée chez la souris et ’Homme, et HEEL chez Drosophila melanogaster (Figure 11 B.)

(Murshid et Presley, 2004). Afin de valider cette hypothése concernant la localisation subcellu-
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Figure 10. Schéma de I’organisation des protéines POFUT1 humaine et murine.

La traduction des transcrits majoritaires de POFUTI! humain et murin conduit & la formation,
respectivement, de protéines constituées de 388 et 393 acides aminés. Celles-ci possédent une
organisation structurale commune. Elles présentent un peptide signal d’adressage au RE (en orange) de
26 acides aminés chez I’Homme et de 30 acides aminés chez la souris, trois domaines impliqués dans
la liaison avec le GDP-fucose (en bleu), une séquence RDEF (de type KDEL) de rétention dans le RE
(en vert) et également deux sites de N-glycosylation localisés sur les asparagines 62/160 chez ’Homme
et 67/165 chez la souris.
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Figure 11. La protéine POFUT1 est localisée dans le réticulum endoplasmique.

Le fractionnement aprés sonication des cellules COS1 montre que 1’activité enzymatique de O-FucT1
(= POFUTY1) est présente dans la fraction soluble tandis que celle de la p4GalT (marqueur golgien) se
situe, comme attendu, dans la fraction membranaire (A.). La séquence de rétention dans le RE, de type
KDEL-like est entre autres retrouvée chez 1’Homme, la souris et la drosophile (B.) Des co-marquages
(C.) mettent en évidence, que la protéine O-fucT1 co-localise avec la calréticuline (marqueur du RE) et
non avec la GM130 (marqueur golgien). La délétion (A) du motif RDEF conduit a la perte de la co-
localisation de la protéine O-fucT1 avec la calréticuline. (Luo et Haltiwanger, 2005).




laire de I’enzyme, des cellules COS1 ont été transfectées par des plasmides, contenant soit toute
la partie codante du géne POFUT] soit cette méme partie sans la portion codant le signal de
rétention au RE (Figure 11 C.). Dans le premier cas, POFUT1 co-localise avec la calréticuline
(marqueur réticulaire) et non avec une protéine de la matrice du cis-Golgi, GM130. L absence
du domaine RDEF conduit a une redistribution de POFUTI1. Celle-ci est faiblement détectée
dans le cytoplasme car majoritairement sécrétée au détriment de sa localisation réticulaire. Le
domaine RDEF est bien une séquence KDEL-like nécessaire a la localisation réticulaire de
I’enzyme POFUT1. Ces résultats, mis en relation avec le fait que la synthése du GDP-fucose
prend place dans le cytoplasme, suggerent la présence de mécanismes de transport depuis le
Golgi permettant I’acheminement du GDP-fucose vers le RE ou POFUT1 exerce son activité
O-fucosyltransférase. Un transporteur du GDP-fucose spécifique de RE, nommé Efr (ER GDP-
fucose transporter), a ét¢ identifié chez la drosophile (Ishikawa et al., 2010) mais son orthologue
chez I’Homme est un transporteur golgien de I’'UDP-xylose et de I’UDP-N-acétylglucosamine
(Ashikov et al., 2005). De ce fait, I’identification du transporteur du GDP-fucose dans le RE

chez les mammiféres reste a déterminer.

1.3.3. Fonctions biologiques de la protéine POFUT1

Dans le réticulum endoplasmique, la protéine POFUT1 est caractérisée par une activité
de transfert d’un fucose qui sera O-li¢ par une liaison covalente sur le groupement hydroxyl
d’un résidu sérine ou thréonine retrouvé dans la séquence consensus C>X4(S/T)C? portée par
les domaines EGF-like (Wang et al., 1996). Chez I’ Homme, 87 protéines cibles potentielles de
POFUTTI (Tableau 1) (Schneider ef al., 2017) sont connues, ce nombre est de 75 chez la souris
(données non publiées). Cependant, la présence d’un O-fucose sur un domaine EGF-like n’a

été démontrée que sur une quinzaine de protéines cibles (Li et al., 2017 ; Schneider et al., 2017).

Un réle de protéine chaperonne a été attribué a OFUT1 dans une étude réalisée chez

Drosophila melanogaster (Okajima et al., 2005). Le knockdown de Ofutl (orthologue de



Tableau 1. La liste des protéines humaines potentiellement modifiées par POFUT1.

Chez ’Homme, il existe 87 protéines comportant au moins un domaine EGF-like porteur de la
séquence consensus de O-fucosylation C2-X-X-X-X-(S/T)-C* et pouvant donc étre potentiellement
modifiées par POFUT1. Parmi ces protéines, 13 ont ét¢ démontrées comme porteuses d’un fucose O-
lié (en bleu et orange) et participant a 1’activité fonctionnelle pour 2 d’entre elles (orange). (D’aprés

Schneider et al., 2017).
Géne Protéine Gene Protéine
AGRIN Agrin LTBP2 latent-transofrming growth factor beta-binding protein 2
ATRAID All-trans retinoic acid-induced differentiation MEGF6 Multiple epidermal growth factor-like domains protein 6
CELSR1 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1 MEGF8 Multiple epidermal growth factor-like domains protein 8
CELSR2 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 MEGF10 Multiple epidermal growth factor-like domains protein 10
CELSR3 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 MEGF11 Multiple epidermal growth factor-like domains protein 11
CD93 Complement component C1q receptor MMRN1 Multimerin-1
CD97 CD97 antigen NCAN Neurocan core protein
CFC1 Cryptic protein NELL1 Protein kinase C-binding protein NELL1
CFC1B Cryptic family protein 1B NID2 Nidogen-2
CNTNAP5 Contactin-associated protein-like 5 NOTCH1 Neurogenic locus notch homolog protein 1
CRB1 Protein crumbs homolog 1 NOTCH2 Neurogenic locus notch homolog protein 1
CRB2 Protein crumbs homolog 2 NOTCH2NL Notch homlog 2 N-terminal-like protein
CSPG2 Versican core protein NOTCH3 Neurogenic locus notch homolog protein 3
CUBN Cubilin NOTCH4 Neurogenic locus notch homolog protein 4
DLK1 Protein delta homolog 1 PEAR1 Platelet endothelial aggregation receptor 1
DLK2 Protein delta homolog 2 PGBM Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein
DLL1 Delta-like protein 1 PGCB Brevican core protein
DLL3 Delta-like protein 2 PROC Vitamin K-dependent protein C
DLL4 Delta-like protein 4 PROZ Viatmin K-dependent protein Z
DNER Delta and Notch-like epidermal growth factor-related receptor RAMP Regenration-associated muscle protase homolog
EDIL3 EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3 RELN Reelin
EGF Pro-epidermal growth factor SLIT1 Slit homolog 1 protein
EGFL7 Epidermal growth factor-like protein 7 SLIT2 Slit homolog 2 protein
EGFLAM Pikachurin SLIT3 Slit homolog 3 protein
EMR1 Adhesion G protein-couplet receptor E1 SNED1 Sushi, nidogen and EGF-like domain-containing protein 1
EMR2 Adhesion G protein-couplet receptor E2 SREC2 Scavenger receptor class F member 2
EYS Protein eyes shut homolog STAB1 Stabilin-1
FA7 Coagulation factor VII STAB2 Stabilin-2
FA9 Coagulation factor IX SUSD1 Sushi domain-containing protein 1
FA12 Coagulation factor XII SVEP1 Polydom protein
FAT1 Protocadherin Fat 1 TEN1 Teneurin-1
FAT2 Protocadherin Fat 2 TEN2 Teneurin-2
FAT3 Protocadherin Fat 3 TEN4 Teneurin-4
FAT4 Protocadherin Fat 4 TIE1 Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1
FBLN1 Fibulin-1 TPA Tissue-type plasminogen activator
FBLN7 Fibulin-7 TSP3 Thrombospondin-3
FBN2 Fibrilin-2 UMOD Uromodulin
FBN3 Fibrilin-3 UMODL1 Uromodulin-like 1
HABP2 Hyaluronan-binding protein 2 UROK Urokinase-type plasminogen activator
HGFAC Hepatocyte growth factor activator VASN Vasorin
JAG1 Protein Jagged-1 VWDE von Willebrand factor D and EGF domain-containing protein
JAG2 Protein Jagged-2 VWA2 AMACO
LRP1 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 WIF1 Wht inhibitory factor 1
LRP1B Low-density lipoprotein receptor-related protein 1B




POFUTI) provoque I’accumulation dans le RE du récepteur NOTCH et de ce fait une
diminution de sa présence a la membrane plasmique. L’expression dans ce modele d’une forme
inactive de I’enzyme (mutation R240A) restaure partiellement I’adressage membranaire de
NOTCH, suggérant que sa fonction de chaperonne est indépendante de son activité
fucosyltransférase. Cependant, la fonction chaperonne attribué¢e a Pofutl reste controversée
notamment chez les Mammifeéres. En effet, des études récentes montrent que 1’invalidation du
gene Pofutl chez la souris ou des lignées cellulaires, réduit 1’adressage membranaire de
NOTCHI1 (Ajima et al., 2017 ; Takeuchi et al., 2017). Une étude antérieure montre toutefois
que dans les cellules ES murines, POFUT1 n’est pas requis pour la présence de NOTCH a la

membrane, mais est nécessaire a son interaction avec les ligands (Stahl ez al., 2008).

1.3.4. Roles biologiques de la O-fucosylation médiée par POFUT1

La O-fucosylation, controlée par POFUT1, module les interactions possibles entre les
partenaires protéiques. Ceci est notamment le cas entre le récepteur NOTCH et ses ligands
(DLL1 a 4 et JAGI1 et 2). En effet, des expériences de co-cristallisation montrent que le O-
fucose porté par ’EGF12 du récepteur NOTCHI est en contact direct avec les ligands DLL4
(Lucaetal., 2015) et JAGI (Luca et al., 2017). Le co-cristal NOTCH1-JAGI révele également
une interaction entre le O-fucose greff¢ sur ’EGF8 de NOTCHI1 et la chaine latérale de
I’asparagine 248 du ligand JAG1. La substitution sur les EGF8 et 12 de NOTCHI1 de
I’asparagine porteuse du O-fucose, par des résidus thréonine ou valine réduit a la fois
I’interaction entre DLL1/JAGI et le récepteur NOTCH1 mais aussi I’activité du récepteur. De
plus, la perte du O-fucose sur ’EGF12 de NOTCHI1, impacte plus particulicrement sa liaison
avec DLL1 par rapport a JAG1 (Kakuda et Haltiwanger, 2017). Des souris homozygotes
porteuses de la substitution du résidu thréonine par une alanine sur 'EGF12 de NOTCHI1
présentent des retards de croissance ainsi que des défauts de développement des cellules T (Ge

et Stanley, 2008). Ces résultats démontrent I’importance majeure des O-fucoses portés par le






récepteur NOTCHI1 dans son activité et sa capacité¢ de liaison a ses ligands. Le knockout de
Pofutl chez la souris provoque une létalité embryonnaire avec des défauts de somitogenéese,
cardiogenese, vasculogenése et neurogenese semblables a ceux observés lors d’une altération
de la voie NOTCH (Shi et Stanley, 2003). Ceci renforce I’impact de la O-fucosylation controlée
par POFUT1 sur la voie de signalisation NOTCH. De plus, 1’ajout des O-fucoses sur les
domaines EGF-like de NOTCH et ses ligands, permet leur allongement par les enzymes de la
famille Fringe, ce qui augmente I’affinit¢ de NOTCH pour ses ligands JAGGED1 et DLL1
(Taylor et al., 2014). 1l est également connu que la O-fucosylation de la protéine Agrine impacte
son activité synaptogénique en modulant sa capacité d’agrégation des récepteurs a

I’acétylcholine au cours du développement neuromusculaire (Kim et al., 2008).






Chapitre I1. Implication de la protéine O-fucosyltransférase 1 dans

un contexte physiologique : le processus myogénique

Le tissu musculaire est caractérisé par des propriétés de mouvements. En effet, les
cellules musculaires sont capables de se contracter en réponse a une stimulation nerveuse. Les
tissus musculaires de notre corps ont été classés en trois catégories selon leurs structures et leurs
fonctions : le tissu musculaire squelettique (biceps, triceps...) formé de cellules multinucléées,
le tissu musculaire cardiaque (cceur) et le tissu musculaire lisse (parois de 1’estomac, des
intestins...), tous deux constitués de cellules mononucléées. Certains muscles ont une
contraction dite volontaire, contrélée consciemment et dépendante du systéme nerveux central,
comme ceux présents dans les membres supérieurs permettant de feuilleter ce manuscrit.
D’autres sont a contraction dite involontaire, dépendante du systéme nerveux végétatif, comme
ceux de notre appareil digestif. Dans la suite de cet exposé bibliographie, je ne traiterai que du

tissu musculaire squelettique.

II.1. Le muscle squelettique

Le muscle squelettique représente pres de 40% de la masse corporelle. C’est un tissu
hautement organisé qui converti I’énergie chimique en énergie physique. En moyenne, celui-ci
est composé d’eau (environ 75%), de protéines (environ 20%), de glucides (environ 5%), de
graisses, et d’autres substances telles que des sels minéraux (calcium, sodium, potassium...).
Sa masse est dépendante de la balance entre synthése et dégradation protéiques. Ces processus
sont sous I’influence de différents facteurs comme la nutrition, les hormones ou encore 1’activité
physique. Le tissu musculaire squelettique est attaché aux os et sa contraction rend possible la
locomotion, les expressions faciales et tout autre mouvement volontaire du corps. De plus, il
fournit au corps de la chaleur par I'intermédiaire de sa contraction et participe ainsi a

I’homéostasie thermale. Le muscle squelettique a la capacité de se régénérer suite a de petites
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déchirures occasionnées accidentellement par de 1’exercice physique ou bien lors de 1’activité
quotidienne. Ce phénomene est rendu possible grace a la présence de cellules « souches »
résiduelles localisées a la périphérie des fibres musculaires nommées cellules souches satellites
(SCs). Suite a une Iésion, ces cellules activées proliférent et fusionnent afin de réparer les fibres

musculaires 1ésées (Dumont et al., 2015).

I1I.1.1. Structure et organisation

Chaque muscle squelettique comprend trois couches de tissu conjonctif participant au
soutien et compartimentant les fibres musculaires (Figure 12). Chaque muscle est recouvert
par un tissu conjonctif fibreux dense et irrégulier appelé épimysium, correspondant a
I'aponévrose du muscle, qui lui permet de se contracter tout en assurant son intégrité
structurelle. Il assure également la séparation du muscle squelettique vis-a-vis des tissus et
organes adjacents. Des ensembles de fibres musculaires sont organisés en faisceaux individuels,
appelés fascicules, et bordés du périmysium. Cette structure permet un mouvement spécifique,
par I’action du systéme nerveux central, en stimulant un fascicule précis du muscle. Au sein
d’un fascicule, les fibres musculaires sont enfermées dans une fine couche de collagéne appelée
endomysium. Celui-ci contient les nutriments fournis par la circulation sanguine et nécessaires
au soutien de la fibre musculaire. Le muscle est également parcouru par des vaisseaux sanguins
et des fibres nerveuses permettant respectivement 1’oxygénation et la fonction motrice de
chaque fibre musculaire. Les fibres musculaires sont polynucléées, possédant un diametre
compris entre 10 et 100 um et une longueur pouvant aller jusqu’a 30 cm (Bouisset et Maton,
1995). La fibre musculaire est bordée par une membrane nommée sarcolemme présentant des
invaginations tubulaires réparties tout le long de la fibre. Au sein des fibres musculaires, on
retrouve les myofibrilles constituant 1’essentiel du cytosquelette musculaire et présentant une
alternance de bandes sombres, larges, riches en filaments épais de myosine (bandes A ou

Anisotropes) et de bandes claires, étroites, riches en filaments fins d’actine (bandes I ou isotro-



. Sarcomere .

LBan'de | 4 Bande A lBan5|e ly
: . Zone H . ¢
|

—h

. ) L Filament
Filament épais

in Troponine Titine
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Représentation schématique d'un sarcomeére illustrant les trois principaux systémes de filaments :
filaments fins a base d'actine (gris), de tropomyosine (orange) et de troponine (vert), filaments épais a
base de myosine (bleu) et titine (rose). Les limites latérales du sarcomeére sont les stries Z. La bande 1
entoure la strie Z et est une région ou les filaments fins ne sont pas superposés aux filaments épais. La
zone de la bande A contient des filaments fins et des filaments épais. La bande M se situe dans la zone
H, ou les filaments épais ne se croisent pas avec les filaments fins. (D’aprés Henderson et al., 2017)



pes) donnant 1’aspect stri¢ au muscle squelettique (Figure 13). La myosine de type II (= 500
kDa), celle observée dans les muscles, est une protéine dimérique constituée de deux chaines
lourdes (= 200 kDa chacune) présentent sous différents isoformes selon la vitesse de contraction
des fibres musculaires, et de deux chaines légeres (= 20 kDa chacune). Les fibres lentes
expriment les chaines lourdes de myosine de type I (MyHC-I) tandis que les fibres rapides
expriment les chaines lourdes de myosine de type II (MyHC-II). L’actine (42 kDa) est une
protéine globulaire présente sous six isoformes chez les Mammiféres (trois isoformes o
retrouvées dans les muscles squelettiques, cardiaques et lisses ; deux isoformes y présentes dans
le muscle lisse entérique et les tissus non musculaires ; une isofome § non musculaire). La
bande A est divisée en deux par la bande H (de 1’allemand Heller, « plus pale ») ou se trouve
en son centre la ligne M (de ’allemand Mittel, « centre »). La bande I est séparée en son centre
par la strie Z (de I’allemand Zwischen, « entre »), et la zone comprise en deux stries Z constitue
le sarcomére, d’une longueur d’environ 2 um, qui est I’'unité fonctionnelle contractile du muscle
(Craig et Padron, 2004). La titine est une protéine structurale (la plus grande connue chez
I’Homme, 3 816 kDa) liée aux filaments épais et permettant d’assurer 1’¢lasticité¢ du sarcomére
(Trinick, 1996). Outre les filaments d’actine et de myosine, le sarcomere contient des protéines
nécessaires a la contraction musculaire. Parmi elles, la tropomyosine (dont 40 isoformes, de 28
a43 kDa, sont connues chez les Mammiferes principalement di a I’épissage alternatif des génes
les codant) est constituée de deux chaines en hélices a s’enroulant autour de 1’actine. On
retrouve également le complexe hétérotrimérique formé de la troponine C (18 kDa, se liant avec
le calcium), la troponine I (21 kDa, interagissant avec 1’actine) et la troponine T (31 kDa, se
fixant a la tropomyosine). Ces protéines régulatrices participent a la contraction musculaire en
controlant la fixation entre les filaments épais et fins en fonction de la concentration calcique
(Zot et Potter, 1987). En absence de calcium, la tropomyosine empéche la fixation des tétes de

myosine a I’actine. Lorsque la concentration en calcium augmente, la fixation de celui-ci sur la






troponine C va progressivement diminuer les affinités de la troponine I pour 1’actine et de la
troponine T pour la tropomyosine. Cela induit un changement conformationnel provoquant le
déplacement de la tropomyosine et rendant ainsi disponibles les sites de liaison entre I’actine et
la myosine. Finalement, I’hydrolyse de molécules d’ATP par la myosine permet aux filaments

fins de glisser sur les filaments épais provoquant la contraction musculaire.

I1.1.1. Pathologies associées

Les pathologies musculaires sont classées en deux grandes familles : les myopathies
d’origine génétique et les myopathies acquises. Le premier groupe peut étre subdivisé en quatre
sous parties : les dystrophies musculaires, les myopathies congénitales, les myopathies
mitochondriales et les myopathies métaboliques. Le second groupe se décline en trois sous-
familles : les myopathies inflammatoires, les myopathies toxiques et les myopathies associées
a des affections systémiques. Dans la suite de I’exposé bibliographique, je ne détaillerai que les

myopathies génétiques car celles-ci sont en lien avec le processus de myogenese.

Les dystrophies musculaires se manifestent par une altération des fibres musculaires,
provoquant une faiblesse progressive et une dégénérescence des muscles squelettiques
controlant les mouvements (Wicklund, 2013 ; Guiraud ef al., 2015). Parmi elles, on retrouve
les dystrophies musculaires de Duchenne (DMD) et de Becker (BMD) touchant respectivement
1 individu sur 5 000 et 1 individu sur 20 000 a travers le monde (Mendell et Lloyd-Puryear,
2013 ; Moat et al., 2013). Elles résultent de mutations héréditaires ou spontanées du geéne de la
dystrophine porté par le chromosome X affectant donc des garcons dans la quasi-totalité des
cas. La dystrophine est impliquée dans le lien entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire
dans les fibres musculaires (Kamdar et Garry, 2016). Ces mutations peuvent €tre des insertions,
des délétions ou encore des mutations ponctuelles. Dans la majorité des cas une délétion d’un
ou plusieurs exons du géne DMD est observée (Flanigan et al., 2009 ; Tuffery-Giraud et al.,

2009). A la naissance, les patients atteints de la DMD ne présentent pas de signes cliniques per-






ceptifs. Ceux-ci sont détectés vers I’age de 4-5 ans et permettent de poser le diagnostic (Mendell
et al., 2012 ;Guiraud et al., 2015 ; Robinson-Hamm et Gersbach, 2016). Petit a petit, les
muscles se détériorent provoquant des problémes de locomotion durant 1’enfance jusqu’a
I’incapacité¢ de se mouvoir (Bello et al., 2016). Des altérations des fonctions respiratoires
(Guiraud et al., 2015) et une cardiomyopathie (Viollet ef al., 2012) apparaissent au cours de
I’adolescence, provoquant un déces prématuré vers 1’age de 30 ans. La dystrophie musculaire
de Becker (BMD) se manifeste plus tardivement, en moyenne vers les 12 ans. La locomotion
est perturbée vers 1’age de 30 ans et le début des atteintes cardiaques est variable, si bien que
I’espérance de vie des patients atteints de BMD est plus longue que celle de ceux présentant
une DMD (Finsterer et Stollberger, 2008 ; Flanigan, 2014). Les différences phénotypiques
observées entre ces deux maladies s’expliquent par le niveau d’atteinte du géne DMD, long de
2 300 kb, codant la dystrophine (400 kDa). Dans le cas de la DMD, les mutations altérent le
cadre de lecture aboutissant a une petite protéine tronquée ou a I’absence totale de celle-ci
(Koenig et al., 1987 ; Blonden et al., 1989). Dans le cas de la BMD, les mutations ne touchent
pas le cadre de lecture mais générent une dystrophine fonctionnellement limitée conduisant a
un phénotype plus Iéger comparativement a celui de la DMD (Monaco ef al., 1988 ; Koenig et

al., 1989).

Les myopathies congénitales (CMD) désignent un groupe de maladies cliniquement,
génétiquement et histologiquement hétérogenes affectant le tissu musculaire. Il s’agit de la
seconde forme de dystrophie musculaire la plus observée apres la dystrophie musculaire de
Duchenne (Muntoni et Voit, 2004). La majorité des altérations génétiques a I’origine de ces
myopathies touchent des protéines situées a ’interface entre la membrane plasmique et la
matrice extracellulaire. Les dystroglycanopathies, ainsi que les mutations touchant le collageéne
VI et la laminine a2 sont les formes les plus courantes des CMD (Matsumoto et al., 2005 ;

Clement et al., 2012). Les mutations retrouvées au niveau des génes COL6A4 1 a 3 sont la cause
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Figure 14. Le complexe dystrophine-associated glycoprotein (DAGP).

La dystrophine se lie a ’actine F cytosquelettique et s’associe a plusieurs protéines du complexe
DAGP, qui forme une liaison mécanique entre le cytosquelette actinique et la matrice extracellulaire.
Le DAGP stabilise ainsi la membrane cellulaire. (D’aprés Barressi et Campbell, 2006).



des myopathies d’Ullrich et de Bethlem. Ces génes codent pour les chaines a du collagéne VI
qui est un composant de la matrice extracellulaire, associ¢ a la lame basale. Les mutations
portées par le gene LAMA?2, codant pour la chaine lourde a2 de la laminine-211 (auparavant
nommée mérosine) provoque une myopathie dite mérosine-déficiente. La laminine est le
partenaire extracellulaire majeur de 1I’a-dystroglycane situ¢ dans la matrice extracellulaire. L’a-
dystroglycane est un constituant du complexe DAGP (dystrophin-associated glycoprotein)
(Figure 14) permettant la liaison de la dystrophine a la matrice extracellulaire (Lapidos et al.,
2004). Afin d’accomplir sa fonction a la membrane plasmique, 1’a-dystroglycane porte un
glycoépitope spécifique. A ce jour, plus d’une douzaine de geénes (notamment les geénes ISPD,
POMTI1/2, POMGNTI, FKTN, FKRP et LARGE]) codant pour des glycosyltransférases ou des
protéines impliquées dans la glycosylation de I’a-dystroglycane ont été identifiés. Les défauts
de glycosylation déstabilisent les relations entre 1’a-dystroglycane et les protéines
extracellulaires, conduisant a ce que I’on appelle des dystroglycanopathies associées a toute
une variété de maladies cliniquement et génétiquement trés différentes comme le syndrome de

Walker Warburg ou la dystrophie de Fukuyama (Moore et Winder, 2012 ; Jae et al., 2013).

Les myopathies mitochondriales désignent un petit groupe de myopathies, résultant d’un
dysfonctionnement mitochondrial dii a des mutations de I’ADN mitochondrial. Les pathologies
qui lui sont liées incluent I’épilepsie myoclonique associée a la myopathie des fibres rouges en
haillons (MERRF) (Hammans et al., 1993), le syndrome de Kearns-Sayre (KSS) (Moraes et al.,
1989) et I’encéphalomyopathie mitochondriale, avec acidose lactique et épisodes déficitaires
neurologiques (MELAS) (Hirano et al., 1992). Les patients atteints de MERRF, présentent une
myoclonie (bréve contraction involontaire d’un muscle ou d’un groupe de muscles), suivie de
crises d’épilepsie généralisées, d’ataxie (probléme de coordination des mouvements), de
faiblesses musculaires et de démence (DiMauro et Hirano, 2015). Dans plus de 80% des cas,

une transition d’une adénosine a une guanine en position 8344 du géne mitochondrial MT-TK






codant pour I’ARNt se liant a la L-lysine (tRNAY) est observée. Le syndrome de Kearns-
Sayrea ¢été décrit en 1958 par Thomas P. Kearns et George Pomeroy Sayre, et se manifeste
avant I’age de 20 ans par une chute involontaire de la paupiére supérieure appelée ptosis, due a
une faiblesse du muscle releveur de la paupiére. Celle-ci est induite par la présence de délétions
de grandes tailles retrouvées au niveau de I’ADN mitochondrial. Les délétions sont en général
non héréditaires, mais se produisent spontanément dans les cellules germinales ou au cours du
développement embryonnaire (Mehndiratta et al., 2002). Elles touchent des génes impliqués
dans la chaine respiratoire mitochondriale, comme ceux codant pour la cytochrome c oxydase,
nécessaire a la production d’énergie (Chomyn et al., 1991 ; Oldfors et al., 1992). Le syndrome
MELAS est I’'un des troubles mitochondriaux héréditaires les plus fréquents, décrit pour la
premicre fois en 1984 (Pavlakis et al., 1984). Il se manifeste chez 1’enfant ou le jeune adulte
par des céphalées et des vomissements s’accompagnant de déficits moteurs dus a une faiblesse
musculaire. Dans plus de 80% des cas, cette maladie est induite par la transition d’une adénine
en guanine a la position 3243 du geéne mitochondrial MT-TL1 codant pour ’ARNt se liant a la
Leucine (tRNALY) (Goto et al., 1990). Cette mutation engendre une diminution de la synthése
protéique affectant notamment les enzymes des complexes I et IV de la chaine respiratoire
mitochondriale (Sproule et Kaufmann, 2008 ; El-Hattab ef al., 2001). Il en résulte une
diminution de la production d’énergie sous forme d’ATP (King et al., 1992 ; Chomyn et al.,

2000).

Les myopathies métaboliques sont des troubles génétiques du muscle squelettique,
impactant majoritairement les enzymes impliquées dans le métabolisme intermédiaire du
glucose et des acides gras. La premi¢re myopathie métabolique décrite €tait une maladie
touchant le stockage du glycogéne, nommée maladie de McArdle détectée chez un enfant
souffrant de crampes induites par I’exercice (McArdle, 1951). Ce trouble est dii a une mutation

génétique du gene PYGM codant pour I’isoforme de la myophosphorylase spécifique du muscle






squelettique. La myophosphorylase participe a la glycogénolyse et catalyse la conversion du
glycogeéne en glucose 1-phosphate. En son absence, la production de 1’énergie a partir de la
glycolyse est interrompue favorisant I’apparition de crampes dés les premicres secondes
d’effort. Les altérations touchant le métabolisme des acides gras sont des troubles génétiques
affectant le transport des acides gras libres (déficience en carnitine palmitoyltransférase II) et
leur oxydation (déficience en acyl-Coenzyme A déshydrogénase des acides gras a chaines tres
longues). Diverses mutations dans le géne CPT2 codant la carnitine palmitoyltransférase 11
déstabilisent cette protéine. Ceci a pour conséquence la non conversion des acides gras en
énergie par oxydation (Berardo et al., 2010), pouvant aboutir a une rhabdomyolyse (Sigauke et
al., 2003). La dégradation des acides gras a chaines treés longues, issus de I’alimentation et des
graisses stockées dans le corps, est réalisée par I’acyl-coenzyme A déshydrogénase au sein des
mitochondries. Cette enzyme est codée par le géne nucléaire ACADVL sujet a des mutations
autosomiques récessives, aboutissant a une insuffisance enzymatique. En effet, les acides gras
ne sont pas convertis en €nergie, ce qui provoque une rhabdomyolyse intermittente, des crampes

musculaires et une intolérance a I'effort (Leslie ef al., 2009).

I1.2. L’organisation du processus myogénique

Les fibres musculaires squelettiques forment un syncytium issu de la fusion des
myoblastes au cours du développement embryonnaire. Chez 1’adulte, le processus myogénique
est activé suite a des 1ésions musculaires. Au niveau cellulaire, cela se traduit par I’activation
des cellules satellites, leur différenciation et pour certaines la fusion avec les myotubes. In vitro,
le processus myogénique peut étre mimé grace a 1’utilisation de cellules myoblastiques. Ceci
permet d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu au cours du processus
myogénique. Par I’intermédiaire d’une privation de sérum dans le milieu de culture, les
myoblastes en prolifération vont se différencier en myocytes qui vont pour une partie d’entre

eux s’aligner et fusionner pour former des myotubes multinucléés. Cette étape est nommée
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Figure 15. Expressions temporelles des MRFs (Myogenic Regulatory Factor) au cours du
processus myogénique.

Le processus myogénique débute par la spécification des cellules progénitrices musculaires, exprimant
PAX3 et PAX7, conduisant a la formation d’un pool de cellules satellites, caractérisées par I’expression
de PAX7 et par une premiére vague de MYF6/MRF4. Une partie d’entre elles va ensuite subir une étape
de détermination pour former des cellules satellites déterminées. Puis ces derniéres sont activées et
proliférent par I’induction de MYF5 et MYOD avant de se différencier en myocytes au sein desquels
I’expression de MYF5 diminue. Les myocytes vont, pour une partie d’entre eux, fusionner les uns avec
les autres sous ’effet de MYOG pour former les myotubes primaires. Dés lors, une population
myocytaire (cellules de réserve) participe a la croissance des myotubes pré-existants en fusionnant avec
eux sous I’induction de MYOG et de la seconde vague de MYF6/MRF4. Ceci aboutis a la formation des
myotubes secondaires impliqués ultérieurement dans 1’élaboration des fibres musculaires. Au cours du
processus de différenciation myogénique, des cellules souches satellites restent a 1’état quiescent et
participeront a la croissance post-natale des muscles suite a leur activation (D’aprés Bentzinger et al.,
2012 ; Sambasivan et al., 2013).



fusion primaire. Les cellules ne fusionnant pas sont dites cellules de réserve et restent dans un
¢état indifférencié. La seconde phase du processus, appelée fusion secondaire, est caractérisée
par ’entrée en différenciation de cellules de réserve qui vont fusionner avec les myotubes

préexistants participant dés lors a leur croissance.

I1.2.1. Régulation par les Myogenic Regulatory Factors

En 1987, des ¢études d’hybridation a partir de banques d’ADNc de myoblastes ont permis
de mettre en évidence le facteur hélice-boucle-hélice (HLH) MYOD. Celui-ci a la capacité
d’induire la transformation de certains types cellulaires, comme les fibroblastes, en des cellules
capables de fusionner en myotubes (Davis et al., 1987). Par la suite, trois autres facteurs
myogéniques de type hélice-boucle-hélice ont été identifiés ainsi que leur capacité a induire
eux aussi des phénotypes myoblastiques a des cellules non musculaires. Il s’agit de MYFS5, de
la myogénine (MYOGQG) et de MRF4 (¢galement appelé MYF6) (Braun et al., 1989 ; Wright et
al., 1989 ; Rhodes et Konieczny, 1989). Ces différents facteurs myogéniques sont exprimeés
selon un profil bien défini au cours du processus myogénique (Figure 15) (Bentzinger ef al.,

2012).

Les MRFs forment a eux seuls une sous-famille de protéines HLH (de type II) et leur
expression est restreinte au tissu musculaire squelettique (Massari et Murre, 2000). Les MRFs
possedent chacun trois domaines structuraux présentant une forte homologie. Le premier est un
domaine basique reli¢ a une région de type hélice-boucle-hélice formant ainsi le domaine
basique hélice-boucle-hélice (bHLH). Il est notamment retrouvé chez les métazoaires (Massari
et Murre, 2000 ; Jones, 2004) et contribue a 1’activation du processus myogénique (Ozerniuk
et Miuge, 2012). En effet, la portion basique permet la liaison a I’ADN tandis que la partie HLH
est requise pour I’hétérodimérisation avec des protéines E reconnaissant la séquence suivante
« CANNGT » des boites E (E-box) retrouvées dans les régions promotrices des genes

myogéniques (Massure et Murre, 2000). A I’extrémité N-terminale du domaine bHLH, se






trouve une région riche en cystéine/histidine et proche de sa région C-terminale, est présent un
domaine riche en sérine/thréonine. Ces derniers participent a la régulation de la transcription

des genes cibles.

MYFS5 est le premier MRF exprimé au cours du développement embryonnaire (E8 chez
la souris). Son expression augmente de fagon transitoire dans le mésoderme paraxial puis
conjointement avec les autres MRFs lors de la formation du myotome (a E10,5 chez la souris)
(Ott et al., 1991 ; Buckingham, 1992). Par la suite, la caractérisation des rdles joués par les
différents MRFs a été réalisée par des expériences de knockout (KO) chez la souris. Un KO de
Myf5 conduit a un retard du processus de myogeneése embryonnaire, débutant dés lors que
I’expression de MyoD est initiée (Braun et al., 1992). Le KO de MyoD provoque une expression
prolongée de Myf5 qui, dans une condition sauvage, voit son expression diminuer lorsque celle
de MyoD débute (Rudnicki et al., 1992). Le double KO Myf5/MyoD induit une absence de
développement du muscle squelettique, mettant en avant I’importance des facteurs Myf5 et
MyoD au cours de la myogenese (Rudnicki et al., 1993). L’absence de la population cellulaire
Myf5*, induite par de la toxine diphtérique, montre que Myf5 n’est pas exprimé par tous les
myoblastes au cours de la formation du myotome. En effet, le processus myogénique est
totalement accompli par la population cellulaire MyoD" (Gensch et al., 2008 ; Haldar et al.,
2008). Ces résultats mettent en exergue le fait que deux populations cellulaires différentes
(Myf5*" et MyoD") participent a la myogenese. Des mutations alléliques impactant Myf5
affectent également I’expression du géne Mrf4 voisin. De plus, un Mrf4 fonctionnel restaure
certains aspects du phénotype embryonnaire du double mutant Myf5/MyoD (Kassar-Duchossoy
et al., 2004). Le KO de MyoG provoque une diminution de 1’expression de marqueurs de
différenciation tels que la myosine et Mrf4, mais n’affecte par celle de MyoD (Hasty et al.,
1993). Cela s’accompagne d’une augmentation du nombre de myoblastes indifférenciés ainsi

que d’une diminution du nombre de myofibres. Ces différentes expériences permettent de






classer les MRFs en deux familles selon leurs implications durant le processus myogénique.
D’un cot¢ MYFS5 et MYOD induisent la détermination myogénique, tandis que MYOG et

MRF4 participent a I’étape de différenciation.
I1.2.2. Formation des fibres musculaires au cours du processus myogénique

Les fibres musculaires ou myofibres sont les unités contractiles des muscles
squelettiques (Sciote et Morris, 2000). La formation de nouvelles fibres correspond au
processus myogénique, au cours duquel les cellules souches multipotentes sont converties en
cellules musculaires. Les fibres musculaires se forment au stade prénatal (entre E10,5 et E12,5
chez la souris) et de ce fait il est crucial de comprendre les différents événements se déroulant
a ce stade car ils impactent le développement et la croissance post-natale du muscle (Dauncey
et Gilmour, 1996). Le processus myogénique prénatal peut €tre subdivisé en myogenese
primaire et secondaire. La myogenése primaire se déroule principalement au stade
embryonnaire, lorsque les fibres musculaires primaires apparaissent (E11 chez la souris). La
myogenese secondaire se produit au stade feetal (entre E14,5 et E17,5 chez la souris) et conduit
a la formation de fibres musculaires secondaires. Ces deux types de fibres musculaires sont
issues des cellules souches mésenchymateuses (Bailey ef al., 2001). Le processus myogénique
prénatal est sous le contrdle de différentes protéines régulatrices comme les protéines paired
box, PAX3 et PAX7 (Maroto et al., 1997 ; Hyatt et al., 2008). Les expressions de Pax3 et Pax7
dans les cellules souches mésenchymateuses activent 1’expression des facteurs de régulation
myogénique (Bailey et al., 2001), induisant la différenciation myogénique (Amthor et al.,
1999). MYFS5 et MYOD activent la détermination des cellules précurseurs myogéniques
multipotentes en myoblastes (Roth et al., 2003). Dans un 1¢ temps, les cellules précurseurs
myogéniques et les myoblastes proliférent pour constituer un pool cellulaire conséquent. Suite
a des stimuli environnementaux (telle que la concentration en facteurs de croissance), les

myoblastes s’alignent, fusionnement et se différencient en fibres musculaires immatures






nommées myotubes (Du et al., 2010). Etant donné que seul un nombre limité de myofibres
primaires se forment au stade embryonnaire, I’impact de la myogenese primaire sur la taille et
le nombres des fibres musculaires formées est mineur (Du ef al., 2010). La phase critique du
développement du tissu musculaire squelettique est le stade foetal, ou la croissance des fibres
musculaires s’effectue. Cette seconde vague de myogenese, est appelée myogenese secondaire.
Elle correspond a la fusion des myoblastes feetaux mais également a leur fusion avec les fibres
musculaires issues de la myogenéese primaire embryonnaire pour former des fibres secondaires
(Messina et Cossu, 2009). Le nombre de fibres musculaire formées dépend du nombre de
cellules précurseurs myogéniques disponibles ; la prolifération de ces dernieres dépendant de

la disponibilité en nutriments (Yan ef al., 2013).

L’augmentation de la taille des fibres musculaires au stade post-natal repose
majoritairement sur les cellules satellites musculaires associées a la synthése protéique. Les
cellules satellites forment une population hétérogéne de cellules souches myogéniques
postnatales situées entre le sarcolemme et la lame basale (Shefer et al., 2006 ; Der Vartanian et
al., 2019). Les cellules satellites sont des cellules mononucléées quiescentes car bloquées en
phase GO du cycle cellulaire. Apres activation par divers stimuli physiologiques externes liés a
la croissance, les cellules satellites subissent une phase de divisions asymétriques. Une partie
des cellules filles reconstitue le pool initial tandis que le reste se différencie en myoblastes.
Ceux-ci fusionnement avec les fibres musculaires existantes pour augmenter la taille des fibres
et le nombre de noyaux présents dans ces derniéres. La majorit¢ des noyaux d’une fibre
musculaire adulte sont issus des cellules satellites (Allen et al., 1979). Des études relativement
récentes laissent penser qu’une partie des cellules satellites sont capables de se différencier en
d’autres types cellulaires comme les adipocytes, les fibroblastes (Tong ef al., 2008) et en
cellules capables d’effectuer de la régénération musculaire telles que les cellules PICs

(PWI1%/Pax7 interstitial cells) (Schmidt et al., 2019).
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Figure 16. Structure des récepteurs NOTCH chez les Mammiféres.

Chez les Mammiferes, il existe quatre récepteurs NOTCH qui différent par le nombre de domaines
EGF-like (29 a 36) portés par la partie extracellulaire (NECD). Ces domaines sont suivis par une région
régulatrice négative (NRR), constituée de répétitions riches en cystéines (LNR) et d’un domaine
d’hétérodimérisation (HD) ou se situe le site de clivage S1. Juste avant le domaine transmembranaire
(TMD) se trouve le site de clivage S2 qui est la cible de métalloprotéases ADAM. Dans la partie
intracellulaire (NICD), nous retrouvons le site de clivage S3, cible de la y-sécrétase. On observe
également, un domaine RAM suivi de sept répétitions ankyrines (ANK) flanquées par des séquences
de localisation nucléaire (NLS) et un motif PEST. Les récepteurs NOTCHI et 2 possédent en plus dans
leurs parties intracellulaires, un domaine de transactivation (TAD). (D’aprés Arruga et al., 2018).



I1.3. Les voies de signalisation associées au processus myogénique

I1.3.1. La voie de signalisation NOTCH

La signalisation NOTCH est une voie régulatrice majeure du développement et de la
régénération musculaire. Le récepteur NOTCH doit son nom au phénotype causé par une
mutation chez la drosophile et conduisant a la formation d’ailes dites « notched » (« entaillée »)
(Mohr, 1919). C’est seulement dans les années 1980 que le locus Notch a été cloné et caractérisé
chez la drosophile (Artavanis-Tsakonas ef al., 1983). Celui-ci code pour une protéine a un seul
domaine transmembranaire (Wharton et al., 1985) interagissant comme récepteur, avec
principalement les ligands canoniques, Delta/Serrate chez Drosophila melanogaster et
Delta/Jagged chez les vertébrés, portés par les cellules voisines (Véssin et al., 1987 ; Fehon et
al., 1990 ; Fleming et al., 1990). 11 a été rapidement conclu que ces interactions assuraient les
communications cellule-cellule aboutissant a I’initiation d’une cascade de signalisation interne
a la cellule réceptrice. Il est maintenant clair que la signalisation NOTCH joue un role
primordial dans de nombreux processus au cours du développement des métazoaires et dans les
tissus adultes, tels que la détermination du destin cellulaire, la prolifération et 1’apoptose

(Artavanis-Tsakonas et al., 1999 ; Miele et Osborne, 1999).

I1.3.1.1. Les récepteurs NOTCH

Les récepteurs NOTCH font partie de la famille des protéines transmembranaires de
type I (Figure 16). IIs sont constitués d’une partie extracellulaire particuliérement glycosylée
nommée NECD (Notch ExtraCellular Domain) reliée de facon non covalente a une partie
intracellulaire appelée NICD (Notch IntraCellular Domain). Chez les Mammifeéres il existe
quatre récepteurs NOTCH paralogues (NOTCH 1 a 4). Le domaine extracellulaire contient,
selon les paralogues, entre 29 et 36 domaines EGF-like dont certains sont impliqués dans

I’interaction avec le ligand. Par exemple chez la drosophile, les interactions activatrices de type






trans, ou le ligand est porté par une cellule voisine, sont médiées par les domaines EGF-like 11
et 12. Les interactions inhibitrices de type cis, ou le ligand et le récepteur sont co-exprimés par
la méme cellule, sont régulées par les domaines EGF-like 24 a 29 (de Celis et Bray, 2000). La
majorité¢ des domaines EGF-like sont impliqués dans la liaison du calcium participant ainsi a la
capacité de liaison du récepteur avec son ligand (Raya et al., 2004 ; Cordle et al., 2008). Les
répétitions EGF-like sont suivies par une région de régulation négative (NRR) constituée de
trois régions Lin12-Notch riches en cystéines (LNR) et par une région hydrophobe requise pour
I’hétérodimérisation (HD) du récepteur. En absence de ligand, la région NRR empéche les
ADAM métalloprotéases membranaires (ADAM17/TACE, ADAMI10) d’accéder au site de
clivage protéolytique S2 (Brou et al., 2000 ; Hartmann et al., 2002 ; Sanchez-Irizarry et al.,
2004). La structure cristallographique de NOTCH2 humain montre que le domaine LNR
recouvre le domaine HD comme le chapeau d’un champignon et protége ainsi le site de clivage
S2 avant I’initiation de la signalisation (Gordon et al., 2007). Le domaine transmembranaire
(TMD) se termine par un signal «translocation stop » composé de 3 a 4 résidus
Arginine/Lysine. Ce domaine contient également le site de clivage S3 ciblé par la y-sécrétase
inclut au niveau de la membrane plasmique, libérant le domaine intracellulaire de NOTCH
(NICD) (Fortini 2002). Le NICD est constitu¢ d’une région RAM (RBP-JK association module)
de 12 a 20 acides aminés localisée autour du motif conservé WxP (Lubman et al., 2007). A
proximité de la région RAM se trouve sept répétitions ankyrines (ANK domain) bordées par
deux séquences de localisation nucléaires (Lubman et al., 2004). RAM et ANK sont impliqués
dans I’interaction avec les facteurs de transcription CSL, (CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-
1) (Tamura et al., 1995). Les répétitions ankyrines d’un domaine de transactivation (TAD) plus
ou moins définis et divergent. Ce dernier est absent pour NOTCH 3 et 4 chez les Mammiferes.
Finalement, I’extrémité C-terminale de NOTCH contient un motif PEST conservé, riche en

proline/acide glutamine/sérine/thréonine et impliqué dans la stabilité et la dégradation du NICD
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Figure 17. Les ligands canoniques de la voie de signalisation NOTCH chez les Mammiféres.

+ 1t

Les ligands canoniques de la voie de signalisation NOTCH sont des protéines transmembranaires de
type I classées en deux catégories : la famille Jagged et la famille Delta-like. Ces protéines sont
constituées de différents domaines. SP: Signal Peptide; MNNL: Module at N-terminal domain of Notch
Ligands; DSL: Delta, Serrate and Lag-2 domain; DOS: Delta and OSM-11 like proteins domain;
Domaine EGF-like; CRD: Cystein-Rich Domain; TMD: TransMembrane Domain; PDZL: PDZ
(Domain present in PSD-95, DIg and ZO-1/2) Ligand motif. (D’aprés Arruga et al., 2018).



(Sriuanpong et al., 2002).

I1.3.1.2. Les ligands des récepteurs NOTCH

Majoritairement, la voie de signalisation canonique de NOTCH est induite par des
protéines transmembranaires de type I de la famille DSL (Delta, Serrate et Lag2) caractérisées
par la présence d’un domaine DSL (Figure 17) (Henderson et al., 1994 ; Tax et al., 1994). Chez
les Mammiferes, les ligands DSL ont été classés en deux catégories, Serrate-like (Jagged] et
Jagged2) et Delta-like (D111, DII3 et D1l4), en se basant sur leurs homologies avec les ligands
Serrate et Delta retrouvés chez la drosophile (Kopan et Ilagan, 2009). Les ligands DSL
possedent une structure commune composée d’un domaine N-terminal suivi d’un domaine DSL
et de répétitions variables d’EGF-like en tandem, impliquées ou non dans la liaison avec le
calcium. Le domaine N-terminal peut étre subdivisé en deux régions selon le contenu en
cystéines : le domaine N-terminal 1 riche en cystéine et le domaine N-terminal 2 pauvre en
cystéine (Parks et al., 2006). Chez Drosophila melanogaster, il a été démontré que le domaine
N-terminal 2 possédait un motif de liaison au glycosphingolipide (GBM) favorisant
I’interaction ligand-membrane plasmique et I’endocytose du ligand (Hamel ef al., 2010). 11 a
¢té démontré chez la souris que le domaine DSL, dérivé d’une répétition EGF-like, est
nécessaire mais non suffisant a I’interaction avec le récepteur NOTCH (Shimizu ef al., 1999).
Un motif conservé appelé DOS (Delta and OSM-11-like protein) a ét¢ identifi¢ au sein des deux
premicres répétitions EGF-like de Jaggedl, 2 et DII1. Il est impliqué dans des phénomenes de
coopération avec le domaine DSL (Komatsu et al., 2008). Les protéines Jagged possédent une
région riche en cystéine (CRD), non retrouvée chez les protéines Delta-like, ayant une
homologie partielle avec le facteur von Willebrand de type C (Vitt ef al., 2001). Les domaines
intracellulaires des différents ligands ne possedent pas d’homologie de séquence particuliere.
Cependant, on peut noter que certains ligands possédent des résidus lysines et un motif PDZL

(PSD-95/Dlg/Z0O-1 ligand) impliqués respectivement dans la signalisation du ligand et les inte-
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Figure 18. Les principaux ligands non canoniques de la voie de signalisation NOTCH chez les
vertébrés.

Il existe des ligands non canoniques de la voie de signalisation NOTCH. Ceux-ci présentent des structures
variées et peuvent étre transmembranaires (DLK1/PREF-1, DNER), liés a la membrane par une ancre
GPI (Contactines F3 et NB3) ou encore étre sécrétés dans le milieu extracellulaire (CCN3, MAGP1,
MAGP2, TSP-2, EGFL7, YB-1). TMD : TransMembrane Domain; PM : Plasma membrane; IgCAM :
Immunoglobulin-Cell Adhesion Molecule; FNIII: FibroNectin type III domain; GPI:
GlycosylPhosphatidyllnositol; IGFBP : Insulin-like Growth Factor Binding Protein-like domain; VWF-
C: Von Willebrand Factor type c-like domain; TSP-I: ThromboSPondin type 1-like domain; CTCK: C-
Terminal Cysteine Knot-like domain; Q: Glutamine rich domain; MBD: Matrix-Binding Domain; RGD:
Integrin-binding motif; NT: N-Terminal domain; TSR: ThromboSpondin type 1 Repeat; EMI: Emilin
domain; CSD: Cold Shock Domain nucleic acid binding domain. (D’aprés D’Souza et al., 2010).



ractions avec le cytosquelette (Harris et Lim, 2001 ; Pintar ef al., 2007). 1l existe également des
ligands induisant ’activation de la voie dite non canonique de NOTCH (Figure 18). C’est le
cas de la protéine Delta-like 1 (DLK1) qui a été la premicre décrite chez I’ Homme (Smas et
Sul, 1993 ; Laborda et al., 1993). Bien que ne possédant pas de domaine DSL, cette protéine
est structurellement similaire aux protéines Delta-like. DLK1 est clivée par les ADAM
métalloprotéases et régule négativement la voie de signalisation NOTCH (Ross et al., 2004 ;
Wang et Sul, 2006). Plus récemment, il a été démontré que DLK1 posséde un domaine DOS
suggérant que cette protéine peut €¢galement activer la voie de NOTCH (Komatsu et al., 2008).
La proté¢ine DNER (Delta/Notch-like EGF-related receptor) ne présente pas de domaine DSL
mais contient dans sa partie extracellulaire des domaines EGF-like (Eiraku ef al., 2002). DNER
induit des changements morphologiques dans les cellules gliales, par 1’intermédiaire
d’interactions trans avec le récepteur NOTCH conduisant a 1’activation de la signalisation
(Eiraku et al., 2005). 1l existe ¢galement des ligands non canoniques a ancre GPI tels que
F3/contactinl et NB3/contactin6 induisant la différenciation des oligodendrocytes via
I’activation de la signalisation NOTCH (Hu et al., 2003 ; Cui et al., 2004). Chez les vertébrés,
des ligands non canoniques sont sécrétés. La protéine CCN3 (Connective tissue growth
factor/Cysteine-rich 61/Nephroblastoma overexpressed gene family member) semble activer la
voie de signalisation NOTCH de fagon autocrine (Sakamoto et al., 2002 ; Gupta et al., 2007 ;
Minamizato et al., 2007). Les glycoprotéines associées aux microfibrilles, MAGP-1 et MAGP-
2 peuvent interagir avec le récepteur NOTCH et provoquer le clivage du NICD par la y-
sécrétase (Miyamoto et al., 2006). MAGP-2 peut également réprimer la signalisation NOTCH
dans certains types cellulaires tels que les cellules endothéliales (Albig et al, 2008). La
thrombospondine 2 (TSP-2) accentue la signalisation induite par le récepteur NOTCH3 en se
fixant sur celui-ci (Meng et al., 2009). Des expériences réalisées sur des lignées cellulaires

rénales humaines, montrent que la protéine Y-box 1 (YB-1) peut se fixer sur NOTCH3 et modu-
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Figure 19. Activation de la voie canonique de la signalisation NOTCH.

Au sein de I’appareil de Golgi, le récepteur NOTCH subit un premier clivage protéolytique S1 par la
protéase Furine-like (1). Puis le récepteur NOTCH est adressé a la membrane plasmique ou il peut
interagir avec un ligand porté par la membrane plasmique d’une cellule voisine (2). Cette interaction
provoque le second clivage S2, réalisé par les métalloprotéases ADAM10 et ADAM17/TACE formant
un récepteur NOTCH tronqué de sa partie extracellulaire NECD. Le complexe NECD/Ligand est
trans-endocyté pour étre dégradé au sein de la cellule émettrice (3). Consécutivement, la y-sécrétase
effectue le troisiéme clivage S3 (4) générant la relargage du NICD qui va étre transloqué dans le noyau
(5) pour exercer son activité transcriptionnelle au niveau de ses génes cibles. L entrée du NICD dans
le noyau provoque le déplacement du complexe de co-répression formé par les protéines SHARP,
SMRT, CoR et CtIP/CtBP et I’assemblage du complexe de co-activation constitué des protéines p300
et MAMLI. L’arrét de la voie NOTCH est induite par 1’ubiquitination du NICD et sa dégradation par
le protéasome. (D’aprés Yavropoulou et Yovos, 2014).



ler I’expression de ses geénes cibles (Rauen et al., 2009). Enfin, la protéine EGFL7 (Epidermal
Growth Factor-Like domain 7) peut interagir avec différents domaines EGF-like incluant les
sites de liaison DSL des récepteurs NOTCH humains. Ceci a pour conséquence de contrecarrer
la signalisation NOTCH induite par JAGGEDI1 au cours du processus d’autorenouvelement des

cellules souches neurales (Schmidt et al., 2009).

I1.3.1.3. Activation et fonctionnement de la voie de signalisation

La voie de signalisation NOTCH est activée suite a trois clivages protéolytiques
séquentiels (Figure 19) (Kopan et Ilagan, 2009). Le premier (S1) a lieu dans la partie
extracellulaire de NOTCH (NECD) au niveau du domaine NRR. Ce clivage constitutif
s’effectue lors du passage de la protéine au sein de I’appareil de Golgi, par une protéase Furine-
like (Logeat et al., 1998). Lorsqu’un ligand porté par une cellule voisine entre en contact avec
le récepteur, qui a été adressé a la membrane plasmique et est désormais transmembranaire, il
provoque le second clivage (S2) de la partie extracellulaire du récepteur par les
métalloprotéases membranaires ADAM10 et ADAM17/TACE (Brou et al., 2000). Puis un
troisieme clivage (S3) est réalis€¢ par le complexe membranaire y-sécrétase qui comprend
I’activité catalytique de présénilines (Struhl et Greenwald, 1999). Ces clivages ont pour
conséquence la libération de la partie intracellulaire du récepteur NOTCH appelée NICD, dans
le cytoplasme de la cellule réceptrice. Le complexe constitué de la partie extracellulaire du
récepteur NOTCH en contact avec le ligand est par la suite endocyté pour étre recyclé. Le NICD
libéré dans le cytoplasme de la cellule réceptrice, va ensuite se diriger vers le noyau, car il
possede un peptide signal de localisation nucléaire (NLS), ou il accomplira sa fonction de
facteur de transcription. Des embryons de souris mutants homozygotes pour le site de clivage
S3 du récepteur NOTCHI1 présentent un phénotype identique aux mutants KO NOTCHI1
(Huppert et al., 2000). Ceci suggere que le clivage du NICD nécessaire a sa translocation dans

le noyau est un événement indispensable au bon fonctionnement de la voie de signalisation.






Une fois dans le noyau, le NICD s’associe avec la protéine CSL, ¢également nommée RBPj,
capable de se lier aux promoteurs des genes cibles de NOTCH. En absence du NICD, la protéine
CSL est liée a un complexe de co-répression constitu¢ des protéine N-CoR, SMRT, SHARP et
CtIP/CtBP (Kao et al., 1998 ; Barolo et al., 2002 ; Oswald et al., 2002, 2005) inhibant la
transcription des genes cibles de NOTCH. En présence du NICD, celui-ci se fixe a la protéine
CSL induisant la substitution du complexe de co-répression par un complexe de co-activation
compos¢ des protéines Mastermind-like (MAML) et CBP/p300 (Fryer et al., 2002) ce qui aura

pour conséquence la transcription des genes cibles de NOTCH.

I1.3.1.4. Role de la voie NOTCH au cours du processus myogénique

Différentes études ont permis de conclure que la voie de signalisation NOTCH joue un
role prépondérant dans la régulation du processus myogénique. La surexpression du ligand DIl1
chez des embryons de poulet induit un arrét de la différenciation des cellules précurseurs des
muscles, accompagnée d’une sous-expression de MyoD (Delfini et al., 2000). Dans les cellules
myoblastiques murines C2C12, I’activation constitutive de la voie NOTCH par DLL1 favorise
la transcription du géne cible Hes/ par I’intermédiaire du complexe de co-activation. Ceci
aboutit a une diminution de 1’expression de MyoD et de la différenciation myogénique (Kuroda
et al., 1999). Néanmoins, un travail également effectué sur les C2C12 montre que 1’inhibition
de la différenciation peut également étre observée en absence de la séquence d’interaction avec
CBF1 porté par le NICD. Dans cette situation, le niveau transcriptionnel de MyoD n’est
cependant pas affecté, suggérant que I’activité antagoniste de NOTCH sur MYOD nécessite la
présence de CBF1 (Nofziger ef al., 1999). Une autre étude suggere que le NICD pourrait se
fixer directement, via ses répétitions ankyrines, au facteur de transcription MEF2C I’empéchant
ainsi de se fixer sur les régions promotrices de ses genes myogéniques cibles et d’induire la
différenciation (Wilson-Rawls et al., 1999). Dans les embryons de souris, la signalisation

NOTCH est essentielle au maintien des cellules PAX7+ dans un état prolifératif (Schuster-
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Figure 20. Structure des membres de la famille NFAT.

Les protéines de la famille NFAT possédent une structure similaire formée d'un domaine N-terminal
de transactivation (TAD), un domaine d’homologie (NHR), excepté pour NFATS5, ou se trouve les sites
de liaison a la calcineurine, des motifs riches en sérine (SP, SRR), une séquence d’importation
nucléaire (NLS) et une séquence d’exportation nucléaire (NES). On retrouve également, une région
similaire au domaine de liaison a I’ADN des facteurs de transcription Rel (RHR) et un domaine C-
terminal (A). Chez ’Homme, les membres de la famille NFAT différent les uns des autres notamment
par la taille de leur partie C-terminale mais également par 1’absence du NHR pour le NFATS (B).
(D’apres Shou et al., 2015 ; Lee et al., 2019).



Gossler et al., 2007, Vasyutina et al., 2007). Chez 1’adulte, 1’activité de la voie NOTCH est
nécessaire au maintien des cellules satellites dans un état quiescent pendant ’homéostasie
(Bjornson et al., 2012 ; Mourikis et al., 2012). Le knockdown de Pofutl! dans les cellules
myoblastiques murines C2C12 conduit a une forte baisse de 1’activation de la voie NOTCH
provoquant une diminution de la population cellulaire indifférenciée PAX7°/MYOD- associée

a une entrée précoce dans le processus myogénique (Der Vartanian ef al., 2015).
I1.3.2. La voie de signalisation NFATc2/1L4

11.3.2.1. La famille des Nuclear factor of activated T-cells (NFAT)

A Torigine, les protéines NFAT ont été identifiées dans les cellules immunitaires
comme des facteurs nucléaires capables d’induire la transcription de I’interleukine 2, 1L-2
(Shaw et al., 1998). La caractérisation de ces protéines a révélé que ces facteurs de transcription
sont impliqués dans différents processus biologiques prenant place dans une grande variété de
cellules telles que les chondrocytes, les adipocytes ou les cellules pancréatiques (Ho et al.,
1998 ; Ranger et al., 2000 ; Buchholz et al., 2006). La famille NFAT est constituée de cinq
membres : NFAT1 (NFATp ou NFATc2), NFAT2 (NFAT ou NFATcl), NFAT3 (NFATc4),
NFAT4 (NFATx ou NFATc3) présents chez les vertébrés et NFATS présent chez les
métazoaires (Graef et al., 2001 ; Song et al., 2013). Les protéines NFAT1 a 4 sont régulées par
le calcium (Rao et al., 1997 ; Hogan et al., 2003) et NFATS est dépendant du stress osmotique

(Lopez-Rodriguez et al., 1999).
I1.3.2.2. Structure des protéines NFAT

Les protéines NFATSs (Figure 20) posseédent un domaine N-terminal de transactivation
(TAD). Les protéines NFATTI a 4 possedent un domaine conservé appelé Rel homology region

(RHR) du fait de sa similarité structurale avec le domaine de liaison a I’ADN des facteurs de
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Figure 21. La voie de signalisation NFAT.

La stimulation des récepteurs couplés a la PLC-y (phospholipase C-y) conduit a ’hydrolyse du PIP2
(phosphatidylinositol 4,5 biphosphate) (1) en DAG (Diacylglycérol) et IP3 (inositol1,4,5 triphosphate)
(2), induisant le relargage du calcuim stocké dans le réticulum endoplasmique (3). Il en résulte
I’ouverture des canaux calciques CRAC favorisant I’entrée et 1’augmentation de la concentration en
calcium cytoplasmique (4). Ceci est le signal permettant la formation du complexe calmoduline
(CaM)/Calcineurine, qui va rentrer en contact avec le NFAT phosphorylé (5). Cette interaction
provoque la déphosphorylation du NFAT (6) qui est ensuite transloqué dans le noyau ou il se fixe sur
les promoteurs de ses génes cibles (7).
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transcription Rel (Chen et al., 1998). Elles sont également composées d’une région moins
conservée nommée NFAT homology region (NHR) comportant en autres des sites de liaison a
la calcineurine (Luo et al., 1996). De plus, le NHR contient des domaines riches en sérines
(motifs SRR et SP) pouvant étre phosphorylées par différentes kinases de fagon réversible suite
a la fixation de la calcineurine, modulant ainsi la localisation cytoplasmique ou nucléaire du
NFAT et donc ’activité transcriptionnelle. Lorsqu’il y a déphosphorylation des sérines, le
signal NLS localis¢ dans le NHR est démasqué, induisant la translocation nucléaire de la
protéine (Luo et al., 1996). La re-phosphorylation des sérines du NHR masque le NLS et expose
le signal NES (Nuclear Export Signal), lui aussi intégré au domaine NHR, ce qui a pour
conséquence la translocation de la protéine vers le cytoplasme et I’inactivation de la
signalisation jusqu’a une nouvelle stimulation (Okamura et al., 2000). Quant a NFATS, il
présente une structure distincte et ne contient pas de site de liaison a la calcineurine, du fait de

I’absence du domaine NHR (Macian, 2005).

I1.3.2.3. Activation de la voie de signalisation NFAT

Lorsque la signalisation NFAT est inactive, les protéines NFAT résident dans le
cytoplasme dans un état hautement phosphorylé par 1’action des kinases NFAT constitutives.
La stimulation des récepteurs membranaires liés a la signalisation calcique, provoque
I’activation de la phospholipase C-y qui hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate en
inositol-1,4,5-triphosphates (IP3) et en diacylglycérol (Figure 21). L’IP3 induit la libération du
calcium stocké dans les compartiments intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique,
permettant ainsi 1’ouverture des canaux calciques CRAC membranaires et favorisant
I’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium. Il en résulte la formation du
complexe calcium/calmoduline participant a la déphosphorylation par la calcineurine. Cette
phosphatase dépendante du calcium va déphosphoryler les protéines NFATs qui pourront étre

transloquées dans le noyau pour induire la transcription de leurs génes cibles. La diminution de
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I’activation de la calcineurine conduit a la re-phosphorylation des protéines NFATs et a leur
adressage vers le cytoplasme. Différentes kinases, telles que la casein kinase 1 (CK1), la
glycogen synthase kinase 3 (GSK3), la p38 MAP kinase ou encore la c-Jun N-terminal kinase
(JNK) sont capables de phosphoryler les protéines NFATSs induisant leur exportation nucléaire
par le masquage de la séquence NLS via un changement conformationnel, et contrecarrant ainsi
leur activité transcriptionnelle (Beals ef al., 1997 ; Chow et al., 1997 ; Zhu et al., 1998 ; Gomez
del Arco et al., 2000 ; Okamura et al., 2004). En 2006, une kinase a double spécificit¢ nommée
DYRK est décrite comme une kinase clé régulant la phosphorylation de motifs distincts riches
en sérines (SRR et SP) portés par les protéines NFATs (Arron et al., 2006 ; Gwack et al., 2006).
DYRK phosphoryle le motif SP-3 enclenchant la phosphorylation des domaines riches en
sérines tels que SRR-1 et SP-2 par la CK1 et la GSK3, facilitant I’inactivation des protéines
NFATs par phosphorylation (Gwack et al., 2006). Enfin, la sumoylation qui est une
modification post-transcriptionnelle consistant en la liaison covalente d’une ou plusieurs
protéines SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) sur une lysine acceptrice d’une protéine cible
peut augmenter la transcription des genes cibles de protéines NFATs en promouvant leur

rétention nucléaire (Terui et al., 2004).

I1.3.2.4. Role de la voie de signalisation NFATc2/IL-4 au cours du
processus myogénique
Bien que les protéines NFATSs soient impliquées dans la transcription de génes régulant
la prolifération et la différenciation de divers types cellulaires (Horsley et Pavlath, 2002 ; Wu
et al.,2007), peu d’études s’intéressent a la voie de signalisation NFATc2/IL-4 dans le contexte
myogénique. Dans un travail réalisé par Horsley et collaborateurs en 2001, I’induction en
différenciation de cultures primaires de myoblastes issues de souris KO pour le géne Nfatc?2,
conduit a la formation de petits myotubes avec un faible nombre de noyaux. La surexpression

de Nfatc2 dans les myoblastes Nfatc2”~, permet le retour a un phénotype sauvage. Les souris
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Figure 22. Implication de la voie de signalisation NFATc2/IL-4 dans le processus myogénique.

Au cours de la premicre phase de la fusion myoblastique, des myoblastes différenciés fusionnent
ensemble pour former un myotube naissant. Sous le contrdle du facteur de transcription NFATc2, la
sécrétion de I’interleukine 4 (IL-4) par les myotubes naissants, permet le recrutement des cellules de
réserve environnantes exprimant a leur surface le récepteur a I’'IL-4 (IL-4Ra). Cette seconde phase de
fusion est nécessaire a la croissance des myotubes. (Horsley ef al., 2003).
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Nfatc2” présentent a la fois une diminution de la masse musculaire squelettique et de la taille
des myofibres, sans toutefois en affecter le nombre. Ces observations suggerent que le NFATc2
joue un réle prépondérant dans la seconde phase du processus de fusion myogénique. Un des
mécanismes par lequel NFATc2 peut contrdler la fusion myoblastique est sa capacité a induire
la production de ’interleukine 4 (IL-4), dont le géne porte dans sa région promotrice des sites
de fixation pour le NFATc2, par les myotubes naissants (Figure 22) (Horsley et al., 2003).
L’IL-4 peut interagir avec un récepteur membranaire de type I formé des sous unités IL4-Ra et
vc, ainsi qu’avec un récepteur membranaire de type II constitué des sous unités IL4-Ra et IL13-
Ra (Ul-Hagq et al., 2016). Ces deux récepteurs ont en commun la sous-unité IL4-Ra et de ce fait
I’expression du récepteur a I’1L-4 est caractérisée selon I’expression de cette sous-unité. Tandis
que I’expression du récepteur a I’'IL-4 (IL-4Ra) reste inchangée dans toutes les cellules
musculaires au cours du processus myogénique, la production de I’'lL-4 augmente suite a
I’entrée en différenciation des cellules, sous la dépendance du NFATc2. Les souris KO pour
1’714 ou 1’ll4-ro. ont des myofibres de diameétre inférieur a celui des souris sauvages mais
équivalent a celui observé chez les souris Nfatc2”". Les mécanismes par lesquels I’1L-4 induit
la fusion secondaire restent a préciser. Cependant, compte tenu de I’implication de I’[L-4 dans
la fusion des macrophages entre eux pour former des cellules multinucléées (Kitazawa et al.,
1995), cette interleukine pourrait participer a la fusion secondaire par un mécanisme de
chimiotactisme (Lind et al., 1995), mais également en induisant la production de molécules
d’adhésion cellulaire telles que les ICAM (InterCellular Adhesion Molecule) (Marino et al.,

2001).

I1.3.3. La voie de signalisation Wnt/B-caténine

Les glycoprotéines WNT (Wingless-type MMTV integration site) sont des ligands
sécrétés régulant différents processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation, la

division asymétrique ou encore le devenir cellulaire (Moon et al., 2002 ; Borello et al., 2006).
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Xenopus Wnt8

O-linked palmitoylation

Figure 23. Structure cristallographique du complexe XWnt8-Fz8CRD.

Wnt8 de xenopus (violet/rose) posséde une structure ressemblant a un pouce (Thumb) et un index
(Index finger) saisissant par leurs extrémités (sites 1 et 2), la protéine Frizzled8-CRD murine (en vert).
Le domaine N-terminal (NTD) et le domaine C-terminal (CTD) sont respectivement colorés en violet
et en rouge. Le r6le de la N-glycosylation du NTD est peu connu mais elle pourrait participer a la
sécrétion des protéines WNT dans le milieu extracellulaire. La présence d’acide palmitoléique au
niveau du site d’interaction 1 et d’acides aminés hydrophobes dans la région du site d’interaction 2
favorisent la formation du complexe XWnt8-Fz8-CRD. (D’aprées Janda et Garcia 2015).



L'initiation de ces processus fait suite a la fixation des protéines WNT sur des récepteurs a sept
domaines transmembranaires, couplés aux protéines G, appelés Frizzled (Fz) associés au co-
récepteur LRP (LDL-Related Protein). La voie de signalisation la plus connue faisant intervenir
les protéines WNT est nommée voie canonique. Elle implique notamment la stabilisation et la
translocation de la B-caténine dans le noyau. Celle-ci se complexe avec des membres de la
famille des facteurs de transcription TCF/LEF pour activer des génes cibles. En absence des

WNT, la B-caténine est phosphorylée provoquant par la suite sa dégradation par le protéasome.

I1.3.3.1. La famille des glycoprotéines WNT

Depuis I’identification du premier gene codant pour une protéine WNT appelé int-1
(Nusse et Varmus, 1982), différentes ¢tudes ont montré 'impact de cette famille de
glycoprotéines dans différents processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation,
la division asymétrique ou encore le devenir cellulaire (Moon et al., 2002 ; Borello et al., 2006).
A ce jour, 19 génes codant pour les protéines WNT ont été identifiés chez les Mammiféres
(Miller, 2002). Ce sont des protéines d’environ 350-400 acides aminés, riches en cystéines
conservées entre les espéces (MacDonald et al., 2009) participant via la présence de ponts
disulfures a la structure secondaire. Malgré I’importance physiologique de la signalisation
WNT, la caractérisation des glycoprotéines WNT fut lente en raison des difficultés inhérentes
a la purification de la forme native de celles-ci (Willert et Nusse, 2012). Cependant, la co-
expression de la protéine Wnt8 du xénope avec le domaine de liaison riche en cystéines (CRD)
du récepteur Frizzled (Fz) 8 murin a permis, par cristallisation, la description structurale des
protéines WNT (Figure 23) (Janda et al., 2012). Celles-ci sont constituées d’un large domaine
N-terminal (NTD) ou D1 et d’un domaine C-terminal (CTD) ou D2. Le NTD est composé¢ d’un
cluster d’hélices a avec dix résidus cystéines formant cinq ponts disulfures. Elles possedent
également dans leur partie N-terminale, un peptide signal de sécrétion. Le CTD est quant a lui

formé de deux feuillets B maintenus par six ponts disulfures. Une fois produites, des vésicules
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Figure 24. Les antagonistes majeurs des protéines WNT.

Les protéines sFRP possédent un domaine CRD (Cystein-rich domain) comme le récepteur Frizzled
(Fz), leur permettant d’entrer en compétition avec lui au moment de la liaison avec les protéines WNT.
Elles sont également composées d’un domaine NTR (Netrin-like domain) impliqué dans les liaisons
aux HSPGs. Les protéines Dickkopf sont constituées de deux domaines incluant 10 résidus cystéines
conservés, Cys-1 et Cys-2. Ces domaines rentrent en interaction avec le co-récepteur LRP5/6. La
protéine WIF1 via son domaine WIF (WD) se fixe aux protéines WNT empéchant leur liaison aux
récepteurs Frizzled et 1’activation de la voie de signalisation. Elle entre aussi en compétition avec
I’interaction des WNT a des récepteurs a tyrosine kinase (famille RYK). (D’aprés Kawano et Kypta,

2003).
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lipoprotéiques sont chargées de transporter les protéines WNT dans 1’espace intercellulaire ou
elles exercent leur activité (Panakova ef al., 2005 ; Neumann et al., 2009). Les ligands WNT
restent associés a la matrice extracellulaire notamment par I’intermédiaire des héparanes
sulfates (Reichsman et al., 1996 ; Binari ef al., 1997). Dans un premier temps, la famille WNT
a pu étre divisée en deux groupes sur la base de leur capacité¢ a induire des changements
morphologiques sur les cellules mammaires épithéliales murines C57MG (Wong et al., 1994).
D’un coté, le groupe induisant de forts changements (WNT1, WNT2, WNT3 et WNT3a) et de
I’autre, le groupe provoquant peu ou pas de variations morphologiques (WNT4, WNT5a,
WNT5b, WNT6, WNT7a et WNT7b) (Shimizu et al., 1997). Dans un second temps, le groupe
de protéines WNT transformantes a été¢ associé a la voie Wnt/B-caténine canonique tandis que
celui des protéines WNT peu ou pas transformantes a été uni a la voie Wnt/B-caténine non
canonique. La mécanique d’action autocrine et paracrine des ligands WNT peut étre inhibée
par ’action de protéines régulatrices de la voie WNT. Parmi les protéines inhibitrices de cette
signalisation, on retrouve notamment les secreted Frizzled-related proteins (sFRFs), les
Dickkopf proteins (DKKs) et Wnt-inhibitory factor 1 (WIF1) (Figure 24). Chez ’Homme et la
souris, la famille sFRP est composée de cinq glycoprotéines sécrétées possédant un domaine
riche en cystéine (CRD) présentant jusqu’a 50% de similarité avec le CRD des récepteurs
Frizzled. Les sFRP peuvent interagir avec les protéines WNT empéchant ainsi leur fixation aux
récepteurs Frizzled ou bien former un complexe d’inhibition avec les récepteurs Frizzled
(Bafico et al., 1999). Les protéines DKKSs, quant a elles, bloquent la voie de signalisation
Wnt/B-caténine en se fixant sur le co-récepteur LRP5/6 (Lipoprotein related protein 5/6) et
I’isole ainsi du complexe d’activation (Kawano et Kypta, 2003 ; Malinauskas et Jones, 2014).
La protéine WIF1 a été pour la premiere fois décrite comme un régulateur négatif des voies
canonique et non canonique WNT en 1999 (Hsieh et al., 1999). Cette protéine est constituée

d’un peptide signal N-terminal, d’un domaine WIF conservé (WD), de cinq domaines EGF-like
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de type hEGF et d’une queue C-terminale hydrophile. Les domaines EGF-like peuvent se fixer
aux protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) renforcant ainsi I’interaction entre WIF1 et les
ligands WNT (Avanesov et al., 2012). Dans le domaine WD, une zone de liaison aux
phospholipides a été identifiée permettant 1’interaction avec les protéines WNT palmitoylées
(Malinauskas et al., 2011). De plus, les récepteurs a tyrosine kinase de la famille RYK,
impliqués dans la signalisation WNT, contiennent ¢galement un domaine WIF suggérant que
la protéine WIF1 pourrait entrer en compétition avec ces récepteurs pour fixer les protéines

WNT (Kawano et Kypa, 2003 ; Malinauskas et Jones 2014).

11.3.3.2. La B-caténine

La B-caténine a ét¢ découverte a la fin des années 80. L’équipe dirigée par Rolf Kemler
a caractérisé la B-caténine en compagnie de deux autres molécules, 1I’a-caténine et la y-caténine,
comme ¢tant des protéines associées a la E-cadhérine qui est un acteur clé de 1’adhésion
dépendante du calcium (Vestweber et Kemler, 1984). Elles ont ét¢é nommées caténines (du latin
catena signifiant chaine) en raison de leur role dans 1’ancrage des cadhérines aux structures du
cytosquelette (Ozawa et al., 1989). La signalisation dépendante de la B-caténine a, quant a elle,
¢été ¢tudiée quelques années auparavant via son orthologue chez la drosophile appelé Armadillo
(Wieschaus et al., 1984). 1l s’aveére que des embryons mutants pour Armadillo arborent une
segmentation altérée, semblable a ceux présentant une mutation nulle pour Wingless (de
I’anglais « sans ailes ») codant une glycoprotéine homologue des représentants de la famille
WNT (Wieschaus et Riggleman, 1987). Une analyse épistatique a permis de démontrer que le
role d’Armadillo dans la segmentation embryonnaire est régulé par Wingless (Riggleman et al.,
1990). Cette ¢tude a permis d’approfondir plus en détail les mécanismes régulant la voie de
signalisation Wnt/B-caténine (Wingless/Armadillo), comme notamment le rdle stabilisateur de
la kinase Shaggy/ZestWhite3 (GSK3 chez les vertébrés) sur Armadillo (Siegfried ef al., 1994).

Enfin, dans les années 90, différentes études ont mis en lumiére que la fonction nucléaire de la
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B-caténine/Armadillo est médiée par les facteurs de transcription TCF/LEF (T-cell
factor/Lymphoid enhancer-binding factor) (Behrens ef al., 1996 ; Huber et al., 1996 ; Molenaar
etal., 1996 ; Brunner et al., 1997 ; van de Wetering et al., 1997). Les propriétés de signalisation
de la B-caténine s’expliquent de par sa composition structurale. Chez I’Homme, la B-caténine
est une protéine de 781 acides aminés comportant un domaine central composé de 12 répétitions
dites « non parfaites » du motif Armadillo (R1 a R12) flanquées par des domaines N-terminal
et C-terminal. Le premier porte un site de liaison pour 1’a-caténine et des sites de
phosphorylation par la GSK3p et CSK-1 reconnues par les protéines ubiquitine-ligases (j3-
TrCP) responsable de la dégradation de la B-caténine (Xu et Kimelman, 2007). A I’extrémité
proximale du domaine C-terminal se trouve une hélice conservée (Hélice-C) jouant un role
majeur dans le recrutement des co-activateurs transcriptionnels, et par conséquent dans
I’activation des génes cibles des protéines WNT (Xing et al., 2008). Les répétitions Armadillo
(AMR) R5 a R10 forment le site de liaison aux TCF, aux cadhérines membranaires mais
¢galement a la protéine APC (Adenomatous Polyposis Coli) régulateur cytoplasmique de la
concentration en -caténine. Les répétitions AMR R3 et R4 constituent un site de fixation pour
les TCF, I’APC ainsi que pour 1’Axine (Xu et Kimelman, 2007). Les membres de la famille des
TCF interagissent donc avec les répétitions AMR R3 a R10 et ancrent la B-caténine au niveau
de promoteurs transcriptionnels spécifiques (Xing et al., 2008). De plus, les répétitions R1 et
R11 jusqu’a la partie C-terminale de la B-caténine sont impliquées dans la transactivation des
genes cibles des glycoprotéines WNT (Xing et al., 2008). Les domaines N- et C-terminaux,
chargés négativement, participent a la flexibilité structurelle de la -caténine (Xu et Kimelman,
2007). Ils jouent également un role de chaperons intramoléculaires des répétitions Armadillo

augmentant leur spécificité de liaison tout en prévenant leur agrégation (Xing et al., 2008).
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Figure 25. La voie de signalisation Wnt/p-caténine canonique.

En absence de fixation d’un ligand WNT, les protéines APC (adenomatous polyposis coli) et Axine sont
recrutées pour former le complexe de dégradation de la B-caténine. Les protéines CKla (casein kinase
1 a) et GSK3pP (glycogen synthase kinase 33) vont phosphoryler la f-caténine. Cela induit le recrutement
de la B-TrCP (B-transducin repeat-containing protein) qui va ubiquitinyler la B-caténine et engendrera sa
dégradation par le protéasome. La -caténine ne peut donc pas se fixer sur les TCF/LEF nucléaires et
induire 1’expression des génes cibles. En présence d’un ligand WNT, 1’ Axine s’associe avec la partie
intracellulaire du co-récepteur LRP5/6 (lipoprotein receptor-related protein 5/6) et la protéine DVL
(Dishevelled) ; cette derniere se fixe au récepteur FDZ (Frizzled), provoquant la dissociation du
complexe de dégradation de la P-caténine. On observe ainsi une augmentation de la quantité de -
caténine cytoplasmique. Celle-ci sera transloquée dans le noyau o elle se fixera au complexe TCF/LEF
induisant la transcription des génes cibles de la voie de signalisation Wnt/B-caténine. (Jeong et al., 2018).
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I1.3.3.3. Activation et fonctionnement de la voie de signalisation Wnt/f3-

caténine

Lorsque la voie de signalisation associée aux protéines WNT fait intervenir la [-
caténine, elle est dite canonique (Figure 25). Parallelement, la voie de signalisation impliquant
les protéines WNT indépendamment de la B-caténine est dite non canonique. Celle-ci peut étre
induite par le flux de calcium ou les Rho GTPases (Kiihl ef al., 2000 ; Habas ef al., 2001). La

suite de 1’exposé se focalisera sur la description de la voie canonique.

En absence de WNT li¢ a son récepteur Frizzled (Fz), la B-caténine est la cible d’un
complexe multiprotéique de dégradation, formé du suppresseur de tumeur APC, de I’ Axine et
de la glycogen synthase kinase 3 (GSK3p) (Miller et Moon, 1996 ; Willert et Nusse, 1998).
La GSK3p et la casein kinase CK1a vont phosphoryler les résidus sérines et thréonines de la 3-
caténine (Rubinfeld et al., 1996) qui sera alors reconnue par la protéine B-TrCP (B-transducin
repeat containing E3 ubiquitine protein ligase) induisant son ubiquitination et sa dégradation
par le protéasome (Aberle et al., 1997). Lorsque le ligand WNT se fixe a son récepteur Frizzled
associ¢ au co-récepteur LRP5/6, ’activité kinase du complexe de dégradation est inhibée,
favorisant la stabilisation de la B-caténine. Ce mécanisme implique le recrutement de I’ Axine
au niveau de la membrane plasmique et d’une protéine de liaison a 1’Axine nommée
Dishevelled (DVL) (Wharton, 2003 ; Itoh et al., 2005). L’accumulation de la B-caténine
cytosolique provoque sa translocation dans le noyau, ou elle interagit avec la partie N-terminale
des protéines de liaison a I’ADN TCF/LEF (T-cell factor/Lymphoid enhanced factor) (Behrens
et al., 1996 ; Molenaar et al., 1996 ; van de Wetering et al., 1997). Cette interaction active la
fonction transcriptionnelle des TCF/LEF, qui étaient jusqu’alors réprimée par leur interaction

avec la protéine Groucho (Daniels et Weis, 2005).
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Figure 26. L'implication de la voie Wnt/B-caténine au cours du processus myogénique.

La voie Wnt/B-caténine régule la phase de prolifération des myoblastes en modulant 1’expression des
génes Ccna2 et Cdc25¢ impliqués dans le cycle cellulaire. Elle gouverne également la phase de
fusion/différenciation en permettant I’expression du géne Fermt2 codant pour une protéine de la
matrice extracellulaire. La B-caténine, en association avec la cadhérine et I’actine forment un
complexe indispensable a la maturation des myofibres. (D’aprés Suzuki ef al., 2015).
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I1.3.3.4. Role de la voie de signalisation Wnt/B3-caténine au cours du

processus myogénique

Différentes études montrent que la voie de signalisation Wnt/B-caténine joue un rdle
crucial au cours du processus myogénique (Figure 26). Les souris Ctnnb1”~ (géne codant la B-
caténine) déficientes pour la voie de signalisation Wnt/B-caténine meurent au stade
embryonnaire E8.5 avec une forte nécrose cellulaire (Haegel et al., 1995). Au cours de la
myogenese axiale, la voie Wnt/B-caténine est cruciale pour la formation du dermomyotome et
du myotome (Ikeya et Takada, 1998 ; Linker et al., 2003 ; Schmidt et al., 2004 ; Hutcheson et
al., 2009). Les ligands WNT sont capables de réguler positivement le nombre de progéniteurs
exprimant Pax3 et Pax7 au sein du dermomyotome (Galli ef al., 2004 ; Otto et al., 2006). Les
souris présentant un KO conditionnel du géne de la B-caténine au sein des cellules Pax7"
montrent une diminution de la formation des myofibres lentes au cours de la myogenése feetale
(Hutcheson et al., 2009). Les souris possédant une forme constitutivement activée de la -
caténine ont une réduction de la taille des fibres musculaires, une défasciculation correspondant
aune sortie d’axones de I’axe nerveux, une ramification nerveuse anormale et une augmentation
du nombre d’axones moteurs provoquant une Iétalité néonatale (Liu er al, 2012). Ces
différentes études indiquent que la voie de signalisation Wnt/B-caténine doit étre finement
régulée au cours de la myogenese. Les ligands WNT peuvent induire 1’expression de Myf5 et
MyoD (Miinsterberg et al., 1995 ; Maroto et al., 1997 ; Borello et al., 2006 ; Brunelli et al.,
2007). Ils régulent également la spécification des myoblastes dans le mésoderme paraxial et
I’induction localisée de I’expression des MRFs, gouvernant ainsi la détermination et la
différenciation des cellules musculaires (Cossu et Borello, 1999). La prolifération myoblastique
est sous le controle des génes Ccna?2 et Cdc25, impliqués dans le cycle cellulaire, qui sont eux-
mémes régulés par la voie Wnt/B-caténine dans les cellules C2C12 ainsi que dans les

myoblastes primaires isolés de la langue et des membres postérieurs de souris (Suzuki et al.,
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2015). La signalisation Wnt/B-caténine peut induire la prolifération des cellules satellites au
cours de la régénération musculaire (Otto et al., 2008). Le traitement d’embryons de souris avec
I’antagoniste sFRP3 des ligands WNT réduit la myogenese squelettique de maniére dose
dépendante (Borello et al., 1999). La voie Wnt/B-caténine participe donc aussi bien a la phase

de prolifération myogénique qu’au développement et a la régénération musculaire.

La voie Wnt/B-caténine est aussi impliquée dans la phase de fusion myoblastique.
L’inhibition de la signalisation Wnt/B-caténine augmente la différenciation des myoblastes et
des cellules satellites (Polesskaya et al., 2003 ; Rochat et al., 2004 ; Brack et al., 2008).
L’activation de la voie Wnt/B-caténine par le ligand WNT3a ou le chlorure de lithium (LiCl,
inducteur pharmacologique) augmente la fusion myoblastique des cellules C2C12 en cours de
différenciation (Pansters et al., 2011). Enfin, la stimulation de la signalisation Wnt/B-caténine
par D’insuline, le ligand WNTT1 ou le LiCl conduit a une entrée en différenciation des cellules
de réserve aboutissant a I’hypertrophie des myotubes préexistants (Rochat et al., 2004). Une
étude récente a montré que I’expression du géne Fermt2 dans les cellules C2C12 est régulée
par la voie Wnt/B-caténine au cours de la fusion et de la différenciation myogénique (Suzuki et
al.,2015). En effet, dans la région promotrice du gene Fermt2, se trouve un site de liaison LEF1
ou peut se fixer la B-caténine et induire son expression nécessaire au processus myogeénique.
Enfin, la voie Wnt/B-caténine est nécessaire a la maturation des myofibres par 1’intermédiaire
du complexe formé entre la cadhérine, la B-caténine et I’actine au cours des contacts cellule-
cellule (Kemler, 1993 ; Suzuki et al., 2015). Ces études démontrent I’implication de la voie de

signalisation Wnt/B-caténine dés la différenciation myogénique jusqu’a 1’étape de maturation.

I1.3.4. Autres voies de signalisation impliquées dans la différenciation

myogénique

D’autres voies de signalisation jouent un role dans la différenciation myogénique

mettant en jeu des hormones et des facteurs de croissance. On retrouve notamment les signali-
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sations ERK/MAPK, p38 MAPK et PI3K/AKT. Premi¢rement, la voie ERK/MAPK est
impliquée dans des processus favorisant la différenciation terminale myoblastique (Li et
Johnson, 2006) ou I’inhibant en présence de myostatine (Yang et al., 2006). La voie p38 MAPK
controle positivement la différenciation myogénique, en partie via 1’activation du facteur
MEF2C (Zetser et al., 1999). La signalisation PI3K/AKT favorise le processus myogénique
suite a une stimulation du facteur de croissance ressemblant a 1’insuline (IGF) (Coolican et al.,
1997 ; Tureckova et al., 2001). Finalement, la kinase Janus (JAK) et 1’activation de la voie
STAT sont également des régulateurs du processus myogénique. En effet, la voie JAK2-
STAT2-STATS3 par I’intermédiaire de MYOD et MEF2 favorise la différenciation (Wang et
al., 2008). Néanmoins, en réponse au facteur leucémique inhibiteur (LIF), la signalisation
JAKI-STATI1-STAT3 promeut la prolifération tout en empéchant 1’entrée précoce des

myoblastes en différenciation (Sun et al., 2007).

I1.4. POFUT]1 et O-fucosylation dans le processus myogénique

A ce jour peu d’études se sont intéressées a I’implication de la O-fucosylation médiée
par POFUT1 au cours du processus myogénique. Néanmoins, des travaux réalisés au sein de
mon laboratoire d’accueil montrent que le knockdown de Pofutl réduit la voie de signalisation
NOTCH et affecte la différenciation des cellules myoblastiques murines C2C12. Les
expressions des marqueurs myogéniques Pax7 et MyoD sont altérées, si bien que la population
de cellules PAX7*/MYOD- (cellules indifférenciées) diminue en faveur d’une entrée en
différenciation précoce des cellules (Der Vartanian et al., 2015). In vivo, le knockout de Pofutl
est 1étal au stade embryonnaire E9.5 et le phénotype associé est similaire a celui présent chez
les souris dont la voie NOTCH est inactive (Shi et Stanley, 2003). En 2009, une mutation
spontanée au sein de géne Pofutl appelée Pofutl®® a été¢ décrite chez des souris (Schuster-
Gossler et al, 2009). Les souris Pofutl®®®™ possédent I’insertion d’un élément IAP

(Intracisternal A particle) dans le quatrieme intron du géne Pofutl. Cette insertion conduit a la
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formation d’un alléle hypomorphe et a une diminution de I’expression du géne sans altération
de la structure et de I’activité enzymatique de I’enzyme. Une autre étude effectuée dans mon
laboratoire d’accueil s’est penchée sur I’étude des muscles squelettiques des souris Pofit ]/
(Al Jaam et al, 2016). Chez ces mutants homozygotes, les fibres musculaires sont
hypertrophiées avec une accrétion nucléaire augmentée. De plus, le nombre de cellules satellites
PAX7" est réduit. En effet, la mise en culture des myoblastes dérivés des cellules satellites
Pofut1®** montre une déplétion des cellules progénitrices PAX7/MYOD- et une diminution
de I’expression de Pax7. Il est également observé une altération du programme myogénique
conduisant a une entrée précoce en différenciation des myoblastes dérivés des cellules satellites.
In vivo, celles-ci fusionneraient avec les myofibres préexistantes ce qui pourraient tre la cause
de I’augmentation du poids de certains muscles squelettiques, détectée au cours des premicres
semaines de vie post-natale des souris Pofut1°***, Finalement, il a été montré que 1I’expression
de Pofutl diminue dans les muscles squelettiques de souris, dés les 20 premiers mois de la
période post-natale (Zygmunt et al., 2017). Le knockdown prématuré de Pofutl chez des souris
jeunes, provoque un vieillissement des myofibres avec une diminution de la taille et de la force
des muscles. De plus, il altére le potentiel d’auto-renouvellement et régénératif des cellules

satellites, auquel s’ajoute une dégénérescence accrue des innervations neuromusculaires.
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Figure 27. Organisation anatomique du célon et du rectum.

Le gros intestin correspondant a la partie terminale du tube digestif peut étre divisé en deux parties que
sont le colon et le rectum. Le c6lon est subdivisé en trois segments : le cdlon ascendant ou droit, le

colon transverse et le cdlon descendant ou gauche. Schéma issu de la société Nationale Francaise de
gastro-entérologie.



Chapitre II1. Implication de la protéine O-fucosyltransférase 1

dans un contexte pathologique : le cancer colorectal

II1.1. Généralités sur le cancer colorectal

II1.1.1. Anatomie du colon et du rectum

Le cdlon fait partie de la zone terminale du canal alimentaire, et s’étend du caecum au
rectum (Figure 27). La fonction principale de cet organe est de finaliser 1’absorption des
nutriments et de 1’eau, de synthétiser des vitamines grace au microbiote, de former les selles et
de les ¢liminer de I’organisme. Le c6lon est deux fois moins long que I’intestin gréle mais son
diametre deux fois plus important. Il peut étre subdivisé en quatre segments : le cdlon ascendant

ou droit, le transverse, le colon descendant ou gauche et le c6lon sigmoide.

Le c6lon ascendant ou droit, mesurant environ 15 centimétres, débute a partir du ceecum
en face de la valve colique, et se prolonge jusqu’a la face inférieure du lobe droit du foie, a
droite de la vésicule biliaire, avant de se courber vers I’avant-gauche pour former I’angle
hépatique. Le colon ascendant est recouvert par le péritoine sur ses faces antérieure et latérales.
La face postérieure est reliée a un tissu aréolaire appelé fascia de Toldt. Il résulte d’un processus

embryologique de fusion entre le mésentere et le péritoine pariétal postérieur.

Le colon transverse, mesurant approximativement 45 centimetres, est le plus long
segment du gros intestin. Il décrit une convexité descendante a partir de la région
hypochondriaque droite a travers 1’abdomen, jusqu’a la région hypochondriaque gauche ou sa
courbure sous la partie inférieure de la rate forme ’angle colique. Le cOlon transverse est
presque en totalité recouvert par le péritoine, et reli¢ a la paroi abdominale par le mésocolon

transverse.
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Figure 28. Les différentes couches de la paroi intestinale.

Les parois colique et rectale sont constituées de quatre couches tissulaires : la muqueuse (la plus
interne, au contact de la lumiére intestinale), la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (couche la
plus externe). (A. D’apres Servier medical art ; B. D’apres
https://ohiostate.pressbooks.pub/vethisto/chapter/8-general-histologic-anatomy-of-the-tubular-
digestive-tract/
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Le colon descendant ou gauche, plus étroit que le colon transverse, se dirige vers le bord
latéral du rein gauche en passant par les régions hypocondriaques et lombaires gauches. Il décrit
ensuite un virage vers I’intérieur en direction du psoas puis descend vers la créte iliaque. Le
péritoine recouvre sa face antérieure et ses bords latéraux, tandis que sa face postérieure est

reliée au rein gauche par du tissu aréolaire.

Le colon sigmoide est une partie mobile du colon dans la cavit¢ abdominale formant
une boucle d’environ 40 centimetres. Il débute au niveau de I’ouverture du petit bassin et passe
transversalement a I’avant du sacrum. Il se courbe ensuite sur lui-méme et tourne vers la gauche
pour atteindre la zone située au niveau de la troisiéme vertebre sacrée. Il est complétement

recouvert par du péritoine formant un mésentére, aussi appelé mésocolon sigmoide.

Le rectum commence au niveau de la 3°™ vertébre sacrée dans le prolongement du c6lon
sigmoide. Il mesure entre 12 et 15 cm de longueur entre la jonction recto-sigmoide et la ligne
pectinée du canal anal. Son tracé est marqué par deux flexions antéro-postérieures ; le rectum
suit d'abord la concavité du sacrum au niveau de I’angle sacré, puis une convexité antérieure a
I’angle anorectal. Il y a aussi trois flexions latérales, faites par des plis sous-muqueux dans le
lumen, appelées valves de Houston. La derniére partie du rectum est I'ampoule, qui est un
segment ¢€largi reposant sur le diaphragme pelvien. Le rectum est recouvert par le péritoine
uniquement sur ses deux tiers supérieurs, d'abord la face avant puis les faces latérales. Enfin, le
rectum est fixé postérieurement a I'aponévrose pré-sacrale au niveau de la 4™ vertébre sacrée

par le fascia de Waldeyer.

Les parois colique et rectale sont relativement identiques et constituées de quatre

couches (Figure 28) :

e [La muqueuse : elle est la couche la plus interne du tractus gastro-intestinal et

elle-méme constituée de trois couches :
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Figure 29. Le développement du cancer colorectal.

La plupart des cancers colorectaux débute par le développement d’excroissances nommées polypes,
sur la muqueuse intestinale. Ces excroissances peuvent devenir malignes et proliférer au sein de la
paroi interne de I’intestin (Stades I-IT). Les tumeurs continuent de croitre dans les parois plus profondes
(Stade III) jusqu’a atteindre les nceuds lymphatiques (Stade IV). A partir de ce moment, les cellules
cancéreuses peuvent migrer, on parle alors de métastases, a distance vers d’autres organes comme le
foie et les poumons (Stade V). (D’apres https://www.mgq.edu.au/newsroom/2015/02/19/biomarker-
discovery-offers-clearer-prognosis-for-bowel-and-rectal-cancer-patients/).



o L’épithélium qui est la couche la plus interne est constituée d’entérocytes
(impliqués dans 1’assimilation de 1’eau et des nutriments), de cellules en
gobelet (produisant des mucines), des cellules de Paneth (liées a
I’immunité) et de cellules endocrines (produisant des hormones

intervenant dans la régulation des sécrétions digestives).

o Le chorion correspondant a du tissu conjonctif.

o La musculaire muqueuse qui est une fine couche de muscles lisses.

e La sous-muqueuse : elle est constituée d’une couche dense, irrégulieére de tissu

conjonctif, vascularisée et innervée.

e [La musculeuse : elle se compose d’une couche musculaire interne circulaire et
d’une couche musculaire externe longitudinale. La premic¢re empéche les
aliments de se déplacer vers ’arriére, tandis que la seconde raccourcit le tractus.
Entre celles-ci, se trouve le plexus myentérique ou d’Auerbach et les cellules

interstitielles de Cajal contrdlant le rythme du péristaltisme.

e La séreuse : il s’agit du feuillet viscéral conjonctif riche en adipocytes et

recouvert par du péritoine uniquement au niveau de colon.

I11.1.2. Développement de la pathologie

Généralement, le cancer colorectal s’initie au niveau de polypes précancéreux bénins
(adénomes) (Figure 29). Ces polypes sont des excroissances ou des agrégations localisées de
cellules anormales dans la muqueuse intestinale. Au fil des divisions cellulaires, I’augmentation
de la taille des polypes peut se conjuguer avec des accumulations de mutations génétiques et de
variations épigénétiques, se traduisant par une dysplasie cytologique et histologique (Lochhead
et al., 2014). Si ces polypes ne sont pas enlevés par une intervention chirurgicale, ils peuvent

acquérir la capacité d’envahir les tissus adjacents et s’y développer ainsi qu’au-dela de la paroi
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colorectale. Si cette croissance maligne devient vascularisée, cela va lui faciliter ’acces aux
systemes lymphatiques et circulatoires favorisant la propagation de ces cellulaires cancéreuses

appelées métastases vers différents organes tels que le foie et les poumons.

I11.1.3. Epidémiologie et étiologie

111.1.3.1. Incidence et mortalité

En 2018 et a travers le monde, le cancer colorectal (CCR) occupe la troisiéme place
chez les hommes et la deuxiéme place chez les femmes en terme d’incidence, avec
respectivement 1 006 019 et 794 958 nouveaux cas. Il est la quatriéme cause de déces liée au
cancer chez les hommes (474 606 déces) et la troisieme, chez les femmes (387 057 déces) (Bray
et al., 2018). En France, le CCR est la seconde cause de déces due au cancer (12%) et touche
particuliérement les personnes agées de 65 et plus (Institut national du cancer). Chez I’homme,
I’incidence du CCR est en troisiéme position derri¢re les cancers de la prostate et du poumon.
Chez la femme, cette incidence est en deuxiéme place derricre le cancer du sein. En France, en
2017, on dénombre 44 872 nouveaux cas (24 035 hommes et 20 837 femmes) et 17 684 déces
(9 294 hommes et 8 390 femmes) (Jéhannin-Ligier et al., 2017). Bien que le taux de survie a 5
ans soit de 63%, notamment grice a l’acces au dépistage, a la résection des lésions
précancéreuses, la prise en charge des patients et I’amélioration des thérapies, le CCR reste un

enjeu de santé publique majeur.

I11.1.3.2. Facteurs de risque

Les progrés de la médecine ont permis de mieux comprendre le développement
multifactoriel du cancer colorectal. Il combine des éléments comme I’hérédité, le mode de vie
ou encore ’exposition a des substances cancérigénes ; toutes ces situations favorisant le risque
de développer un cancer sont dites facteurs de risque (Chan et Giovannucci, 2010). Ceux-ci

sont classés en deux catégories : les facteurs de risque non modifiables (age, hérédité) et modi-

131



132



fiables (mode de vie).

La probabilité de diagnostiquer un cancer colorectal augmente progressivement a partir
de I'age de 40 ans, et fortement aprés 50 ans (American Institute for Cancer Research, 2007,
Ries et al., 2008). Plus de 90% des cas de CCR surviennent chez les personnes de 50 ans ou
plus (Bethesda, 2006 ; Ries et al., 2008). Le taux d'incidence est plus de 50 fois supérieur chez
les 60 a 79 ans que chez les moins de 40 ans (American Cancer Society, 2005 ; Ries et al.,
2008). C’est pourquoi, en France, un test gratuit pour les personnes de 50 a 74 ans, a renouveler
tous les deux ans, est organisé dans le cadre du programme national de dépistage. Néanmoins,
les cas de CCR semblent augmenter chez les personnes jeunes (O’Connell et al., 2003 ;
O’Connell ef al., 2004). Par exemple, aux Etats-Unis entre 1998 et 2001, le CCR faisait parti
des 10 cancers les plus souvent diagnostiqués chez les personnes agées de 20 a 49 ans (Fairley

et al.,20006).

Les polypes néoplasiques sont des Iésions précurseurs du cancer colorectal (Janout et
Kollarova, 2001). Pres de 95 % des cancers colorectaux sporadiques sont dus a ces adénomes
(American Cancer Society, 2005). Une personne ayant des antécédents d'adénomes présente un
risque accru de CCR, comparativement aux personnes sans antécédents. Une longue période de
latence, estimée entre 5 et 10 ans, est habituellement nécessaire pour le développement d'une
tumeur maligne a partir d'adénome (Davies et al., 2005 ; de Jong et al., 2005). La détection par
les techniques de dépistage et I'ablation de ces derniers avant la transformation maligne peuvent

réduire le risque de CCR (Grande et al., 2008).

La maladie inflammatoire de I'intestin (Inflammatory Bowel Disease, IBD) est un terme
utilisé pour décrire deux maladies, la colite ulcéreuse et la maladie de Crohn. La colite ulcéreuse
provoque une inflammation de la muqueuse du cdlon et du rectum. La maladie de Crohn
provoque une inflammation de toute 1'épaisseur de la paroi intestinale et peut toucher n'importe

quelle partie du tube digestif de la bouche a I'anus. Le risque relatif d’apparition du CCR chez
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les patients atteints d'une maladie inflammatoire de I'intestin a été estimé entre 4 et 20 (Janout
et Kollarova, 2001). Ainsi, ces patients ont une probabilité de 4 a 20 fois plus ¢élevée de
développer un CCR que les sujets ne présentant pas d’IBD. Par conséquent, quel que soit leur
age, les personnes atteintes d'IBD sont fortement encouragées a subir un dépistage du CCR, et

ceci plus fréquemment que pour le reste de la population.

La majorité des cas de cancer colorectal survient chez des personnes sans antécédents
familiaux de CCR ou de maladie prédisposante. Néanmoins, jusqu'a 20% des personnes qui
développent un CCR ont d'autres membres de leur famille qui ont été affectés par cette maladie
(Skibber et al., 2001 ; American Institute for Cancer Research, 2007). En effet, les personnes
ayant des antécédents de CCR ou de polypes adénomateux chez un ou plusieurs parents au
premier degré sont a risque accru (Boardman et al., 2007). Les causes ne sont pas encore
clairement définies, mais elles sont probablement attribuables aux geénes mutés hérités, aux

facteurs environnementaux partagés ou a une combinaison des deux.

Environ 5 a 10% des cancers colorectaux sont la conséquence d'affections héréditaires
reconnues (Jackson-Thompson et al., 2006). Les affections héréditaires les plus courantes sont
la polypose adénomateuse familiale (PAF) et le cancer colorectal non polyposé héréditaire
(HNPCC), également appelé syndrome de Lynch. Le HNPCC est associé a des mutations des
genes impliqués dans la voie de réparation de I'ADN, a savoir les génes MLHI et MSH?2
(Papadopoulos et al., 1994 ; American Institute for Cancer Research, 2007). Le risque de cancer
colorectal chez les personnes présentant des mutations liées au HNPCC peut atteindre 70 a 80%
(Jeter et al., 2006 ; Al-Sukhni et al., 2008). La PAF est causée par des mutations du gene
suppresseur de tumeur APC (Wilmink, 1997). Elle représente moins de 1% de tous les cas de
CCR (Davies et al., 2005 ; Bethesda, 2006). Contrairement aux personnes atteintes du HNPCC,
qui ne développent que quelques adénomes, les personnes atteintes de PAF développent des

centaines de polypes, habituellement a un age relativement jeune, et un ou plusieurs de ces adé-
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nomes subissent généralement une transformation maligne dés 20 ans (Davies ef al., 2005).

L'alimentation influence fortement le risque de cancer colorectal, et des changements
dans les habitudes alimentaires pourraient réduire jusqu'a 70% D’apparition de ce cancer
(Willett, 2005). Les régimes riches en maticres grasses, en particulier la graisse animale, sont
un facteur de risque majeur de CCR (Boyle et Langman, 2000 ; Janout et Kollarova, 2001). La
graisse favorise le développement d'une flore bactérienne capable de dégrader les sels biliaires
pour donner des composés N-nitrosés potentiellement carcinogenes (Larsson et Wolk, 2006).
La consommation importante de viande est également impliquée dans le développement du
CCR (Santarelli ef al., 2008), notamment de par la présence de fer héminique dans la viande
rouge (Kabat et al., 2007 ; Santarelli et al., 2008). De plus, certaines viandes sont cuites a haute
température, entrainant la production d'amines hétérocycliques et d'hydrocarbures aromatiques
polycycliques connus pour leurs propriétés carcinogenes (Sinha, 2002 ; Santarelli et al., 2008).
Enfin, certaines études suggerent que les personnes qui ont une alimentation pauvre en fruits et

légumes peuvent avoir un risque plus élevé de développer un CCR (Bethesda, 2006).

Plusieurs facteurs liés au mode de vie ont été associés au cancer colorectal. Deux
facteurs de risque modifiables et interdépendants, l'inactivité physique et l'exceés de poids,
seraient responsables d'environ un quart a un tiers des cancers colorectaux. Il existe de
nombreuses preuves que des niveaux plus ¢élevés d'activité physique sont associé€s a un risque
plus faible de CCR (de Jong et al., 2005 ; Lee et al., 2007). De I’activité physique régulicre,
augmente la capacité métabolique de I'organisme et réduit la tension artérielle (Lee et al., 2007).
Plusieurs effets de 1’obésité, notamment I'augmentation des cestrogénes circulants et la
diminution de la sensibilité a I'insuline, augmente le risque de développer un CCR (de Jong et

al., 2005).

L'association entre le tabagisme et le cancer du poumon est bien établie, mais fumer est

¢galement extrémement nocif pour le célon et le rectum. On estime que 12% des déces dus au
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Figure 30. Les différents tests de dépistage du cancer colorectal.

Il existe un large panel de tests de dépistage du cancer colorectal. Les tests gFOBT et FIT cherchent
a détecter la présence de sang dans les selles. Le test SDNA, lui aussi se faisant a partir de selles, se
base sur une analyse moléculaire de mutations sur des génes cibles communément associés a la
carcinogenése colorectale. Les techniques de visualisation directe telles que la colonographie par
tomodensitométrie, la sigmoidoscopie flexible et la coloscopie, sont des techniques d’imagerie
permettant de déterminer précisément 1’étendue des 1ésions et de poser un diagnostic précis en vue
d’un traitement. (D’aprés Polyps and prevention : the importance of screening for colorectal cancer
webinar).
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cancer colorectal sont attribuables au tabagisme (Zisman et al., 2006). Les carcinogenes, tels
que le tabagisme, la consommation réguliere d'alcool peut étre associée a un risque accru de
développer un cancer colorectal a des ages précoces (Zisman et al., 2006 ; Tsong et al., 2007).
Les métabolites réactifs de I'alcool comme 1'acétaldéhyde peuvent étre carcinogenes. De plus,
les effets de l'alcool peuvent étre médiés par la production de prostaglandines, la peroxydation
des lipides et la production de radicaux libres associés au développement du cancer colorectal

(Poschl et Seitz, 2004).

I11.1.4. Dépistage et diagnostic

Un diagnostic et une stadification approprié€s sont essentiels pour assurer une stratégie
de traitement correcte. Au cours des dix derniéres années, le taux de mortalité dii au cancer
colorectal a diminué de plus de 20% en raison de I’évolution des techniques de dépistage
(Figure 30) et de I’optimisation des traitements chirurgicaux et thérapeutiques (Kekelidze et
al., 2013). Une coloscopie compléte jusqu’au caecum, couplée a une biopsie, est considérée
comme l’examen majeur pour diagnostiquer les lésions colorectales en raison de sa haute
précision (Kaminski et al., 2010 ; Barret et al., 2013). Cette technique permet a la fois la
localisation de la tumeur et éventuellement I’excision endoscopique des polypes. Elle est
considérée a la fois comme un atout diagnostic et thérapeutique (Zauber et al., 2012). Les
meilleurs résultats sont obtenus pour les Iésions supérieures a 6 mm, avec une sensibilité de
98% et une spécificité de 99% (Graser et al., 2009). Néanmoins, une partie des patients ne
pourront pas subir une coloscopie compléte en raison d’'une mauvaise préparation intestinale,
d’une mauvaise tolérance de 1’examen, d’une obstruction ou d’autres difficultés techniques. A
ce moment-1a, une colonographie par tomodensitométrie (CT ou CTC) peut étre envisagée en
particulier chez les patients présentant une tumeur sténosante ou lorsque la coloscopie est
impossible. Cette technique d’imagerie est 1'une des plus utilisées avec 'IRM pour la

stadification du cancer colorectal. Néanmoins, cette technique ne permet pas de réaliser des

139



140



biopsies ou des résections de polypes. L’IRM permet de définir avec précision 1’expansion
tumorale colorectale. Elle permet une grande précision dans la détection de la propagation
extra-tissulaire et dans 1’identification des tumeurs de bon (invasion inférieure a 5 mm) ou de

mauvais (invasion supérieure a 5 mm) pronostic.

Une autre technique d’imagerie, la sigmoidoscopie flexible, peut étre parfois utilisée.
Elle consiste en I’examen visuel des parois internes de 1’intestin via un endoscope inséré a
travers 1’anus. Des études randomisées, ou les sujets sont répartis aléatoirement entre le groupe
témoin et le groupe expérimental, mettent en évidence des diminutions de l'incidence et/ou de
la mortalité liée au cancer du cdlon distal ou du rectosigmoide, de 29% a 76% suite a une
détection par la sigmoidoscopie flexible (Hoff ez al., 2009 ; Atkin et al., 2010 ; Segnan et al.,
2011 ; Schoen et al., 2012). Cette technique est moins onéreuse et risquée que la coloscopie.
De plus, elle ne nécessite pas de préparation avant I’examen, ni de sédation. Néanmoins, elle
se révele moins efficace pour la détection des atteintes présentes au niveau du colon droit par
rapport au cdlon gauche (Zubarik et al., 2002). Toutes ces techniques d’imagerie jouent
¢galement un role crucial dans le diagnostic, I’évaluation de la stadification en vue du traitement
et pour le suivi des patients. Elles permettent, entre autres, de définir 1’étendue des tumeurs,

d’identifier les 1ésions et les métastases colorectales.

Il existe également des techniques non invasives basées sur I’analyse des selles. Au fur
et a mesure que le cancer colorectal se développe, 'abrasion due au passage des selles contre la
tumeur provoque la libération de cellules et de sang qui se mélangent aux selles. La détection
du sang dans les selles a été 1'un des piliers du dépistage du CCR. Le gFOBT (Guaiac-based
fecal occult blood test), le FIT (Fecal immunochemical test) et le SDNA (Stool DNA test) sont
des tests faisant appel a différentes techniques pour la détection du CCR (Young et al., 2015,
Pickhardt, 2016). Le gFOBT est I'une des nombreuses méthodes permettant de détecter la

présence de sang dans les selles. Le test consiste a placer un échantillon fécal sur du papier
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gaiac (contenant un composé phénolique, l'acide a-guaiaconique, extrait de la résine du bois
des gaiacs) et d'appliquer du peroxyde d'hydrogéne qui, en présence du sang, produit une
réaction bleue en quelques secondes. Ce test est a effectuer sur trois prélévements de selles
pendant trois jours consécutifs. En 2009, I'American College of Gastroenterology a
recommand¢ l'abandon du test gFOBT comme outil de dépistage du CCR au profit du test
immunochimique FIT plus précis (Rex et al., 2009). Le FIT détecte la présence de quantités
microscopiques de sang dans les selles. Cette méthode est réalisée par l'utilisation d'anticorps
ciblant les molécules de globine. Ces anticorps détectent principalement les saignements gastro-
intestinaux inférieurs, ce qui rend le FIT idéal pour la détection du CCR (Young et al., 2015).
Cette méthode n'est pas aussi efficace dans la détection des saignements gastro-intestinaux
supérieurs parce que I'hémoglobine subit une dégradation par les enzymes digestives, ce qui
diminue la fixation de I’anticorps sur I'hémoglobine (Young et al., 2015). Le test sSDNA, aussi
appelé test d'ADN des selles multi-cibles ou FIT-DNA, permet de détecter 11 séquences
différentes d’ADN communément retrouvées dans les cancers colorectaux (Pickhardt, 2016).
Ce test est bas¢ notamment sur des analyses moléculaires quantitatives pour les mutations
KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), la méthylation des promoteurs
des génes NDRG4 (N-Myc Downstream-Regulated Gene 4), de BMP3 (Bone Morphogenetic

Protein 3) et de la B-actine, servant de référence (Imperiale et al., 2014).

Une fois la présence de tumeurs détectée et analysée, celles-ci sont classées selon
plusieurs critéres. Les tumeurs localisées dans les 15 premiers centimetres du bord anal sont
classées comme tumeurs rectales, tandis que les tumeurs plus proximales sont classées comme
tumeurs coliques. Le systeme de stadification le plus couramment utilisé pour le cancer
colorectal est celui de I’American Joint Committee on Cancer (AJCC), également connu sous
le nom de systtme TNM. Néanmoins, d’autres systémes comme la classification de Dukes

(Bomme et al., 1998) et d’ Astler-Coller (Bomme et al., 2001) sont encore utilisés. Cependant,
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Tableau 2. Description de la classification TNM.
(D’aprés AJCC 7™ edition TNM staging classification of rectal cancer).

Tx

Aucune description de I’étendue de la tumeur n’est possible en raison d’informations
incomplétes. Le cancer ne concerne que la muqueuse et n’a pas dépassé la muqueuse
musculaire.

T1

Le cancer s’est développé a travers la muqueuse musculaire et s’étend dans la sous-
muqueuse.

T2

Le cancer s’est développé a travers la sous-muqueuse et s’étend dans la musculeuse.

T3

Le cancer s’est développé a travers la musculeuse et dans les couches externes du
cblon ou du rectum. Il n’a pas atteint un organe ou un tissu avoisinant.

T4a

Le cancer s'est développé a travers la séreuse, la paroi externe de l'intestin.

T4b

Le cancer s'est développé a travers la paroi du colon ou du rectum et envahit les
tissus ou organes voisins.

Aucune description de I’atteinte des ganglions lymphatiques n’est possible en raison
d’informations incomplétes.

NO

Aucun cancer dans les ganglions lymphatiques voisins.

N1

Les cellules cancéreuses se trouvent dans ou prés de 1 a 3 ganglions lymphatiques.
N1la : Les cellules cancéreuses se trouvent dans un ganglion lymphatique
voisin.

N1b : Les cellules cancéreuses se trouvent dans 2 a 3 ganglions lymphatiques
voisins.

Nlc : De petits dépots de cellules cancéreuses se trouvent dans les zones
graisseuses pres des ganglions lymphatiques, mais pas dans les ganglions eux-
mémes.

N2

Les cellules cancéreuses se trouvent dans 4 ganglions lymphatiques ou plus voisins.
N2a : Les cellules cancéreuses se trouvent dans 4 a 6 ganglions lymphatiques
voisins.

N2b : Les cellules cancéreuses se trouvent dans 7 ganglions lymphatiques ou
plus voisins.

MO

Aucune propagation a distance n’est observée.

M1

Présence de métastases a distance.
MIla : Le cancer s’est propagé a un organe €loigné ou a un ensemble de
ganglions lymphatiques €loignés.
MI1b : Le cancer s’est propagé a plus d’un organe ou a un ensemble de
ganglions lymphatiques éloignés, ou alors il s’est propagé a des zones
¢loignées du péritoine.
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elles ne sont pas aussi précises que le systtme TNM (Weiser ef al., 2011 ; Thorsteinsson et al.,

2012) (Tableau 2). Les trois lettres TNM décrivent chacune des atteintes bien précises :

e T :décrit jusqu’a quel point la tumeur primaire s’est développée dans la paroi intestinale

et si elle a envahi les régions voisines.

e N : décrit I’étendue de la propagation aux ganglions lymphatiques. Ce sont des petits
organes du systéme immunitaire participant a la lutte contre les infections. Pour avoir
une idée bien précise de I’atteinte des ganglions lymphatiques, il est recommandé

d’examiner au microscope au moins 12 d’entre eux.

e M :indique si le cancer s’est propagé a d’autres organes via des métastases notamment

le foie et les poumons.

Ces trois lettres sont ensuite combinées avec des chiffres pouvant aller de 0 a 4, selon le
critére analysé, en relation avec la sévérité de I’atteinte. Les combinaisons TNM permettent
alors de déterminer le stade du cancer (Tableau 3). Celui-ci est exprimé en chiffres romains du
stade 0 (le moins avancé) au stade IV (le plus sévere). Ces stades peuvent étre également

subdivisés en sous-groupes A, B, C pour les stades II et III.

Un autre facteur est utilisé pour analyser le degré de survie, c’est le grade du cancer (Ried
etal., 1996). Il correspond a la description de la ressemblance du cancer avec un tissu colorectal
sain lorsqu’il est observé au microscope. L’échelle utilisée pour évaluer un CCR va de G1 (ou
le cancer ressemble a un tissu colorectal normal) a G4 (ou le tissu est trés anormal). Les cancers
de bas grade (G1 par exemple) ont tendance a croitre et a se propager plus lentement que les

cancers de haut grade (G4 par exemple).
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Tableau 3. Correspondances entre les classifications TNM, Dukes et Astler-Coller.

« Tis » : carcinome in situ, tumeur intra-épithéliale, « Any » : n’importe quel sous-groupe de la
catégorie décrite (Centelles, 2012).

AJCC/TNM Dukes Astler-Coller
Stage 0 Tis, NO, MO — —
Stage | T1-T2, NO, MO A A, Bl
Stage 1A T3, N0, MO B B2
Stage IIB T4a, NO, MO B B2
Stage IIC T4b, NO, MO B B3
T1-T2, N1, MO
Stage IIIA C Cl
T1, N2a, MO

T3-T4a, N1, MO
Stage [IIB T2-T3,N2a,M0  C C1,C2
T1-T2, N2b, MO

T4a, N2a, MO
Stage IIIC ~ T3-T4, N2b, MO C C2,C3
T4b, N1-N2, M0
Any T, Any N, Mla

Stage IV — D
Any T, Any N, M1b
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I11.2. Les mécanismes moléculaires associés au processus de carcinogenése colorectale

Les instabilités génomiques et épigénomiques distinguent 1'épithélium néoplasique de
I'épithélium colique normal. Elles sont caractéristiques de la carcinogenése colorectale
(Hanahan et Weinberg, 2000 ; Little et al., 2008). Trois types d'instabilit¢ génomique ou
épigénétique majeurs ont été décrits dans le cancer colorectal : I’instabilité chromosomique

(CIN), I’instabilité microsatellitaire (MSI) et I’hyperméthylation des ilots CpG (CIMP).

I11.2.1. Instabilité chromosomique

L’instabilité chromosomique ou CIN (Chromosome instability) est définie comme étant
la résultante d’une perte ou d’un réarrangement chromosomique au cours de la division
cellulaire (McClelland, 2017). Les CIN ont été reconnues comme une marque du cancer et
comme source de variations génétiques favorisant I’adaptation des tumeurs a I’environnement
et aux traitements médicamenteux. Les CIN sont une caractéristique commune des tumeurs
solides et peuvent étre classées en deux catégories : les CIN structurales et les CIN numériques.
Les premiéres sont caractérisées par un gain ou une perte de régions chromosomiques, tandis
que les secondes sont caractérisées par un gain ou une perte d’un chromosome entier
(aneuploidie) (Tanaka et Hirota, 2016). Les mécanismes conduisant a la présence de CIN
restent peu connus mais ils reflétent un dysfonctionnement de la duplication chromosomique
ou de la ségrégation au cours de la mitose. En effet, ces processus défectueux sont en lien avec
I’attachement des kinétochores aux microtubules, la cohésion des chromatides sceurs, une
réplication anormale des centroméres, le raccourcissement des télomeéres ou encore avec le
complexe de vérification de la séparation des chromosomes dupliqués (Thompson et al., 2010).
L’implication des CIN dans le développement tumoral est controversée. En effet, des études
suggerent que les CIN sont un événement précoce du processus de cancérogenese entrainant la
perte ou I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs (Michor et al., 2005 ; Hanahan et

Weinberg, 2011). D’autres études postulent que les CIN sont un effet secondaire de la croissan-
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ce tumorale au cours de laquelle les cellules néoplasiques perdent et/ou gagnent des portions
chromosomiques (Kops ef al., 2005). Les CIN sont observées dans 65% des cas de cancers
colorectaux et leur nombre augmente avec le stade (Orsetti ef al., 2014). Des pertes récurrentes
des régions 16p13 et 19p13 sont observées dans le CCR et celles-ci sont associées a un mauvais
pronostic aux stades II et III (Orsetti ef al., 2014). La perte de la région chromosomique 18q21
est identifiée dans 70% des tumeurs colorectales, notamment dans les stades avancés (Fearon
et Vogelstein, 1990). On retrouve dans cette région des génes suppresseurs de tumeurs comme
le géne DCC (Deleted in Colorectectal Carcinoma) (Keino-Masu et al., 1996 ; Fazeli et al.,
1997) ou encore des genes régulant la prolifération, la différenciation et I’apoptose comme
SMAD2 et SMAD4 (Takagi et al., 1996 ; Takagi et al., 1998). La perte de la portion
chromosomique 17p est également fréquemment observée dans les CCR. Au sein de ce bras,
plus précisément au niveau de la bande 17p13.1, se trouve le géne TP53. Celui-ci code pour un
facteur de transcription (p53) décrit comme suppresseur de tumeur et régulant différents
processus tels que le cycle cellulaire et I’apoptose (Vazquez et al., 2008). Parmi les portions
chromosomiques le plus souvent amplifiées dans le cadre du CRC, on retrouve notamment la
région 20q (porteuse de POFUTI) ou des genes comme AURKA (Aurora kinase A, 20q13.2) et
TPX2 (Targeting protein for Xklp2, 20q11) sont associés a la progression des adénomes en

carcinomes (Sillars-Hardebol et al., 2012 ; Chuang et al., 2016).

La détection des CIN peut se faire par plusieurs techniques dont le caryotypage pour
notamment le nombre de chromosomes (Bomme et al., 1996), la cytométrie en flux (Giaretti,
1994), I’hybridation in situ, pour le contenu en ADN (Di Vinci et al., 1996 ; Herbers et al.,
1997 ; Bomme et al., 1998 ; Bomme ef al., 2001) et I’hybridation génomique comparative pour
ce qui concerne les gains ou pertes de fragments d’ADN (Ried ef al., 1996 ; Hermsen et al.,

2002).
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I11.2.2. Instabilité microsatellitaire

Les instabilités microsatellitaires (MSI) ne sont pas aussi courantes que les CIN dans le
cancer colorectal (environ 15%). Cependant, c’est un outil de dépistage tres utile pour la
détection des cancers colorectaux héréditaires sans polyposes (HNPCC) ou un syndrome de
Lynch, en raison d’un défaut du systéme de réparation de I’ADN (DNA Mismatch repair ou
MMR). Les MSI sont des mutations dues a des insertions ou des délétions au niveau des
microsatellites, car ces séquences sont particulierement sujettes a des défauts de réplication.
Les microsatellites sont des répétitions en tandem de séquences d’ADN constituées d’un a cinq
nucléotides (Ionov et al., 1993). Il y a au moins 500 000 microsatellites dans le génome humain,
localisés dans des régions intergéniques, des régions introniques ou des régions codantes. Les
évenements d’insertions ou de délétions au niveau des zones codantes entrainent la production
d’une protéine tronquée généralement inactive. Parmi les génes sujets a des MSI dans le cancer
colorectal, on retrouve ceux impliqués dans les réparations de I’ADN (RADS50, MSH2, MSH3,
MLHI, BLM, PSM2),1’apoptose (APAF1, ACTRII, IGFIIR, WISP-3), le cycle cellulaire (PTEN,
RI7) et des facteurs de transcription (7CF-4) (Iacopetta et al., 2010). Un test connu sous le nom
de panel de Betshesda a été proposé en 1997 par le National Cancer Institute (NCI) des Etats-
Unis pour déterminer le statut des MSI. Il s’agit d’un panel composé de deux répétitions
mononucléotidiques (BAT25 et BAT26) et de trois répétitions dinucléotidiques (D2S123,
D5S346 et D17S5250) (Boland et al., 1998). La classification des tumeurs se fait alors selon le
nombre de microsatellites présentant une instabilité. On distingue les tumeurs MSI ¢levées
(MSI-H) dont plus de 30% des marqueurs ont une instabilité, les tumeurs MSI faibles (MSI-L)
ou l’on retrouve moins de 30% d’instabilit¢ et enfin les tumeurs sans instabilité¢ dites

microsatellites stables (MSS).
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I11.2.3. Hyperméthylation des ilots CpG

Les cancers colorectaux sont souvent associés a une augmentation de la méthylation des
ilots CpG, localisés dans les régions promotrices des génes et participant a leur régulation. En
effet, la méthylation de ces régions régulatrices réprime la transcription des genes cibles. Les
chercheurs utilisent souvent au moins trois loci méthylés d’un panel de cinq marqueurs
(RUNX3,SOCS1, NEUROGI, CACNAIG, IGF?2) pour déterminer le phénotype de méthylation
que I’on appelle CpG Island Methylator Phenotype (CIMP) (Tahara et al., 2014). L'étiologie
de I'¢laboration de ce phénotype est compliquée a cerner. Un certain nombre de mécanismes
ont été ¢tudiés, notamment la surexpression des ADN-méthyltransférases (Grady et Carethers,
2008), les mutations dans les génes qui remodelent la chromatine comme le CHDS (Bachman
et al., 2003 ; Hinshelwood et al., 2009), les expositions environnementales comme le tabagisme
(Limsui et al., 2010) et les mutations dans IDH1 et TET, qui causent une méthylation anormale
dans les leucémies et les gliomes (Ichimura, 2012). Néanmoins, aucune de ces études n’a permis

de statuer précisément sur les éléments induisant 1’apparition des CIMP.

Le CIMP peut étre défini comme « CIMP-High » ou « CIMP-Low », selon le nombre
de marqueurs positivement méthylés (respectivement 3 marqueurs ou plus, et 2 marqueurs ou
moins affectés). Les tumeurs CIMP-High sont retrouvées dans environ 20% des cancers
colorectaux sporadiques. Ces tumeurs présentent la mutation BRAF V6000E, une
hyperméthylation du géne AMLHI et de nombreuses autres mutations (Cancer Genome Atlas
Network, 2012 ; Bettington et al., 2014 ; Tahara et al., 2014). Les tumeurs CIMP-Low sont
elles aussi observées dans environ 20% des cancers colorectaux sporadiques. La plupart de ces
tumeurs est associée a des mutations du gene KRAS (Curtin et al., 2011) mais ne présente pas
d’altérations microsatellitaires, ni de nombreuses autres mutations géniques (Bettington et al.,

2014 ; Luo et al., 2014).

En plus d’une méthylation aberrante au niveau de certains geénes, une diminution globale
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Figure 31. La voie de signalisation NOTCH contréle différents aspects du développement
tumoral colorectal.
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Une hyper-activation de la voie de signalisation NOTCH dans les cellules colorectales conduit a une
augmentation de la prolifération cellulaire associée a une inhibition de la mort cellulaire par apoptose.
La voie NOTCH est également associée a des phases plus tardives de la tumorigenése colorectale
comme la transition épithélio-mésenchymateuse favorisant la dispersion des cellules cancéreuses a

d’autres organes et 1’angiogenése assurant la vascularisation des tumeurs formées. (D’aprés Eskander
et Tewari, 2014).
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de la méthylation a également ¢t¢ identifié¢e dans de nombreux cancers colorectaux et est
étroitement associée aux tumeurs présentant des instabilités chromosomiques CIN (Matsuzaki
et al., 2005 ; Rodriguez et al., 2006). De ce fait, d'autres recherches sont nécessaires afin de
déterminer si la mesure de 'hypométhylation globale d'ADN dans le cancer colorectal peut

jouer un role dans le contexte clinique en vue d’un diagnostic.

IT1.3. Les principales voies de signalisation associées au cancer colorectal

I11.3.1. La voie de signalisation NOTCH

La signalisation NOTCH est décrite comme essentielle tout au long du processus de
tumorigenese colorectale (Figure 31) (Wu et al., 2013). La surexpression de NOTCH1 au sein
d’adénocarcinomes correle avec la progression tumorale, le grade et la présence de métastases.
Cela pourrait étre li¢ a I’inhibition de 1’apoptose engendrée par 1’expression ¢levée de NOTCH1
(Zhang et al., 2010 ; Wu et al., 2013). La surexpression de HESI, un gene cible de la voie
NOTCH, supprime I’expression du facteur répresseur de la transcription KLF4 (Kruppel-like
factor 4), capable d’inhiber la prolifération des cellules tumorales en les bloquant en phase G1/S
du cycle cellulaire (Chen et al., 2001). Les récepteurs NOTCHI et 2 semblent participer au
processus tumoral par des mécanismes opposés. En effet, une forte expression de NOTCH1
associée a une faible expression de NOTCH2 mesurées chez des patients atteints par un cancer
colorectal sont corrélées avec un faible taux de survie (Chu et al., 2011). L’expression de
NOTCHS3 est quant a elle accentuée dans les cellules cancéreuses colorectales, favorisant le
développement tumoral et la présence de métastases (Serafin et al, 2011). Concernant
NOTCHA4, les résultats présentés par deux études au cours de la méme année différent. D’un
coté, I’analyse de I’expression transcriptionnelle de NOTCH4 au sein de tissus cancéreux
colorectaux montre que ce récepteur est sous-exprimé (Zhang et al., 2018). De plus, la

surexpression de NOTCH4 dans la lignée cancéreuse colorectale SW620 diminue la proliféra-
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tion, la migration et 1’invasion tout en favorisant I’apoptose. D’un autre coté, il a été observé
une augmentation de 1’expression de NOTCH4 dans des tissus cancéreux colorectaux (Wu et
al., 2018). Cette surexpression est également associée a un mauvais pronostic et est proposée

comme potentiel nouveau biomarqueur prédictif de survie du cancer colorectal.

La voie de signalisation NOTCH a aussi ét¢ démontrée comme étant impliquée dans la
transition épithélio-mésenchymateuse. Ce mécanisme correspond au moment ou une cellule
¢épithéliale obtient un phénotype mésenchymateux aboutissant a 1’activation de sa capacité
migratoire. Ce processus est issu de ’interaction entre la voie NOTCH et les facteurs de
transcription Snail (SNAI1), Slug (SNAI2) et la cytokine TGFB (Transforming Growth Factor
B). Dans les cellules épithéliales, la répression par le facteur Snail du géne codant la E-cadhérine
qui est une glycoprotéine transmembranaire formant les jonctions serrées avec les cellules
adjacentes, et la stimulation de 1’expression de Slug par NOTCH1 induisent un phénomene de
transition épithélio-mésenchymateux (Becker er al., 2007). Egalement, la signalisation
NOTCH, via I’expression de son gene cible HESI, module le niveau d’expression de ATOH
(ATOnal Homolog 1) impliqué dans le devenir cellulaire intestinal (Kazanjian et Shroyer,

2011).

II1.3.2. La voie de signalisation Wnt/B3-caténine

La transition de 1'épithélium colique normal vers un phénotype malin s’effectue souvent
sur une période de plus de 10 ans (Jass, 2007). Elle est accompagnée de nombreux changements
génétiques étroitement liés a la voie de signalisation Wnt/B-caténine. Celle-ci régule différents
processus tels que la prolifération, l'invasion, la migration, c’est a dire I’initiation et la
progression du cancer colorectal (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Parmi les acteurs
de la signalisation WNT, au moins une protéine de la voie de signalisation est mutée dans plus
de 94% des cas de CCR (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Dans la majorité des cas,

ces mutations se produisent dans le géne 4PC, mais d'autres peuvent se produire dans des genes
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Figure 32. La signalisation Wnt/B-caténine est dérégulée au sein des cancers colorectaux.

Dans les cellules souches normales, la voie de signalisation Wnt/p-caténine débute par la fixation d'un
ligand WNT au récepteur Frizzled. Ceci induit I’activation par phosphorylation de Dishevelled (Dsh),
ce qui inactive la GSK-3f. La quantité de B-caténine intracellulaire augmente, suivi de sa translocation
dans le noyau. La, elle interagit avec le facteur de liaison des lymphocytes T (TCF/LEF) et active la
transcription des génes cibles de 1a voie WNT qui sont associés a la prolifération et a la survie cellulaire
(cycline D1, cMyc, etc.). En absence d'un ligand WNT, la GSK-3f forme avec I’APC et 1’ Axine un
complexe de destruction s’associant avec la B-caténine. La GSK-3p est activée et phosphoryle la p-
caténine, qui a son tour est ubiquitinylée avant d’étre dégradée par le protéasome. Dans le cas du cancer
colorectal, la signalisation Wnt/B-caténine aberrante contribue au phénotype hyperprolifératif et hypo-
apoptotique, de sorte que la B-caténine devenue constitutive ou I'APC mutée peuvent induire une

transactivation des génes « pro-survie ». (Vadde et al., 2017).
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tels que ceux de la B-caténine ou de I’ Axine (Kitaeva ef al., 1997 ; Suraweera et al., 2006). La
présence de ces mutations est considérée comme un événement précoce et la principale force
motrice du CCR (Figure 32). Lorsque la protéine APC est absente ou mutée, la B-caténine
s'accumule a des niveaux €levés puis elle est transloquée dans le noyau et s'associe aux facteurs
de transcription de la famille TCF/LEF, ce qui entraine I’augmentation de la transcription des
genes associés au développement du CCR (Markowitz et Bertagnolli, 2009). La B-caténine, le
médiateur clé de la signalisation WNT, est présente a de multiples localisations sub-cellulaires,
comme les jonctions adhérentes, le cytosol ou encore le noyau. Environ 1% des cas de CCR
présentent des mutations activatrices de la protéine B-caténine (Polakis, 1999). Des quantités
protéiques ¢élevées de B-caténine au sein du noyau sont associées a un mauvais pronostic chez
les patients atteints de CCR (Baldus et al., 2004). Au niveau nucléaire, la B-caténine coopére
avec les TCF/LEF pour activer I'expression de génes cibles. Par exemple, 'oncogeéne c-MYC,
identifi¢ comme gene cible dans la voie de signalisation WNT, est surexprimé dans le CCR et
joue donc un réle potentiel dans son développement (He ef al., 1998). La transcription accrue
de la cycline DI par les protéines RAS et la B-caténine semble aussi participer au
développement du CCR (Tetsu et McCormick, 1999). La métalloprotéinase-7 matricielle
(MMP-7), une autre cible de la B-caténine, est surexprimée dans les cas de CCR et est associée
a un mauvais pronostic (Brabletz et al., 1999 ; Crawford et al., 1999). La signalisation WNT
joue également un role important dans 1’initiation de la transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT) en induisant I'expression des facteurs de transcription liés a ce processus tels que SOX9
(Huang et al., 2019) ou Slug (Wu et al., 2012). Ce mécanisme contribue a l'invasion et a la
dissémination métastatique du CCR et est associé a une résistance chimiothérapeutique (Yang
et al.,2006). La signalisation WNT participe aussi a I'auto-renouvellement des cellules souches
cancéreuses (CSC) au sein des cryptes intestinales. Les CSC ont la capacité de donner naissance

a la majeure partie de la masse tumorale via leur capacité d’auto-renouvellement. Selon que le
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Figure 33. La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.

Les récepteurs a tyrosine kinase sont des protéines transmembranaires qui possédent dans leur partie
extracellulaire un site de liaison pour le ligand. Ce dernier peut étre un facteur de croissance tel que
I’EGF ou I’IGF, ou bien des cytokines comme les interleukines. Suite a I’activation du récepteur par
un ligand, celui-ci stimule la PI3K constituée de la sous-unité régulatrice p85 et de la sous-unité
catalytique p110. L’activité de la PI3K peut étre inhibée par la protéine PTEN. La PI3K participe a la
formation du phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PI(3,4,5)P3). Celui-ci recrute la protéine AKT,
qui est phosphorylée et activée par la protéine PDK1. AKT a pour cible la protéine a activité tyrosine
kinase mTOR, régulant différents processus comme 1’apoptose, le cycle cellulaire et 1’angiogenése.
AKT inhibe également les protéines TSC1/2 qui ne peuvent plus exercer leur role de régulateur négatif
de la signalisation. (D’aprés Nakada et al., 2011).
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co-activateur associ¢ a la B-caténine est la protéine p300 ou CREB, l'activité¢ de la voie de
signalisation favorisera la différenciation ou la prolifération des CSC. En effet, le complexe
p300/B-caténine favorise la différenciation des CSC (Kahn, 2011), tandis que le complexe

CREB/B-caténine favorise la croissance tumorale par I’intermédiaire des CSC (Yu et al., 2017).

I11.3.3. Autres voies de signalisation

PI3K/Akt/mTOR :

La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR joue un rdle prépondérant dans divers
processus biologiques comme la croissance, la prolifération ou encore 1’apoptose (Yu et Cui,
2016). La dérégulation de la voie PI3K/Akt/mTOR (Figure 33) est observée dans environ 30%
des cancers humains, faisant ainsi de cette cascade de signalisation une cible thérapeutique
intéressante pour contrecarrer la progression tumorale (Fortin et Mak, 2016). Dans 70% des
cancers colorectaux, une augmentation de la quantité de la forme phosphorylée d’AKT (pAKT)
est observée, témoin de I’activation de la voie. Cela est due a une forte diminution de
I’expression de la protéine PTEN qui est décrite comme un facteur suppresseur de tumeur
régulant négativement 1’expression d’AK7T (Colakoglu et al., 2008). Il a ét¢ démontré que le
caroténoide Lycopéne supprime la capacité d’invasion médiée par la leptine des cellules
cancéreuses colorectales HT-29, via l'inhibition de la phosphorylation d'AKT (Lin et al., 2011).
Un autre groupe de recherche a rapporté que l'aspirine, inhibiteur de mTOR et activateur de la
protéine kinase AMPK (AMP-activated protein Kinase) induit I'autophagie et protége contre la

progression du cancer colorectal (Din ef al., 2012).

TGFB/Smad :

Le TGFp est impliqué dans la régulation de divers processus cellulaires, dont la

prolifération, la différenciation et I'apoptose (Massagué, 1998). C’est une cytokine qui déclen-
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Milieu extracellulaire

@ Milieu intracellulaire

Figure 34. La voie de signalisation canonique TGF§p.

Le récepteur au TGFp est un dimére constitué de la sous unité TPRII et de la sous unité TPRI possédant
toutes les deux un site de liaison au TGFp. Suite a la liaison du ligand TGFp, le récepteur complet
s’autophosphoryle (1), recrute les protéines SMAD2 et SMAD?3 les phosphorylant a leur tour (2). Puis
les deux protéines vont former un complexe avec SMAD4 (3), qui est transloqué dans le noyau ou il se
fixe sur les régions promotrices des génes cibles (4). (D’aprés Neuzillet et al., 2014).
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che une signalisation intracellulaire impliquant notamment la famille des protéines SMAD,
principalement les SMADs 2 et 3 (Figure 34) (Kaklamani et Pasche, 2004 ; Xu et Pasche,
2007). Il favorise 1'expression de plusieurs cytokines fibrogeénes et pro-inflammatoires, comme
le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le facteur de nécrose tumorale o (TNF
a) et l'interleukine 1P, provoquant notamment le développement et la progression de fibroses
(Leask et Abraham, 2004). Trois isoformes majeures du TGFp ont été identifiées chez les
Mammiferes, a savoir TGFB1, TGFB2 et TGFB3. En général, le TGFp est sécrété sous forme
inactivée par son attachement a une protéine latente a celui-ci (Javelaud et Mauviel, 2004). La
signalisation par le TGF est activée lorsqu’il se lie au récepteur transmembranaire de type II,
qui s’associe au récepteur de type I et en assura sa phosphorylation. Ainsi activé, il peut
phosphoryler les SMADs 2 et 3. Les protéines SMADs phosphorylées s'hétérodimérisent avec
SMAD4 et sont transloquées dans le noyau pour induire la transcription de genes cibles (Clark
et Coker, 1998). Le TGFp joue un double role dans la progression précoce du CCR. Il peut agir
comme un suppresseur de tumeur dans les cellules épithéliales normales du célon en régulant
la prolifération cellulaire et I'apoptose. Dans les stades ultérieurs du cancer, le TGF[} favorise
la migration cellulaire en augmentant les événements de transition €pithélio-mésenchymateux

et en réduisant la réponse immunitaire (Lettorio et Roberts, 1998 ; Bellam et Pasche, 2010).

TP53 .

Dans la plupart des tumeurs colorectales, les deux alleles du géne 7P53 (situé a la
position chromosomique 17p13.1) sont inactivés, habituellement par I’association d’une
mutation faux sens impactant la traduction de la protéine et d’une délétion chromosomique de
la région 17p éliminant ainsi le second allele (Baker et al., 1989 ; Baker ef al., 1990 ; Grady et
Markowitz, 2002 ; Kinzler et Vogelstein, 2002 ; Fearon et Bommer, 2008). Le protéine p53

sauvage régule I’arrét du cycle cellulaire et constitue un point de controle de la mort cellulaire
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Figure 35. Roles canoniques et non canoniques du facteur suppresseur de tumeur de p53.

pS3 est activé par différents stress cellulaires comme le stress nutritionnel, les conditions hypoxiques,
l'activation des oncogénes, les dommages a I'ADN et le stress oxydatif. Les réponses classiques ou
canoniques a p53 provoquent l'arrét du cycle cellulaire et la réparation des dommages causés a I'ADN,
ce qui place la cellule dans un état de sénescence ou provoque son apoptose. Les roles non canoniques
et controlés de la mort cellulaire programmée comprennent les voies d'autophagie, la nécrose, la
nécroptose et la ferroptose. Des processus physiologiques tels que l'activation hormonale peuvent
également conduire a l'arrét du cycle cellulaire. La protéine p53 induit alors un switch métabolique
impliqué dans la différenciation cellulaire. (D’aprés Moulder et al., 2018).
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induite par divers stress comme 1’hypoxie ou des dommages a I’ADN (Figure 35) (Vazquez et
al., 2008). L’inactivation du geéne 7P53 coincide majoritairement avec la transition des

adénomes en carcinomes invasifs (Baker ef al., 1990).

I11.4. Altérations de la glycosylation associées au processus de cancérogenése

Malgré les progres récents dans la compréhension des mécanismes génétiques
tumoraux, il y a encore un retard relatif dans 1’appréhension de tous les aspects du glycome et
du glycoprotéome cancéreux. Les changements dans la glycosylation cellulaire sont associés a
la transformation maligne des cellules cancéreuses, a la progression de la tumeur et finalement,
a la formation de métastases. Les glycanes sont ainsi les moteurs des interactions entre les

cellules cancéreuses et le microenvironnement tumoral.

I11.4.1. Modification de la glycosylation dans le cas du cancer colorectal

De nombreuses différences dans les profils de N-glycanes ont été observées dans des
¢tudes comparant des tissus ou des lignées cancéreuses colorectales avec des témoins non
cancéreux. Les changements détectés au niveau des N-glycanes correspondent a des
augmentations de la présence de N-glycanes de type « high-mannose ». En effet ceux-ci sont
retrouveés, par des techniques de chromatographies liquides associées a la spectrométrie de
masse, en grand nombre dans les tissus tumoraux (Balog ef al., 2012) et les lignées cellulaires
cancéreuses colorectales LIM1215, LIM1899 et LIM2405 (Sethi et al., 2014). De plus, des
analyses sur protéines totales montrent qu’ils sont particuliérement retrouvés dans les
métastases, mais leur role dans la progression tumorale n’a pas encore ¢été établi. Cette
accumulation de N-glycanes hautement mannosylés serait due a une déficience dans 1’étape de
maturation des N-glycanes (Zhao et al., 2008). Une augmentation de la fucosylation des N-
glycanes complexes et hybrides est observée dans les cellules cancéreuses colorectales. Ceci

est corrélé avec une augmentation de I’expression de la fucosyltransférase FUTS8 qui catalyse
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I’ajout d’un fucose en al,6 sur la N-acétylglucosamine (GlcNAc) proximale du chitobiose des
N-glycanes (Sethi et al., 2014). 11 a ét¢ également montré que I’augmentation de 1’expression
et de ’activité de FUTS est corrélée avec 1’agressivité des tumeurs colorectales (Muinelo-

Romay et al., 2008).

Une autre modification de glycosylation affectant les N-glycanes a été rapportée. Celle-
ci concerne la GIcNAc liée en position centrale & un mannose du N-glycane, formant ainsi une
bissectrice. Cet ajout est catalysé par la N-acétylglucosaminyltranstérase III (GnT-III) (Xu et
al., 2012). Dans les tissus tumoraux colorectaux, on observe une diminution des N-glycanes
porteurs de ce motif comparativement aux tissus sains (Balog et al., 2012). Enfin, la présence
d’une GIcNAc liée en B1,6 sur un mannose li¢é en al,6 sur un N-glycane, est associée a
I’initiation de I’invasion et a la présence de métastases (Dennis et al., 1987 ; Fernandes et al.,
1991 ; Dennis et al, 1999). L’enzyme responsable de cette addition, la N-
acétylglucosaminyltransférase V (GnT-V), est surexprimée dans les cas de cancers colorectaux
(Murata et al., 2000). Cette GlcNAc liée en B1,6 peut Etre allongée par plusieurs N-
acétyllactosamine (LacNAc). Cette réaction est catalysée par les enzymes [1,4-
galactosyltransférases  (B4GalT) (Ujita et al, 2000) et par la PB1,3-N-
acétylglucosaminyltransférase 8 (B3GnTS). Cette dernic¢re est surexprimée dans les lignées
cancéreuses colorectales (Ishida et al., 2005). De plus dans les cancers colorectaux, la structure
LacNAc est associée a la progression tumorale, aux métastases et a un faible taux de survie

(Ichikawa et al., 1999).

Les glycoprotéines de type mucine sont abondamment présentes au niveau du colon,
participant a la protection physique de la muqueuse colique (Itzkowitz et al., 1989). Dans les
mucines du cdlon, les O-glycanes de core 1, 2, 3, et 4 retrouvés, subissent généralement des
modifications comme, par exemple, leur allongement (Brockhausen, 2006). Lors de la

transformation maligne, les mucines présentent des modifications spécifiques, notamment du
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CCR, telles que la diminution de la présence des structures de core 3 (GIcNAcB1-3GalNAcal-
Ser/Thr) et 4 (GIcNAcBI1-6(GlcNAcB1-3)GalNAcal-Ser/Thr) (Vavasseur et al, 1994 ;
Brockhausen, 2006). Les sous-expressions de la [1,3-N-acétylglucosaminyltransférase 6
(B3Gn-T6) et de la core 2 B1,6-N-acétylglucosaminyltransférase (C2GnT-I) diminuent la
présence de métastases colorectales (Vavasseur ef al., 1994 ; Iwai et al., 2005). La core 2 B1,6-
N-acétylglucosaminyltransférase est aussi impliquée dans la conversion des antigénes T et Tn
en structures de core 2 permettant la biosynthése des épitopes sialyl Lewis a (sLea) et sialyl
Lewis x (sLex) qui sont des marqueurs tumoraux associés a la transformation maligne du tissu
colorectal (Baldus et al., 2002). Leur augmentation est associée a la progression tumorale
favorisant I’adhésion des cellules cancéreuses a la sélectine endothéliale (E-selectin) (Shiozaki
etal.,2011). La core 1 B1,3-galactosyltransférasel (CIGALT1) est fréquemment surexprimée
dans le cancer du cdlon, ce qui augmente la synthése de I’antigéne T (GalB1,3GalNAcal-
Ser/Thr) associée a une progression du cancer, la présence de métastases et un faible taux de

survie (Hung et al., 2014).

Chez I'Homme, la forme majeure d'acides sialiques retrouvée est I’acide N-
acétylneuraminique (NeuAc). Elle est présente sur les glycanes en position terminale et joue un
role dans divers processus biologiques comme la croissance et la différenciation (Taylor ef al.,
2010). L'ensemble du tractus gastro-intestinal présente une forte densité d'acides sialiques a la
surface des cellules ainsi que sur les molécules sécrétées (Varki, 2008). Néanmoins, une
augmentation de la sialylation des glycanes est couramment observée dans divers cancers y
compris le cancer colorectal. Cela peut étre dii a un dysfonctionnement de la régulation des
sialyltransférases et/ou des sialidases, ou a une augmentation du nombre de sites potentiels de
sialylation (Qiu et al., 2008). Par exemple, la surexpression de la neuraminidase 3 (NEU3)
favorise la survie des cellules cancéreuses en diminuant [’apoptose (Miyagi, 2008).

L’augmentation du nombre d’acides sialiques liés en 02,6 sur les N-glycanes est associée a la
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progression tumorale, a la présence de métastases et a des résistances thérapeutiques en raison
d’une diminution des interactions cellules-cellules (Seales et al., 2005 ; Park et Lee, 2013 ;
Sethi et al., 2014). Cette augmentation d’acides sialiques liés en 02,6 sur les N-glycanes est
corrélée avec la surexpression de 1’a2,6-sialyltransférase (ST6Gall) observée dans les tumeurs
colorectales (Gessner et al., 1993). La présence des acides sialiques liés en 02,3 sur les glycanes
est elle aussi augmentée dans les adénocarcinomes colorectaux (Fukasawa et al., 2013). Les
glycanes 02,3 sialylés sont les composants majeurs des antigénes Lewis. L'augmentation de la
sialylation est une caractéristique principale de la transformation maligne, le plus souvent

associée aux stades avancés du cancer colorectal.

La O-GlcNAcylation des protéines a ¢galement été associée au cancer colorectal. En
effet, une surexpression d’OGT couplée a une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation est
observée dans les tissus cancéreux colorectaux comparativement aux tissus sains (Mi et al.,
2011). De ce fait, différentes études se sont penchées sur 1’analyse du réle que pourrait jouer
cette augmentation de O-GIlcNAcylation dans les cas de CRC. Par exemple, il a ét¢ démontré
que I’augmentation globale de la O-GIcNAcylation de la B-caténine, possédant 4 sites de O-
GlcNAcylation, réduit la phosphorylation de la thréonine 41 portée par la B-caténine nécessaire
a sa dégradation par le protéasome (Olivier-Van Stichelen et al., 2014). Ceci favorise donc la
stabilit¢ de la P-caténine et ’activation de la signalisation, connue pour participer au
développement tumoral. Une étude menée sur la cycline D1, une cible de la signalisation
NOTCH, sur plusieurs lignées cellulaires humaines, dont les cellules cancéreuses colorectales
HCT116, met en avant le fait que OGT interagit avec la cycline D1 (Masclef ef al., 2019). Le
niveau protéique de la cycline D1, au sein des cellules en condition proliférative, est régulé par
son ubiquitination. De maniére intéressante, une augmentation globale de la O-GlcNAcylation,
induite par I’inhibition d’OGA (O-GlcNAcase), diminue ’ubiquitination de la cycline D1

suggérant que cette modification protége la cycline D1 de la dégradation par le protéasome et
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favorise le maintien des cellules en état prolifératif (Masclef et al., 2019). Compte tenu de ces
différents éléments, la compréhension des mécanismes liés a 1’augmentation de la O-

GlcNAcylation dans les cancers colorectaux s’avere primordiale.

I11.4.2. Implication de POFUT1 dans le processus tumoral

Depuis une dizaine d’années, plusieurs études se sont intéressées a 1I’implication de
POFUTI au cours du processus tumoral. La premiere d’entre elles portait sur 1’analyse des
genes liés a la glycosylation dans les glioblastomes (Kroes et al., 2007). Les auteurs ont détecté
une surexpression d’un facteur 3 de POFUT] dans les tissus de patients atteints, ainsi que dans
les lignées cellulaires de glioblastomes (SNB19, D54MG, U887MG, U373MG, U118MG, U251
et A172). Plus récemment, POFUT1 a été proposé comme un potentiel biomarqueur et une cible
thérapeutique pour les cancers oraux (Yokota et al, 2013). En effet, son expression est
augmentée dans les tumeurs primaires et corrélée avec la taille de ces dernieres. Une expérience
de knockdown de POFUTI dans des lignées cellulaires cancéreuses orales montre que la
diminution de I’expression de POFUTI induit une baisse de la prolifération cellulaire. Puis
d’autres études sont venues étayer cette constatation. POFUT]1 est également surexprimée dans
les tissus hépatiques cancéreux (Ma et al., 2016). Des expériences de surexpression de POFUT1
au sein de lignées hépatiques tumorales montrent que des niveaux ¢levés de 1’enzyme
augmentent la prolifération et la migration des cellules. De plus, une surexpression de POFUT1
promeut la liaison de NOTCH avec le ligand DLL1 et renforce I’activation de la signalisation
NOTCH dans les lignées hépatiques. L’analyse des bases de données TCGA (The Cancer
Genome Atlas) met en évidence une surexpression de POFUTI dans les tumeurs gastriques,
associée a I’agressivité tumorale (Dong et al., 2017). Dans le cancer du sein, la surexpression
de POFUTI conjuguée a I’hyperactivation de la signalisation NOTCH sont associées a un
mauvais pronostic (Wan et al., 2017). De maniéere surprenante compte tenu du lieu de détection

de POFUTI, I’analyse de son expression dans le plasma de patients atteints d’un cancer du pou-
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mon met en lumiere une surexpression de POFUT chez ces patients par rapport a des individus
sains (Leng et al., 2018). Ce qui pourrait expliquer cette surexpression de POFUTI observée
dans différents types de cancer, semble étre 1i¢ a la localisation du geéne. En effet, la portion
chromosomique 20q11-q13 a été décrite comme amplifiée dans les cancers du sein (Kallioniemi
et al., 1992), de I’estomac (Kimura et al., 2004), colorectaux (Postma et al., 2005) et les
leucémies (MacKinnon et al., 2010). Toutes ces études suggerent que la protéine O-
fucosyltransférase 1 participe au processus tumoral et nécessite des recherches approfondies

pour déterminer les mécanismes mis en jeu et évaluer son potentiel intérét thérapeutique.
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Chapitre IV. Objectifs de thése

Parmi les différents types de glycosylation des protéines, la O-fucosylation est une
modification post-traductionnelle rare ayant lieu au sein du réticulum endoplasmique. Cette
réaction catalysée par la protéine O-fucosyltransférase 1 (POFUTI) correspond a I’addition
d’un fucose O-li¢ sur un résidu séryl ou thréonyl contenu dans la séquence consensus
C?X4(S/T)C3, localisée dans des domaines EGF-like correctement repliés. La cible de POFUT1
la plus caractérisée est le récepteur NOTCHI1 dont la présence de fucoses O-liés et leurs
éventuels allongements jusqu’en un tétrasaccharide linéaire, module son interaction avec ses
ligands canoniques DSL (Delta/Serrate/Lag-2) et de ce fait la signalisation qui lui est

subordonnée.

Mon projet de theése s’est articulé autour de 1’é¢tude de la contribution de POFUT1 dans
un contexte physiologique, le processus myogénique, et dans un contexte pathologique, le

cancer colorectal.

Le premier versant de mon travail de thése a été consacré a la poursuite de 1’étude de
I’implication de POFUT1 dans le processus myogénique. Des travaux antérieurs réalisés au
sein de mon équipe d’accueil ont mis en évidence une altération du processus myogénique suite
au knockdown de Pofutl dans la lignée cellulaire murine C2C12, la lignée Po - (Der Vartanian
et al., 2015). Cette altération se caractérise par une diminution de 1’activation de la voie
NOTCH, une entrée plus précoce en différenciation et une augmentation du nombre de
myotubes avec peu de noyaux, signe d’un défaut dans la phase de fusion secondaire (thése
soutenue en 2015 par Audrey Der Vartanian). L hypothése a été¢ d’examiner le statut de la voie
de signalisation NFATc2/IL-4, reconnue comme associ¢e a I’étape de fusion secondaire
(Horsley et al., 2003) et I’éventuelle implication de la voie NOTCH en s’appuyant sur la lignée

Po -. J’ai plus particulierement contribu¢ aux expériences portant sur 1I’analyse de la signalisa-
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tion NFATc2/IL-4. Ce travail a permis la publication d’un article dans la revue International
Journal of Molecular Sciences en 2019. Parallelement a cette étude, je me suis intéressé a
I’implication de la protéine WIF1, qui est une cible potentielle de POFUT1, toujours au cours
du processus myogénique. Une étude se focalisant sur I’impact des sFRPs, protéines inhibitrices
de la signalisation WNT au cours du processus myogénique a inspiré ce travail (Descamps et
al., 2008). En effet, les auteurs ont démontré que 1’incubation de la lignée C2C12 ou de cellules
satellites isolées de muscles squelettiques de souris, en présence de sSFRP1 ou 2, provoque une
inhibition de la formation des myotubes. Les sFRPs inhibent la signalisation WNT en entrant
en compétition avec le récepteur Frizzled empéchant les protéines WNT d’interagir avec leur
récepteur, mais aussi via leur capacit¢ d’interaction avec les protéines WNT grace a leur
domaine NTR (Bafico et al., 1999). Les récepteurs a tyrosine kinase RYK (related to Receptor
Tyrosine Kinase) impliqués dans la signalisation WNT posseédent un domaine WIF1 dans leur
partie extracellulaire, suggérant la protéine WIF1 pourrait entrer en compétition avec ces
récepteurs pour fixer les protéines WNT (Kawano et Kypa, 2003 ; Malinauskas et Jones 2014).
Cette donnée nous a laissé penser que la protéine WIF1 pouvait également impacter le processus
myogénique a I’instar des sFRPs. Il a donc été entrepris d’incuber les cellules myoblastiques
murines C2C12 avec la protéine WIF1 recombinante produite au laboratoire, et de déterminer
si cela altérait les capacités proliférative et de différenciation myogénique des cellules

musculaires. A ce jour, la rédaction d’un article est en préparation pour une soumission.

Le second versant de mon travail de thése s’est inscrit dans une nouvelle orientation
qu’a souhaité donner mon équipe d’accueil a ses travaux de recherches, a savoir I’implication
de la O-fucosylation et de la sialylation dans le développement tumoral colorectal. Au cours de
ses dernieres années, des travaux ont mis en évidence I’implication de POFUT1, acteur de la
O-fucosylation, dans différents types de cancers, mais rien n’avait €té jusqu’alors entrepris pour

explorer son rdle dans le cancer colorectal. J’ai ainsi pu initier les premiers travaux concernant
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la mise en évidence du role potentiel de POFUT1 dans ce cancer. Pour ce faire, j’ai utilis¢ a la
fois les données de la plateforme FireBrowse, des lignées colorectales saine ou cancéreuses de
grades différents (CCD841CoN, HCTI116, HT-29 et SW620), et des tissus colorectaux
provenant du Centre de Ressources Biologiques du CHU de Limoges. Ce travail s’est concrétisé

par la publication d’un article dans la revue Cancers en 2018.
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Chapitre V. Résultats

V.1. Article n°1

Downregulation of POFUTI impairs secondary myogenic
fusion through the NFATc2/IL-4 signaling pathway.

Julien Chabanais', Audrey Der Vartanian', Claire Carrion, Abderrahman Maftah®,
Agnés Germot™
Ico-premiers auteurs, “co-derniers auteurs

International Journal of Molecular Sciences 2019, 20, 4396;
doi:10.3390/ijms20184396
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Le processus myogénique et notamment la formation des myotubes multinucléés, est
sous la dépendance des facteurs régulateurs myogéniques (MRF) (Bober, 1991 ; Montarras et
al., 1991 ; Bismuth et Relaix, 2010). Chez les Mammiferes, le développement du muscle
squelettique est caractérisé par 1’étape de fusion myoblastique (Rochlin ef al., 2010 ; Abmayr
et Pavlath, 2012). Les myoblastes s’alignent et fusionnent conduisant a la formation de
myotubes primaires immatures. Puis, un mécanisme d’accrétion myonucléaire se met en place
correspondant au recrutement de myoblastes environnants par les myotubes immatures,
définissant ce que I’on nomme la fusion secondaire. Deux précédentes études réalisées au sein
de mon équipe d’accueil ont mis en avant le fait que la protéine O-fucosyltransférase 1
(POFUT1), participe au processus de fusion myogénique a travers son implication dans
I’activation de la voie de signalisation NOTCH (Der Vartanian et al., 2015 ; Al Jaam et al.,
2016). En particulier la sous-expression de Pofutl au sein de la lignée myoblastique murine
C2C12 diminue D’activation de la voie NOTCH, et favorise I’engagement précoce des
myoblastes dans le processus de différenciation myogénique. De plus, des défauts dans le
processus de fusion secondaire ont ¢été observés et se traduisent par une augmentation du

nombre de myotubes ayant un faible nombre de noyaux.

De ce fait, un autre versant de mon travail de thése a été de poursuivre un travail
préalablement engagé, se focalisant sur 1’¢lucidation de ces défauts de fusion secondaire. Une
des voies de signalisation associée a cette €étape du processus myogénique est la voie
NFATc2/IL-4. Cette dernic¢re une fois activée, se traduit par la déphosphorylation de NFATc2
(Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin dependent 2) qui est alors
transloqué dans le noyau induisant la production de I’interleukine 4 (IL-4) par les myotubes
naissants (Horsley ef al., 2003). Les cellules de réserve (cellules indifférenciées ne fusionnant
pas au cours de la différenciation myogénique) qui possédent le récepteur a I’'1L-4 (IL-4Ra) a

leur surface sont sensibles a cette augmentation d’IL-4 et vont fusionner avec les myotubes voi-
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sins. Nous avons donc décidé de nous intéresser a cette signalisation dans notre lignée
myoblastique murine C2C12 sous-exprimant de fagon stable Pofutl (Po -). Nous avons observé
que le knockdown de Pofut! diminue I’expression du facteur myogénique Myf6 associé a la
fusion secondaire et le nombre de noyaux par myotube confirmant 1’altération du processus
myogénique. On a pu également détecter une sous-expression de Nfatc2 au sein des myotubes
et des cellules de réserve, s’accompagnant a la fois d’une réduction de la quantit¢ d’IL-4
sécrétée dans le milieu, et du niveau d’expression du récepteur IL-4Ra par les cellules de
réserve. Egalement, la neutralisation de la fixation de I'IL-4 sur son récepteur par
I’intermédiaire d’un anticorps anti-IL-4Ra provoque un défaut d’accrétion myonucléaire
similaire a celui observé dans notre lignée Po -. Ceci confirme la nécessité de la liaison de I’IL-

4 a son récepteur pour induire le recrutement des cellules de réserve par les myotubes.

L’ensemble des résultats mettent en avant I’implication de Pofutl au cours de la fusion
myoblastique secondaire a travers la voie de signalisation NFATc2/IL-4. En effet, une
expression non altérée de Pofutl participe au maintien d’un niveau de transcription de Nfatc2
suffisant pour induire la sécrétion d’une bonne quantit¢ d’IL-4, pouvant alors se fixer a la
surface des cellules de réserve possédant le récepteur IL-4Ra et activer la fusion secondaire.
De facon plus inattendue, nous avons montré que la voie NOTCH n’était pas impliquée dans le

processus d’accrétion nucléaire.
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Abstract: Past work has shown that the protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1) is involved in
mammal myogenic differentiation program. Pofut] knockdown (Po —) in murine C2C12 cells leads to
numerous elongated and thin myotubes, suggesting significant defects in secondary fusion. Among
the few pathways involved in this process, NFATc2/IL-4 is described as the major one. To unravel
the impact of POFUT1 on secondary fusion, we used wild-type (WT) C2C12 and Po - cell lines to
follow Myf6, Nfatc2, Il-4 and Il-4ra expressions during a 120 h myogenic differentiation time course.
Secreted IL-4 was quantified by ELISA. IL-4Ra expression and its labeling on myogenic cell types were
investigated by Western blot and immunofluorescence, respectively. Phenotypic observations of cells
treated with IL-4R« blocking antibody were performed. In Po —, we found a decrease in nuclei number
per myotube and a downexpression of Myf6. The observed downregulation of Nfatc2 is correlated
to a diminution of secreted IL-4 and to the low level of IL-4R« for reserve cells. Neutralization of
IL-4Ra on WT C2C12 promotes myonuclear accretion defects, similarly to those identified in Po —.
Thus, POFUT1 could be a new controller of myotube growth during myogenesis, especially through
NFATc2/IL-4 signaling pathway.

Keywords: IL-4; myogenic differentiation; NFATc2; NOTCH pathway; POFUT1; secondary fusion

1. Introduction

During postnatal skeletal myogenesis, the muscle stem cells called satellite cells play a crucial role
in muscle growth, homeostasis and regeneration. Under activation, these cells commit to a myoblast
cell fate and allow cell fusion and fiber formation. Initiation of the myogenic program is defined by
expression of Pax3/7 followed by the hierarchized expression of the myogenic regulatory factors (MRFs),
Myf5, MyoD, MyoG [1,2] and Myf6 [3,4], which are necessary for the formation of multinucleated
myotubes (MT). For mammals, myoblast (MB) fusion is a critical mechanism in muscle development
and regeneration of mature myofibers upon muscle injury in adults [5]. Skeletal muscle fibers arise
from two complementary fusion processes of MB [6,7]. Initially, the primary fusion is defined by the
alignment of MB, which fuse together leading to the formation of nascent MT. Then, the myonuclear
accretion, corresponding to the secondary fusion, results from the recruitment of surrounding MB by
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the immature MT. Distinct signaling pathways are involved in the myogenic differentiation [8]. Among
them, the activation of the NOTCH pathway maintains satellite cells in a quiescent state and contributes
to proliferation of MB [9]. The NFATc2/IL4 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin
dependent 2/Interleukin-4) pathway is specifically involved in the secondary fusion process [10,11].
It acts on myoblast fusion after the initial formation of MT and is necessary for their growth. Regulated
by calcium-dependent signaling, NFATc2 is dephosphorylated and translocates to the nucleus to induce
the production of the cytokine IL-4 by nascent MT. The IL-4 receptor alpha (IL-4Rx) expressed at the
cell surface of MB allows their recruitment by nascent MT [12]. Furthermore, it is known that Il-4ra
expression is induced and stabilized in the presence of IL-4 itself [13,14]. II-4ra is overexpressed in
severe human diseases such as embryonic and alveolar subtypes of rhabdomyosarcoma (ERMS, ARMS,
respectively). In humans, and mouse model, it is involved in tumor metastatic properties [15]. RMSs
are common pediatric cancers of soft tissue with a poor prognosis [16]. An aberrant upregulation of
NOTCH signaling pathway [17] and Pax3/7 expression [18] are also found in the rhabdomyosarcoma
cells to be responsible for the tumor growth. Even if tumors are mostly positive for MYOD and
MYOG [19-21], which act as skeletal muscle lineage and differentiation markers, RMS cells fail to
fuse into mature myofibers [20,21]. As myogenic differentiation and fusion capacities are distinctively,
but both impaired, one potential therapeutic strategy could be to combine the IL-4Ra blockade with
an inhibition of NOTCH signaling to target the tumorigenesis of RMS. Recently, we proposed that
protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1) acts through the NOTCH signaling pathway as a myogenic
modulator, which controls the commitment of MB into the myogenic program [22,23]. POFUT1 is
an endoplasmic reticulum (ER)-resident enzyme [24] responsible for the O-fucosylation of S or T
included in EGF-like domains of around eighty secreted or membrane glycoproteins in human or
mouse, especially NOTCH receptors and ligands, that contain the consensus sequence C?X4(S/T)
C3 (where C? and C® are the second and third cysteines of EGF-like domain, respectively) [25].
Pofut1”- mice die at mid-gestation with severe alterations particularly in somitogenesis, similar to
those observed for embryos lacking downstream effectors of the NOTCH signaling pathway [26].
In Pofutl caxjeax mice presenting the cax (compact axial skeleton) hypomorphic allele of Pofut1, skeletal
muscles show a postnatal hypertrophy associated with a decrease in PAX7+ satellite cells [23].
The O-fucosylation of NOTCH receptors mediated by POFUTT1 is essential for the canonical NOTCH
signaling pathway [27]. Abnormal NOTCH signaling has been associated with human POFUT1
dysfunction in various cancers such as breast [28], hepatocellular [29] or colorectal [30] ones where
POFUT1 overexpression is correlated with tumor development. Several studies demonstrated
in osteoblasts [31] and keratinocytes [32] the interdependence of NOTCH and NFATc2 signaling
pathways. The cleavage of NOTCH intracellular domain (NICD) is involved in the stabilization
of NFATc2 transcript via a post-transcriptional mechanism [31]. Moreover, NFATc2 overexpression
suppress canonical NOTCH transactivation and expression of HEY (Hairy/Enhancer of Split-related
with YRPW motif) genes.

Our studyidentifies a new critical role of POFUT1 in the secondary fusion process. Downregulation
of Pofut] in differentiating C2C12 cells induces a myonuclear accretion defect in MT. It results from a
decrease of Nfatc2 mRNA expression, which is associated with a diminution of secreted IL-4 in the
culture medium and a reduction of IL-4Ra quantity for cells normally contributing to MT growth.

2. Results

2.1. Secondary Fusion Defect Occurs between 72 h and 120 h of Differentiation in Pofut]l Knockdown
C2C12 Cells

To evaluate myonuclear accretion process in C2C12 cells, nuclei number was determined during
120 h of differentiation time course in wild-type (WT) and Pofut1 knockdown (Po -) cell lines; the latter
having been created for a previous study [22]. Although no significant difference was observed in the
first 72 h of myogenic differentiation between the cell lines, Po - MT had a significant lower number of
nuclei at 120 h. They contained around four nuclei per MT, whereas WT MT contained around nine
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nuclei (p < 0.05) (Figure 1A). In the normal differentiation process of C2C12, the number of nuclei in
MT was at least multiplied by two between 72 h and 120 h (p < 0.01), whereas in Po —, no significant
difference was noticed. We already observed [22] that the knockdown of Pofutl in C2C12 cell line
induced thinner and longer MT than WT ones and a significant increase of MT population containing
fewer nuclei compared to WT.
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Figure 1. Timing of secondary fusion in C2C12 cell lines. (A) Mean number of nuclei in myotubes from
wild-type (WT) C2C12 and Pofut1 knockdown (Po -) cells during myogenic differentiation time course.
(B) Relative quantities of Myf6 expression in WT C2C12 (black) and Po - cells (grey). During myogenic
fusion, some of the differentiating myoblasts (MB(d)) will fuse together leading to the formation of
myotubes (MT), while others will generate mononucleated reserve cells (RC) that will participate in
MT growth during secondary fusion. All experiments were performed in biological triplicates. In both
cell lines, fold changes were relative to time 0 h of WT C2C12. Bar graphs and plots represented
means + SEM (Standard Error of the Mean). In (A), each mean of replicates was symbolized by a
dark dot. Statistical analyses were done using a two-tailed Student test, which compared within and
between differentiation times, and according to both cell types, MT and RC. * p < 0.05; ** p < 0.01. N.S,,
not significant.

The maturation of MT was evaluated by Myf6 gene expression measurement during the
differentiation time course of WT C2C12 and Po - (Figure 1B). During the first 48 h, expression
level of Myf6 was not significantly different in Po — compared to WT cells. At 72 h, when cell types are
distinguishable, no significant difference was observed between cell lines regardless the MT and RC
considered. At 120 h, WT MT, but not Po — MT, showed a remarkable increase of Myf6 expression,
around 4.5 times more than in the differentiating myoblasts, MB(d), at 0 h (p < 0.01). From 96 h of
differentiation, the cell fusion was periodically followed every 15 min until 120 h using a time-lapse
microscope, in both WT and Po - cell cultures (Figure 2; Supplementary Video Sla,b). Both WT and Po
— cell lines presented capacities for the primary fusion step since their respective myoblasts were able
to fuse together as shown in Figure 2a,d. However, only WT RC were observed to fuse with nascent
WT MT (Figure 2b), which is characteristic of the secondary fusion step. Moreover, the fusion of the
primary MT, observed in WT (Figure 2c), also promoted the growth of mature MT, which constitutes
properties of the secondary fusion step. In Pofut]l knockdown context, after cell alignment, only an
end to end multifusion of MB(d) was observed (Figure 2d) whereas Po — nascent MT were never
shown to fuse together. These results suggest that knockdown of Pofut1 induces secondary fusion and
maturation defects.
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A DM 110 h DM 120 h

5 100 fzm

Figure 2. Live-cell monitoring of fusion dynamics in WT C2C12 and Po — cells at 110 h and 120 h of
myogenic differentiation. The C2C12 myoblasts, in the process of differentiation, align and fuse together
to form nascent myotubes, in the primary fusion step (a). Then, some of the surrounding reserve cells
fuse with the nascent myotubes participating in their elongation, in the secondary fusion step (b).
Primary myotubes also fuse together in the secondary fusion process (c). In the case of Po — myoblasts,
they align and rapidly fuse into elongated myotubes, but only include a small number of nuclei (d).
Thus, the surrounding reserve cells will not fuse with these atypical myotubes and lengthen them.

2.2. Myonuclear Accretion Defect in Po — Cells is Independent of NOTCH Pathway Activation

As POFUT1 impacts myogenic cell commitment through NOTCH signaling [22], alteration of this
pathway could also be responsible of the secondary fusion defect observed in Po —cells. To challenge this
hypothesis, the y-secretase inhibitor DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-(S)-phenylglycine
t-butyl ester), which prevents proteolytic cleavage of NICD, was used at 10 uM during the first 120 h
of WT C2C12 and Po - cell differentiation. This concentration was previously demonstrated to inhibit
NOTCH signaling in WT C2C12 cells [22]. Phenotypic analyses (Figure 3A) revealed that at 120 h, WT
C2C12 treated with DAPT present significantly more MT per field (64.0 + 3.79) compared to C2C12 cells
treated with an equivalent volume of DMSO (dimethyl sulfoxide), 29.7 + 3.93 (Ctrl DMSO, Figure 3C).
This increased number of MT in WT C2C12 following DAPT exposure is comparable to the number
of Po — MT, which is unchanged by the treatment (Po -/DAPT: 72.0 + 4.04; Po -/DMSO: 71.3 + 6.12).
However, neither the diameter (WT C2C12/DMSO: 19.78 + 1.98 and WT C2C12/DAPT: 20.74 + 3.32;
Po —/DMSO: 6.50 + 0.41 and Po -/DAPT: 7.72 + 1.39, Figure 3B) nor the number of nuclei per MT (WT
C2C12/DMSO: 6.6 + 0.62 and WT C2C12/DAPT: 7.5 + 0.95; Po -/DMSO: 3.5 + 0.43 and Po -/DAPT:
3.6 = 0.55, Figure 3D) were impacted following DAPT treatment on both C2C12 cell lines. Taken
together, these results demonstrate that NOTCH is crucial for cell fate decision and determination of
myoblasts primed for fusion, but not responsible for myonuclear accretion.
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Figure 3. Secondary fusion does not rely on the NOTCH signaling pathway. Photographs show
WT C2C12 and Po — cells at 120 h of differentiation treated with DMSO (the control — Ctrl) or DAPT
at 10 uM (A). Although the inhibition of NOTCH signaling did not impact the diameter of the MT
in any conditions (B) the number of MT per field increased in treated WT C2C12 cells and became
similar to Po — ones (C). The number of nuclei per MT, reflecting the myonuclear accretion, was not
modulated following the blockade of NOTCH intracellular domain (NICD) cleavage in both cell lines
(D). Experiments were conducted in biological triplicates. Bar graphs represented means + SEM. In B,
C and D, each mean of replicates was symbolized by a dark dot. Statistical analyses were performed
using a two-tailed Student test, which compared cell lines treated or not with DAPT. **, p <0.01. N S.,
not significant.

2.3. NFATc2/IL-4 Pathway Is Deregulated in Po—Cells

Numerous signaling molecules and pathways are involved in myogenic fusion processes, especially
for the primary step [33]. However, those specifically involved in the secondary step of the fusion
are not so abundant, with the exception of the NFATc2/IL-4 pathway. NFATc2 translocation into the
nucleus directly controls IL-4 production. The presence of IL-4 in the myotubes’ secretome ensures the
recruitment of RC during the secondary fusion process [10,12]. Lack of IL-4 or the IL-4R induces a
peculiar MT phenotype close to the Po — one, with a reduced size and a lowest myonuclear number
compared to WT [12]. We first determined the relative quantity of Nfatc2 mRNA in WT C2C12 and Po -
cells during the myoblast differentiation process. From 96 h, i.e., at the time of which the secondary
fusion takes place, a decrease of Nfatc2 mRNA quantity was observed in Po — compared to WT C2C12,
especially in MT at 96 h (by 45%) and at 120 h (by 65%) (p < 0.001) (Figure 4A). Interestingly, at 120 h,
a significant difference (p < 0.001) in Nfatc2 expression is detected between MT and RC in WT C2C12,
unlike Po —.
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Figure 4. Nfatc2 mRNA and IL4 quantities are downregulated in Po — cells during secondary fusion
process. qPCR analysis (A) indicates that Nfatc2 was significantly decreased at 96 h and 120 h in
Po — compared to WT C2C12 cells. Mouse IL-4 ELISA (B) performed on WT C2C12 and Po - cells
during differentiation process shows that its presence in the culture medium was impaired in Po —
cells. All experiments were carried out at least in biological triplicates and each mean of replicates
was symbolized by a dark dot. Bar graphs represented means + SEM. For both cell lines, fold changes
were relative to time 0 h of WT C2C12. Statistical analyses were performed using a two-way ANOVA
with p-value calculated by Sidak’s post-test (A) and a two-tailed Student test (B), which compared
within differentiation times and according to both cell types, MT and RC. * p < 0.05; ** p < 0.001. NS,
not significant.

We also quantified the presence of IL-4 in the culture medium of WT C2C12 and Po - cells.
A significant decrease (p < 0.05) in Po — compared to WT C2C12 was detected, especially from 72 h
(around 30%) (Figure 4B), that corresponds to the notable apparition of MT in WT C2C12, up to 120 h,
where the secondary fusion is still in progress (Figure 2b,c). In parallel to the altered Nfatc2 profile of
expression, Po - cells present an impaired IL-4 profile of expression, which could modify the expression
of the IL-4 receptor.

Thus, we followed the [I-4ra expression in WT C2C12 and Po - cells by gPCR during differentiation.
We showed significant decreases by 42.4% at 96 h (p < 0.05) and 58.3% at 120 h (p < 0.01) in Po —=RC
compared to WT ones, while no significant difference was observed in MT (Figure 5A). For both cell
lines, [I-4ra expression was higher in RC relative to MT, especially at 96 h where significant differences
were observed (p < 0.01).
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Figure 5. IL-4R«x expression for reserve cells decreases in Po — cells during differentiation time course
compared to WT C2C12. qPCR analysis (A) performed on both cell lines highlighted that II-4ra mRNA
quantity is significantly decreased in Po — RC at 120 h, which is confirmed in terms of proteins by
Western blot (WB) (B), immunofluorescence labelling (C) and its quantification (D). qPCR, WB and
immunofluorescence experiments were done in biological triplicates and fold changes calculated relative
to WT C2C12 cells, MB for qPCR and WB, and MT at 120 h for immunofluorescence quantification.
Bar graphs represented means + SEM. In (A), each mean of replicates was symbolized by a dark dot.
Statistical analyses were performed using a two-way ANOVA with p-value calculated by Sidak’s post-,
which compared within differentiation times and according to both cell types, MT and RC. * p < 0.05;
**p <0.01; ** p < 0.001. N.S., not significant.

Western blot analysis performed on MB at 0 h, MT and RC at 120 h of differentiation only showed
a significant drastic decrease (by 66.5%) of IL-4Ra in Po — RC compared to WT ones (Figure 5B).
Furthermore, IL-4Rx immunofluorescence labeling confirmed its downexpression in Po - RC and a
similar expression level in MT between WT C2C12 and Po — (Figure 5C,D). Taken together, these results
establish that Pofutl knockdown cells present an impaired profile of Nfatc2 expression profile and
secrete a lesser amount of IL-4 than WT C2C12 during differentiation. It is correlated with a decrease
of IL-4Rx expression in Po — RC, which would be unable to perform a correct secondary fusion with
nascent myotubes.
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2.4. Presence of IL-4 Receptor a at the Cell Membrane Is Necessary for the Recruitment and Fusion of Reserve
Cells with Nascent Myotubes

To determine if the defect of NFATc2/IL-4 pathway could be responsible of the Po — cell phenotype,

neutralizing experiments were performed using anti-IL-4R« antibodies or a rabbit IgG isotype control
on WT C2C12 cells to block the recruitment of RC. Morphometric analysis and MT counting per
field showed that at 120 h, WT C2C12 MT treated with anti-IL-4Ro antibody displayed a slender and
elongated phenotype, closely resembling that of Pofut1 knockdown MT (Figure 6A). Their diameter
significantly decreased from 23.5 to 8.8 um (Figure 6B). Conversely, the anti-IL-4R« treatment of Po
— cells did not affect the already elongated and slender phenotype of Po — MT nor their diameter
(Figure 6A,B). The anti-IL-4R« treatment did not impact the total number of MT counted per field in WT
C2C12 (around 40) and Po - cells (around 80) (Figure 6C), but the number of nuclei per myotube was
significantly lowered in treated WT C2C12, being comparable to the Po — one (around four, Figure 6D).
It indicates that after the primary fusion process, the recruitment of RC involved at least the IL-4
secretion and its interaction with IL-4R« to allow the growth of MT in WT C2C12.
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Figure 6. IL-4R« is involved in the MT growth. Neutralizing assay with anti-IL-4Re antibody on WT
C2C12 cells generated thin and elongated MT like in Po —, observable at 120 h (A). WT C2C12 MT
incubated with anti-IL-4R« antibody during differentiation time course presented a lesser diameter
than C2C12 untreated cells, similar to the diameter of Po - MT (B). Anti-IL-4Rx antibody treatment
did not impact the number of MT per field in any cases (C) but in C2C12 treated cells, the number
of nuclei per MT decreased and became similar to Po — one (D). Experiments were conducted in
biological triplicates. Bar graphs represented means + SEM. In B, C and D, each mean of replicates
was symbolized by a dark dot. Statistical analyses were performed using a two-tailed Student test,
which compared cell lines treated or not with anti-IL-4R« antibody. * p < 0.05. N.S., not significant.

3. Discussion

In this study, we revealed that the impaired expression of Pofut1 gene encoding enzyme responsible
for O-fucosylation of proteins, leads to defects of the secondary fusion process during myogenesis,
in particular through NFATc2/IL-4 signaling pathway. Myogenic differentiation process is under
the complex dependence of the transcriptional factors, MRFs (Myf5, MyoD, Myogenin and Myf6),
whose expression is coordinated and highly specific for the skeletal muscle lineage. Myf6 is the
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later expressed MRFs, which makes it essential for organizing and maintaining myotubes triggering
the expression of myotube-specific genes [34] and fundamental for the final phase of myogenic
differentiation in postnatal myogenesis [1,35]. The significant difference in Myf6 expression observed
between WT C2C12 and the Pofut]l knockdown cell line (Po -) at 120 h of the differentiation time
course attests to a disturbed myotube maturation characteristic of an impaired secondary fusion in
Po —. This result is confirmed by a reduced number of nuclei per myotube. Both WT C2C12 and Po
— myoblasts are able to fuse together whereas peculiar nascent Po — MT were not able to fuse with
surrounding Po — RC to form mature MT. So, POFUT]1 is essential to the correct myoblast-myotube
and myotube-myotube fusions. Myonuclear accretion is normally facilitated in the secondary fusion
process by the recruitment of neighboring myoblasts, which express IL-4Re at their cell surface.
This recruitment is induced by nascent MT secreting interleukin 4 (IL-4) under the control of NFATc2
pathway [12]. Pofutl knockdown in C2C12 prevents the normal Nfatc2 expression in MT and RC at the
myogenic fusion time. Italso impairs Nfatc2 differential expression between the two cell types, necessary
to the recruitment of RC by nascent MT. The secreted IL-4 is also decreased, which would notably
affect the myonuclear accretion by Po — nascent MT. Conservation of an optimum IL-4 centripetal
concentration gradient produced by nascent MT could be a key part to attract the surrounding RC.
Moreover, IL-4 itself was involved in the expression of IL-4Ra receptor [14]. Its increased presence at
the cell surface of WT RC could possibly involve STAT6, which can bind on the Il-4ra gene promoter
and induce its expression [36]. IL-4 diminution in Po — would then explain the reduction of IL-4Rx
for Po — RC. An interconnection was reported between NOTCHI activation and calcineurin-NFAT
pathways in keratinocyte differentiation control [32] and in T-cell acute leukemia malignancy and
recidivism [37]. Furthermore, an exposure of osteoblasts to the NOTCH ligand DLL1 induces Nfatc2
expression and this effect could be due to a post-transcriptional mechanism where NICD stabilized
Nfatc2 mRNA [31]. Although the secondary myogenic fusion is independent of NOTCH pathway
activation, a link between Nfatc2 expression and NOTCH signaling exist during proliferation (data
not shown). Possibly, as in the osteoblasts, NICD, through the regulation of some miRNA expression,
could contribute to stabilization of the Nfatc2 mRNA, improving its half-life time [31]. The miRNA
expression profile of mouse satellite cells was recently unraveled and highlighted several miRNA
clusters, whose modulation of expression depends on lineage progression from quiescent to activated
and differentiated satellite cells [38]. Among them, mmu-miR-329-3p and mmu-miR-190a-3p are highly
expressed in quiescent satellite cells, presenting similarity with RC, but drastically downregulated
in differentiated cells, such as MT. These miRN As present strong evidence to target Nfatc2 in 3'UTR
region of murine embryonic stem cells [39] and hepatocytes [40], using a high-throughput sequencing
of RNAs, isolated by cross-linking immunoprecipitation approach. To date, most studies have shown
that miRN As bind to a specific sequence at the 3’ UTR of their target mRNAs to induce translational
repression and mRNA deadenylation and decapping. Indeed, the decrease of mmu-miR-329-3p
and mmu-miR-190a-3p expression in differentiated muscle cells could explain the increase of Nfatc2
expression in MT of WT C2C12 model. The protein O-fucosyltransferase 1, POFUT1, a soluble
protein located in ER lumen [24,41], is responsible of O-fucose addition on S or T residue within the
consensus sequence C2X4(§[£ ) C3 of EGF-like domain [25] of cell surface and secreted proteins [42].
A correct O-fucosylation of NOTCH receptors, which can include 17 O-linked fucoses on the 36
EGF-like of mouse NOTCHI [43], is essential to their cleavage, i.e., NICD production. Otherwise,
it is known that elevation in the intracellular calcium activates the phosphatase calcineurin, which in
turn dephosphorylates NFATc2, allowing its nuclear translocation [44]. The intracytoplasmic calcium
homeostasis is possibly impacted in Po — cell line because the POFUT1 overexpression was shown
to disrupt the ER structure [22] and could result in modifying the intracellular calcium regulation.
Moreover, many of the NOTCH EGF-like repeats bind calcium that imparts rigidity necessary to ligand
interaction and successful receptor cleavage [45].

Among all proteins linked to myogenesis [46], several are implicated in myoblast polarization,
like cadherins [47]. Among the few eighties POFUT1 predicted target proteins, CELSR1 to three
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(Cadherin EGF LAG seven pass G type receptors) proteins present up to eight EGF-like domains and
two O-fucosylation potential sites per isoform, in human and mouse [48]. They belong to an atypical
cadherin subfamily and play critical roles in neuronal cell differentiation, axon guidance, neuronal
migration and cilium polarity [49]. Although CELSR are expressed in human skeletal muscle, they were
poorly studied in the myogenesis context [50]. STAB2, another putative POFUT1 target containing in
mouse 17 EGF-like domains with six potentially O-fucosylation sites, which contributes to cell-cell
interactions [51,52], is implicated in myogenic fusion process. During myogenic differentiation, Stab27~
mouse myoblasts produce small and thin MT with a reduced number of nuclei per MT, highlighting
the participation of STAB2 in myonuclear accretion [53]. This phenotype similar to that of Po - MT
suggests that Pofut1 knockdown could also impair STAB2 function in myogenic fusion. Thus, POFUT1
expression and O-fucosylation of its targets might be new controllers of the myogenic fusion process
and should, as such, deserve more attention in research on skeletal muscular diseases.

Finally, the results exposed in this work were obtained from an in vitro model, the mouse myoblast
C2C12 cell line. The next step would be to test if the NFATc2/Il-4 pathway is also affected in in vivo
models. The knockout of Pofut] in mouse is lethal at midgestation with severe defects similar to those
of mice in which canonical NOTCH signaling pathway is inactivated [26]. In 2009, a spontaneous
mutation in Pofut1 gene called Pofut1** was described in a mouse strain [54]. It corresponds to insertion
of an intracisternal A particle (IAP) in the fourth intron of the Pofut] gene, leading to a hypomorphic
allele and a decrease in gene expression without affecting protein structure and activity. Homozygous
Pofut1°/® mice are viable and display compact axial skeleton [54] consistent with a defect in Notch
patterning during somitogenesis. Analysis performed on a culture of Pofut1* ¥ myoblasts derived
from satellite cells revealed a decrease in Pax7 expression, a depletion of PAX7*/MYOD™ cells and a
disruption of the myogenic process, leading to an earlier differentiation [23]. These observations were
clearly similar to those of Po — cell line. However, a moderate hypertrophy was observed for skeletal
muscles in Pofut1 /X mice [23]. The fate of satellite cells was not analyzed following regeneration time
course to evaluate the capacity of the oncoming migrating progenitors to fuse together or with nascent
myotubes. As pre- and post- natal myogenesis involved distinct mechanisms, the Pofutlca"/ ‘X muscle
hypertrophy could reveal the involvement of IGF/Akt/mTOR pathway [55] rather than NFATc2/IL-4
one. Thus, secondary fusion in myogenesis would be as the primary fusion a complex physiological
process involving several key proteins as POFUT1 and dependent of various signaling pathways.

4. Materials and Methods

4.1. C2C12 Cell Lines and Culture

The murine myoblast C2C12 cell line was purchased from ATCC® (American Type Culture
Collection). Pofutl knockdown C2C12 cell line (Po —) was obtained as previously described [22].
Cells were cultured in a growth medium (GM) with Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Gibco®Life Technologies™, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal calf serum (Eurobio,
Courtaboeuf, France), 50 units/mL penicillin, and 50 ug/mL streptomycin at 37 °C in 5% CO,. To induce
differentiation of confluent cells, GM was removed and replaced by a differentiation medium (DM),
which comprises DMEM supplemented with 2% horse serum, 50 units/mL penicillin, and 50 ug/mL
streptomycin (Gibco®Life Technologies™). Samples named myoblasts (MB) correspond to cells at time
0h, defined by replacement of GM with DM. Two cell types were collected from 72 h after DM addition.
Indeed, a short trypsinization of 30 s in 0.1% trypsin, 0.1 mM EDTA allowed to remove myotubes (MT),
the reserve cells (RC) being adherent to the flask. Then, a second trypsinization (0.1% trypsin, 0.1 mM
EDTA; 2 min) allowed collecting them in turn, as previously reported [22].

4.2. Semi-Quantitative Real-Time Reverse Transcription-PCR

Total RNA was isolated using RNeasy mini Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany) and the reverse
transcription was performed using high capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem™,
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Gene expression was determined by semi-quantitative
real-time RT-PCR on QuantStudio 3 real-time PCR system (Applied Biosystem™) with Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystem™) using the following TagMan™ probes: Gapdh Mm99999915_g1,
II-4ra MmO01275139_m1, Myf6 Mm00435126_m1, Nfatc2 Mm00477776_m1. The comparative threshold
cycle (Ct) method (AACt) was used to quantify mRNA [56] and the relative quantity was normalized
with Gapdh reference gene. Statistical analyses were performed by comparison of each differentiation
time relative to 0 h of WT C2C12 cells, which was set as 1.

4.3. Phenotypic Studies

Cells were fixed in Phosphate Buffer Saline (PBS) containing paraformaldehyde 4% (PFA) for 20 min and
dried overnight in 70% ethanol. The number of MT, their diameter and the number of nuclei per MT were
counted after hematoxylin/eosin staining in three independent experiments during a 120 h differentiation
time course. For each morphometric study, six randomized visual fields at 100 X magnification were studied
using Image]J 1.45s software (Wayne Rasband, NIH, Bethesda, MD, USA) [57].

4.4. IL-4 Medium Concentration Measured by ELISA Test

Cells were seeded at 5000 cells/cm? in six well plates in GM. After two days of proliferation,
they were induced in differentiation with the DM. Then, the culture medium was collected and
replaced every 24 h. After 120 h, IL-4 concentration in each collected medium was measured using the
Murine IL-4 Mini ABTS ELISA Development Kit (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) and following the
manufacturer’s recommendations. Optical density measurement at 405 nm, corrected by a measure
at 650 nm, that is directly related to the amount of [L-4 present in the sample was quantified via the
FLUOstar Omega plate reader (BMG Labtech, Champigny sur Marne, France).

4.5. Neutralizing Antibody Assay

C2C12 cells were treated with 10 ug/mL of isotype control antibody (rabbit IgG, sc-2027, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA) or rabbit anti-IL-4R« antibody (S-20, sc-686, Santa Cruz Biotechnology)
from 72 h to 120 h of myogenic differentiation. Then, the number of MT, their diameter and the number
of nuclei per MT were determined at 120 h.

4.6. Western Blot

Proteins were extracted from MB at 0h, MT and RC populationsat120h, of myogenic differentiation,
in WT C2C12 and Po - cell lines using RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Triton
X-100 (v/v), 0.5% sodium deoxycholate (w/v), 0.1% sodium dodecylsulfate (z/v), pH 8) and a cocktail of
protease and phosphatase inhibitors (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Protein lysates
were centrifuged at 12,000x g for 20 minutes at 4 °C and protein supernatant concentrations were
determined using Pierce™ BCA protein assay kit (Thermo Scientific™, Rockford, IL, USA) with bovine
serum albumin (BSA) as a standard. Equal amounts of proteins were resolved by SDS-PAGE and
transferred onto a nitrocellulose membrane (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Membranes were
blocked with TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.6) supplemented with 0.1% Tween-20 (v/v) (TBST)
and 5% (w/v) non-fat dry milk for 1 h at room temperature. They were probed with rabbit anti-IL-4Rx
antibody (S-20) or with goat anti-GAPDH antibody (AF5718, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
diluted at 1:500 in TBST, 2.5% (w/v) non-fat dry milk overnight at 4 °C. After three washes with
TBST, membranes were incubated with secondary antibodies (anti-rabbit or anti-goat HRP-conjugated
IgG, Dako, Glostrup, Denmark) diluted at 1: 1000 in TBST, 2.5% (w/v) non-fat dry milk, for 1 h
at room temperature. After three washes in TBST, reactive proteins were revealed by enhanced
chemiluminescence using BM Chemiluminescence Western blotting substrate (peroxidase [POD])
(Roche Applied Science) and exposed to a film (Hyperfilm ECL, GE Healthcare).
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4.7. Immunofluorescence Studies

At 120 h of differentiation, WT C2C12 and Po - cells were fixed with 4% PFA-PBS for 20 min
and permeabilized with 0.1% Triton X-100-PBS for 30 min at 4 °C. To minimize nonspecific reactions,
cells were saturated for 1 h at room temperature using PBS with 20% goat serum and washed three
times with PBS. Immunolabeling was performed with the rabbit anti-IL-4Ra (S-20) or isotype (sc-2027)
antibodies. Cells were rinsed and incubated 1 h at room temperature with Alexa Fluor®594 conjugate
polyclonal goat anti-rabbit IgG (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) before mounting on slides.
Photographs were taken using an epifluorescence microscope (Leica DMI4000B MM AF Imaging
System) powered by MetaMorph (Universal Imaging Corp., Downingtown, PA, USA). The mean
intensity of IL-4R« staining for MT and RC were quantified using Image] [57].

4.8. Live Cell Imaging

Living cells were followed from 96 h to 120 h of myogenic differentiation by microscopy (Leica
DMI4000B) powered by MetaMorph (Universal Imaging Corp.). WT C2C12 or Po — cells were
photographed every 15 min by the Leica microscope using bright field mode to build the time-lapse.

4.9. Statistical Analysis

All the experiments were performed at least three times and the results were reported as the
means + standard error of the means (SEMs). Statistical comparisons were performed using two-tailed
t tests or ANOVAs two-way with Sidak’s post-test (Figures 4A and 5) implemented in GraphPad Prism
7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A p value of 0.05 or less was statistically significant.

4.10. DAPT Cell Treatment

Wild-type C2C12 and Po - cells were induced to differentiate for 120 h in DM in the presence of
dimethyl sulfoxide (DMSO) or 10 uM N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-(S)-phenylglycine t-butyl
ester (DAPT) (Calbiochem, San Diego, CA, USA). Afterwards, phenotypic studies were performed as
previously explained in Section 4.3.

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/20/18/
4396/s1.
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Le processus de différenciation myogénique est controlé¢ par différentes voies de
signalisations dont la voie WNT/B-caténine. En effet, dés le stade embryonnaire, cette dernicre
est indispensable a la formation du dermomyotome et du myotome (Ikeya et Takada, 1998 ;
Linker et al., 2003 ; Schmidt et al., 2004 ; Hutcheson et al., 2009). Les ligands WNT sont
capables d’induire 1’expression des facteurs régulateurs myogéniques Myf5 et MyoD. Ceux-ci
sont indispensables au bon déroulement du processus myogénique (Miinsterberg et al., 1995 ;
Maroto et al., 1997 ; Borello et al., 2006 ; Brunelli et al., 2007), et régulent la détermination
ainsi que la différenciation terminale des cellules musculaires (Cossu et Borello, 1999). Une
régulation fine de la voie de signalisation WNT/B-caténine est donc nécessaire au
développement musculaire correct. Différents facteurs sont connus comme étant des inhibiteurs
de cette voie. Parmi eux, mon laboratoire d’accueil s’intéresse a la protéine WIF1 (Wnt
inhibitory factor 1), car celle-ci est notamment décrite comme étant une protéine cible de
POFUTTI possédant deux sites potentiels de O-fucosylation. WIF1 comprend deux domaines
distincts capables d’interagir avec les protéines WNT et ainsi inhiber la signalisation WNT
(Malinauskas, 2008 ; Kerekes et al., 2015). Les protéines sFRPs, autres inhibiteurs de la voie
WNT, peuvent en se fixant sur les protéines WNT ou en rentrant en compétition avec le
récepteur Frizzled inactiver la cascade de signalisation (Bafico et al., 1999). Elles ont été
démontrées comme impliquées dans le processus myogénique (Descamps et al., 2008).
L’incubation des cellules myoblastiques avec les protéines sFRP1 et 2 altérent ce dernier en
provoquant une diminution de la différenciation myoblastique associée a une baisse de
I’expression des MRFs tardifs MyoG et Myf6. Compte tenu du fait que la protéine WIF1 pourrait
utiliser un mécanisme similaire a celui des sFRPs pour inhiber la voie WNT, nous avons voulu
déterminer si le traitement des cellules myoblastiques murines C2C12 avec du WIF1 exogéne
perturbait également le processus myogénique. Pour ce faire, la protéine recombinante WIF1

murine a €té produite au laboratoire par I’intermédiaire de cellules CHO et les cellules C2C12,
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incubées avec une quantité de 5 ug/mL de WIF1. Cette concentration est identique a celle
retenue par Descamps et collaborateurs (2008), lors de leur étude des sFRPs, comme montrant
le plus d’impact sur le processus myogénique. Nous avons pu observer des 48 h d’incubation
avec la protéine WIF1, une augmentation de la prolifération des cellules C2C12. Le processus
myogénique est également altéré. En effet, nous observons des défauts de la fusion
myoblastique se caractérisant par la formation de myotubes plus petits, accompagnée d’une
baisse du nombre de noyaux présents au sein des myotubes. Paralléelement a cela, nous avons
détecté une augmentation de I’expression du facteur myogénique précoce Myf5 et une
diminution de I’expression du facteur myogénique tardif MyoG concordant avec le phénotype

des cellules C2C12 traitées avec de la protéine WIF1 recombinante.

L’ensemble de ces résultats mettent en avant I’implication de la protéine WIF1 au cours
du processus myogénique. En effet, la mise en contact de cette derniere avec les cellules
myoblastiques C2C12 favorise leur maintien dans un état prolifératif au détriment du processus
de différenciation aboutissant a des défauts de formation des myotubes multinucléés. De plus,
la comparaison de nos résultats avec ceux obtenus par Descamps et collaborateurs (2008),
suggerent que les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu selon les inhibiteurs de la

signalisation WNT, WIF1 et sFRPs, different.
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ABSTRACT

The Wnt inhibitory factor 1 (WIF1) is an antagonist of the Wnt signaling pathway, which is
involved in myoblast proliferation and differentiation. Such as sFRP (secreted Frizzled-related
protein), WIF1 prevents Wnt proteins from binding to their specific receptors, resulting in
inactivation of both canonical and non-canonical Wnt pathways. In this study, recombinant
secreted WIF1 was purified from stable CHO cells and used to investigate its roles in proliferation
and myogenic differentiation of murine myoblast C2C12 cell line. We demonstrated that
exogenous treatment with recombinant WIF1 led to increased C2C12 cell proliferation. In
addition, the phenotypic analysis of WIF1-treated cells revealed impairment of myoblast
differentiation, as shown by reduced fusion index and myotube size. After categorization of
multinucleate cell populations, we showed that exogenous WIF1 treatment resulted in myotubes
with 1 to 3 nuclei in higher amount than myotubes with 6 nuclei, in agreement with an altered cell
fusion. These results were further associated with impaired expression of myogenic regulatory
factors (MRF). To conclude, we demonstrated for the first time an involvement of WIF1 in both

proliferation and differentiation of myogenic cell lines.

Keywords: C2C12; differentiation; proliferation; WIF1; WNT
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INTRODUCTION

Whnt signaling pathway is important for stem cell renewal, cell proliferation and cell differentiation
during embryogenesis and adult tissue homeostasis (1,2). Wnt/B-catenin canonical pathway is induced
by Wnt proteins binding to their co-receptors Frizzled and LRP5/6, leading to the recruitment of
cytoplasmic proteins such as disheveled and the axin-GSK3 (Glycogen synthase kinase) complex. In
this protein complex, GSK3 kinase becomes unable to phosphorylate the cytoplasmic B—catenin, which
is no longer polyubiquitinated and degraded by the proteasome. Increased levels of f—catenin result in
its translocation to the nucleus and its interaction with LEF/TCF transcription factors, thus leading to
modulate expression of Wnt target genes (3). However, in the absence of Wnt proteins binding to
Frizzled/LRP5/6 co-receptors, the cytosolic B—catenin is constitutively degraded by proteasome after a
kinase-dependent phosphorylation. Interestingly, a non-canonical Wnt signaling pathway requiring
Frizzled receptor and other co-receptors like Knypek can occur independently of B—catenin (4).

Among protein inhibitors regulating Wnt signaling, a first class is composed of four members of
the Dickkopf family (DKK1-4) which can specifically inhibit Wnt/B-catenin canonical pathway by
interaction with LRP5/6. A second class is composed of Cerberus, sFRPs (secreted Frizzled-related
proteins) and WIF1 (Wnt inhibitory factor 1), which are able to act on both canonical and non-canonical
Wnt pathways by preventing Wnt proteins from binding to their receptors (5). These different Wnt
protein inhibitors modulate the Wnt signaling pathway in many developmental and physiological
processes. Consequently, their dysregulation can lead to developmental defects or diseases such as
cancers (6-8).

Whnt signaling is involved in myogenesis: it activates myogenesis in newly formed somites and
expression of early myogenic regulating factors (MRFs), namely Myf5 and MyoD (9). Wnt proteins play
also an important role during muscle growth and in muscle regeneration (10), where canonical Wnt
signaling promotes muscle satellite-cell proliferation and differentiation (11,12). In myogenic C2C12
cells, known to express different Wnt proteins (4, Sb, 9a, 10b and 11) (13), Wnt/B-catenin canonical
signaling induced a switch from cell proliferation to myoblast differentiation through involvement of
various Wnt ligands (14). Moreover, the amplification of Wnt/B-catenin canonical signaling leads to an
increase in myogenic differentiation of C2C12 cells, either by overexpression of R-spondins (15) or
following GSK-3f inhibition (16). These different studies clearly show the importance of Wnt signaling
in the myogenic process, which is regulated by some of the 19 Wnt proteins known in mammals (17,18)
and by two types of protein inhibitors affecting canonical and / or non-canonical Wnt pathways.

Among the inhibitors that directly interact with Wnt proteins, only members of sSFRPs family have
been shown to be implicated in the myogenic process. Indeed, Sfrp 1 or 2 exogenous addition to C2C12
cells or satellite cells cultures prevented myoblasts from entering the terminal differentiation but did not

affect cell cycle (19). This differentiation delay was attributed to a decrease in the expression of late
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MRFs MyoG and Myf6 (also known as Mrf4). To date, no data are available concerning WIF1 roles in
the myogenic process.

WIF1 has been first identified in the human retina and conserved orthologues were found in
different species (20). WIF1 is a secreted glycoprotein, known to interact with different Wnt proteins
(3a, 4, 5a, 7a,9a and 11) (21), able to inhibit both canonical and non-canonical Wnt signaling pathways
(5). Mature WIF1 is mainly composed of an N-terminal B-sandwich WIF domain (WD)(22) and five
EGF-like domains (ELD). Even though WD was mainly incriminated in Wnt proteins binding (23),
ELDs were shown to strengthen WIF1/Wnt interaction (24). Moreover, ELDs were also shown to be
involved in the interaction with heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) through electrostatic interaction.
Consequently, WIF1 is able to sequestrate Wnt proteins close to surface membrane and control the Wnt

proteins morphogenic gradient (24).

To better understand WIF1 roles in myogenic process, exogenous treatments of murine myoblast
C2C12 cell line were performed in this study with recombinant mouse WIF1 during cell differentiation,
as well as proliferation. Contrary to previous results using sSFRPs (19), we showed for the first time that
addition of exogenous WIF1 did not only result in a differentiation retardation of C2C12 cell line but
also induced an increase in their proliferation. This differentiation alteration consisted in a decrease of
myotube number and myotube size, as well as a switch in amount of the different multinucleated cell
populations. We finally determined the effects of WIF1 exogenous addition on MRFs expression in
C2C12 cell lines. WIF1 treatment on C2C12 cells during proliferation stage induced an increase of Myf5

expression and a lesser amount of MyoG, which supported myotubes formation delay.

RESULTS

WIF1 treatment increased myoblasts proliferation. To determine the effect of WIF1 treatment on
myoblasts proliferation, recombinant WIF1 protein was first produced in stably transfected Flp-In™
CHO cells and purified from cell culture supernatants. Exogenous treatment of C2C12 cells was then
performed with 5ug/mL of recombinant WIF1, as it was previously done with recombinant sFRPs
(19).Following incubation, myoblasts proliferation was determined by formazan method using Cell
Counting Kit-8 (CCK-8) at four times (0, 24, 48 and 72 hours). A significant increase (p<0.01) of C2C12
proliferation was observed at 48 and 72 hours of proliferation after WIF1 treatment compared to

untreated C2C12 cells (Fig.1).
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Figure 1. WIF1 treatment induced a proliferation increase of C2C12 cells. Proliferation assay was
performed for 72 hours on C2C12 cells, treated or not with Spug/mL of WIF1. Optical density was measured
at 450 nm each 24 hours. Plots represented mean of optical density + SEM. Statistical significance was
assessed using a two-tailed Student test; n.s, non-significant; ** p<0.01

WIF1 treatment impaired myoblasts differentiation process. Exogenous treatment was performed
with Sug/mL of recombinant WIF1 at the beginning of C2C12 differentiation and renewed every two
days. The effect of WIF1 treatment on C2C12 differentiation was analyzed using cell
immunofluorescence staining (Fig.2A-2F) 7 days after onset of differentiation, when fusion index of
C2C12 cells was often considered as maximal. An impairment of myotubes formation was observed in
WIF1-treated C2C12 cells compared to C2C12 control cells (Fig.2). This observation was supported by
a significant decrease of fusion index (p<0.01; Fig.3A) associated with a significant decrease of arca
(»<0.01; Fig.3B), perimeter (p<0.05; Fig.3C) and diameter (p<0.01; Fig.3D) of myotubes. Despite
myotube size decrease, WIF1 treatment did not significantly alter the nuclei number per myotube.
However, a downward trend was observed in WIF1-treated differentiated cells (Fig.3E). To further
investigate the effects of WIF1 treatment on myotube phenotype, nuclei number per multinucleated cells
was counted to categorize myotube populations in three groups, namely myotubes with 1-3, 4-6 and
higher than 6 nuclei. Exogenous treatment of C2C12 with recombinant WIF1 during myogenic
differentiation led to an increased number of myotubes comprising 1-3 nuclei (p<0.05; Fig.3F)
associated with a lower percentage of myotubes with more than 6 nuclei (p<0.05; Fig.3F). Interestingly,

the myotube population with 4-6 nuclei was unchanged.
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| C2C12 | C2€12 +5 pg/mL WIF1

Figure 2. WIF1 treatment impaired C2C12 cell differentiation. Immunofluorescence labeling with anti-myosin
(green) and DAPI (blue), performed on untreated cells (A, C, E) or treated with Spg/mL of WIF1 (B, D, F),
highlighted an alteration in myogenic process after 7 days of treatment.
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Figure 3. WIF1 treatment impaired myogenic differentiation and altered myotube phenotype.
After C2C12 cells treatment with Sug/mL of recombinant WIF1 for 7 days, myotubes and nuclei were
immunolabelled to analyze impact of WIF1 on C2C12 myogenic differentiation. Fusion index (A) was
calculated by dividing nuclei number in myotubes by total nuclei number. Myotube size was
determined by measuring area (B), perimeter (C) and diameter (D) using Imagel software 10.2v.
Number of nuclei per myotubes (E) was counted in different fields. Myotubes were categorized into
three groups according to the nuclei number per myotube (F) (1- 3, 4- 6 and >6 nuclei). Bar graphs
represented mean of values £ SEM. Statistical significance was assessed using a two-tailed Student
test; n.s not significance; * p<0.05; ** p<0.01.
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WIF1 treatment affected Myf5 and MyoG expressions. Since proliferation and myogenic
differentiation of C2C12 cells were altered by exogenous addition of Sug/mL recombinant WIF1, we
chose to measure the expression of early (Myf5, MyoD) and late (MyoG and Myf6) myogenic regulatory
factors (MRFs) in C2C12 cells. This was done 48 hours after WIF1 treatment in proliferation condition
before onset of myogenic differentiation, similarly to previous study using sFRP (19). A significant
increase of Myf5 expression (p<0.01; Fig.4A) was detected after WIF1 treatment, whereas the
expression of the other early MRF, MyoD, did not significantly vary despite an upward trend (Fig.4B).
Concerning late MRFs, the exogenous treatment with recombinant WIF1 led to a significant decrease

of MyoG expression (p<0.05; Fig.3C), while Myf6 expression was not affected.
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Figure 4. WIF1 treatment affected expression of myogenic regulatory factors in C2C12 cell line. After
incubation of proliferating C2C12 cells treated or not with Sug/mL of WIF1 during 48 hours, Myf5 (A),
MyoD (B), MyoG (C) and Myf6 (D) expressions were quantified by qPCR using GAPDH as intern
reference. For each MRF gene, relative quantity (RQ) fold changes were determined in WIF 1-treated cells
compared to untreated ones. Bar graphs represented mean of RQ = SEM. Statistical significance was
assessed using a two-tailed Student test; n.s not significance; * p<0.05; ** p<0.01.
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Discussion

Whnt signaling pathway is essential for myogenesis, muscle growth and regeneration (10). The
C2C12 cells used in this study and derived from murine skeletal muscle cells, in which Wnt signaling
pathways occur (13), represent a relevant model to study muscle differentiation and also regeneration.
Therefore, C2C12 cells are useful to investigate the role of Wnt inhibitors such as sFRP (19) and WIF1
in both proliferation and differentiation of these immortalized mouse myoblast cell lines. Similarly to
recombinant SFRP1 and sFRP2 (19) used at a dose of Sug/ml, we showed for the first time that a same
dose of mouse recombinant WIF1 was able to inhibit myoblast differentiation of C2C12 cells by
reducing fusion index and myotube size (area, diameter and perimeter). In addition, we observed an
increased amount of myotubes with 1-3 nuclei at the expense of that for myotubes with more than 6
nuclei after 7 days of WIF1 treatment. These results could reflect a negative impact of WIFI in
secondary fusion. Interestingly, WIF1 treatment significantly increased C2C12 cells proliferation.

The differences between this previous study using exogenous treatment of C2C12 cells with
sFRP (19) and our work using recombinant mouse WIF1 could be explained by involvement of distinct
Wnt proteins acting on canonical and/or non-canonical Wnt signaling pathways. To date, 19 Wnt
proteins are known in Mammals (18). Previous studies based on coimmunoprecipitation and pull-down
assays show that WIF1 is able to bind to cartilage-related murine recombinant Wnt ligands (3a, 4, 5a,
7a, 9a, 11) (21). Others also reported an interaction of Human WIF1 with Drosophila ortholog of mouse
Wntl (Wingless) and to Xenopus Wnt8 (20). Among Wnt proteins expressed in proliferating C2C12
myoblasts (Wnts 4, 5b, 9a, 10, 11) (13) at the transcript level, only three Wnts (4, 9a, 11) could be
therefore targeted by WIF1 in treated C2C12 cell lines. Moreover, for these three Wnts expressed at the
proliferation stage, the expression was shown to be gradually increased during the first 96h of C2C12
differentiation (13). Wnt4, which promotes C2C12 differentiation as well as Wnt9a, was the most
strongly induced Wnt protein during differentiation of C2C12 cells (13,14). Less is known about Wnt11
but it was involved in cardiomyogenic differentiation (25), which can be enhanced from skeletal muscle-

derived stem cells (26).

To further appreciate how WIF1 treatment deregulated the proliferation and the myogenic
process, the expression of all MRFs was measured in WIF1-treated C2C12 cells versus untreated
controls during the proliferative phase. Using qPCR analysis, we showed that WIF1 treatment led to a
significant increase of the early MRF Myf5 while MyoD was unaffected, related to the pro-proliferative
effect of recombinant WIF1 reported here. Using recombinant sSFRP2 (19), the expression of MyoD was
similarly unchanged but a non-significant upward trend was observed for Myf5 expression. So, the
addition of sFRP2 did not significantly alter the C2C12 proliferation unlike to WIF1 treatment. While
expression was significantly reduced for both late MRFs (MyoG and MRF4) in sFRP2-treated C2C12
cells, WIF1 treatment only diminished the expression of MyoG. In both cases, the expression of one or

both late MRFs was reduced as soon as the proliferation stage. This difference could be explained by
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the ability of these two inhibitors to bind different Wnt proteins endogenously produced by C2C12 cells.
Further work needs to be realized in order to determine the way that WIF1 modulates the Wnt pathway

in C2C12 cells.

In summary, our results demonstrate the effects of an exogenous addition of recombinant mouse
WIF1 on proliferation and myogenic differentiation of C2C12 cells. WIF1-treatment leads to a pro-
proliferative effect associated with increased Myf35 expression while it resulted in an altered myogenic
process, related to decreased fusion index, smaller myotubes and lower expression of MyoG as soon as
the proliferation stage. WIF1 exogenous addition also induced impairment of myonuclear accretion,
leading to more myotubes with 1-3 nuclei than myotubes with 6 nuclei or more. Taken together, our
results suggest that WIF1 treatment might affect secondary fusion since it leads to inhibition the Wnt/-
catenin signaling, which is necessary for myotube maturation through the complex cadherin/p-

catenin/actin during cell-cell contacts (27).

Materials and methods

Expression and purification of recombinant mouse WIF1 protein

The coding sequence of mouse WIF1 without endogenous signal peptide (NP_036045.1, residues 29-
379) was TA cloned into the pSecTag/FRT/V5-His TOPO® (pSec vector)(Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), in frame with sequences encoding the N-terminal Ig k-chain secretion signal and
a C-terminal peptide bearing the V5 epitope and the polyhistidine tag (V5 His6). After sequencing of
cloned WIF1 ¢cDNA, Flp-In™ CHO cells (Thermo Fisher Scientific).were co-transfected with pSec-
[WIF1] plasmid construct and the recombinase pOG44 expression plasmid as recommended by
manufacturer (Thermo Fisher Scientific) to get a targeted expression and secreted expression of the
WIF1 c¢cDNA. Selection and amplification of hygromycin-resistant cells were performed, then secreted
WIF1 was produced in serum-free Opti-MEM I medium (Thermo Fisher Scientific) containing 50
units/mL penicillin and 50 pg/mL streptomycin and recovered by centrifugation after 96 h from cell
culture supernatants. After concentration by ultrafiltration in binding buffer (25 mM Tris-HCI, 500 mM
NacCl, 5 mM CaCl,, 20 mM imidazole, pH 7.5), recombinant WIF1 was purified on Ni-NTA column by
imidazole gradient using AKTA prime system (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Elution fractions
containing purified WIF1 were pooled, concentrated by ultrafiltration and quantified using a
bicinchoninic acid (BCA) protein assay (Sigma-Aldrich Corp.) with bovine serum albumin as a
standard. Using densitometry measurements performed on Coomassie-blue stained polyacrylamide gels,
we estimated that recombinant WIF1 protein, which was also recognized by Western blot using anti-

V5-peroxidase antibody (Sigma-Aldrich Corp.), was more than 90% pure.
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Cell culture and cell differentiation

The murine C2C12 cell line (ATCCRCRL-1772™) was chosen as a model to study myogenic
differentiation. C2C12 cells were cultured in growth medium (GM) corresponding to Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco Life technologie) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS, Eurobio), 50 units/mL penicillin and 50 pg/mL streptomycin. Cells were seeded at 5 000
viable cells/cm? and cultured in humidified environment at 37°C and 5% CO; in air without reaching
confluence to preserve the myoblastic population in the culture during maintenance. Myogenic
differentiation was induced at about 80% of cell confluence using myogenic differentiation medium
(DM) composed of DMEM supplemented with 2% (v/v) horse serum (HS, Gibco), 50 units/mL
penicillin and 50 pg/mL streptomycin. The change of serum added in lower amount was usually used to
induce myogenic differentiation of C2C12 cells [33]. At the induction of cell differentiation (time Oh),
cells were treated or not with Sug/ml of recombinant WIF1. During differentiation, culture media were
changed every two days to renew the supply of recombinant WIF1 during 7 days of treatment, at the

end of which the fusion index of C2C12 cells is generally considered as maximal.

Proliferation assay:

Proliferation rate of C2C12 cells treated or not with Spg/mL of recombinant purified WIF1 was
analyzed by Cell Counting Kit-8 test (Sigma-Aldrich) according to supplier’s recommendations. Cells
were seeded in 96 well plate in 100 uL. GM containing or not Sug/mL WIF1 at the cell density of 2 000
cells/well in duplicate. Two hours after cell seeding (time Oh) and every 24 hours for 72 hours, 10 uL.
of commercial reagent were added to plating cells in wells. After one hour incubation in humidified
environment at 37°C, 5% CO,, absorbance measurement was performed at 450nm (FLUOstar Omega,

BMG Labtech)

Myotubes labeling by immunofluorescence:

C2C12 cells treated or not with Spg/mL of recombinant WIF1 for 7 days were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 30 min at room temperature and permeabilized with HEPES Triton buffer
(20 mM HEPES, 300 mM sucrose, 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, pH 7.4) for 30 min
at 4°C. After three washes with PBS, non-specific binding sites were saturated for 1h at room
temperature with a blocking solution containing 10% goat serum, 1% BSA, 0.1% Triton X-100 in PBS.
After one wash with PBS/0.2% BSA, immunolabeling was performed with monoclonal mouse anti-
Myosin (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) antibody diluted at 1:100 in PBS/1% BSA
overnight at 4°C. After washes with PBS and PBS/0.2% BSA/0.1% Tween-20, cells were incubated
with the Alexa Fluor® goat anti-mouse IgG (H+L) (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific) secondary
antibody used at 1:1,000 in PBS/1% BSA for 15 min in dark at room temperature. After three washes,
nuclei were stained with DAPI (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) at 1 ug/mL in PBS, 5 min
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in dark at room temperature. Finally, after three PBS washes, we used the MetaMorph® software
(Molecular Devices, Sunnyvale,CA, USA) to acquire images with a LEICA microsystem DMI6000B

inverted epifluorescence microscope.

RNA extraction, reverse transcription and gene expression analysis:

Total RNA was extracted from proliferating C2C12 cells 48h after addition or not of Sug/mL
recombinant WIF1 with RNeasy MiniKit (Qiagen, Inc., Hilden, Germany) using the protocol described
by the manufacturer. RNA was quantified with NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Wilmington, USA). RNA was retrotranscribed with High Capacity cDNA Reverse
transcription kit (Applied Biosystem, United States). Samples were then placed in thermocycler
(Applied Biosystem Gene Amp PCR system 9700) and following program was applied: 25°C 10
minutes, 37°C 2 hours and 85°C 5 minutes. Then single-stranded cDNA were used for quantitative PCR.

Relative quantification of expression target genes was performed from 20 ng of cDNA, 10uL
of Tagman gene expression Master Mix (Applied Biosystem) and 1uL of specific Tagman probes (Myf5
MmO00435125 _ml; MyoD Mm00440387 ml; MyoG Mm00446194 ml; Myf6 Mm00435126 ml;
GAPDH Mm99999915 ¢g1) in final volume of 20 puL. Experimental method is described as follow: 50°C
for 2 minutes, 95°C for 10 minutes and 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute.
Fluorescence due to Tagman probe degradation was recorded by detection system QuantStudio 3 real-
time PCR systems (Applied Biosystem) and quantified by QuantStudio Design and Analysis Software
v1.3 (Applied Biosystem) according the AACt method.

Statistical analysis:

All of the experiments were performed at least three times and results are reported as the means
+ SEM. Statistical comparisons were realized using two-tailed Student test implemented in GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Results were considered statistically significant

if the p-value was less than 0.05.
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Compte tenu des changements de glycosylation observés dés le début du développement
tumoral, de plus en plus d’études concernent ce type de modifications post-traductionnelles.
Ces dernieres années, des travaux ont mis en évidence la participation de la protéine O-
fucosyltransférase 1 (POFUT1), liée a la O-fucosylation de protéines, dans le processus de
tumorigenese. Une partie de mon travail de thése s’inscrit dans 1’exploration du réle potentiel

de POFUT1 dans le cancer colorectal.

L’¢étude s’est construite dans un premier temps autour d’une approche in silico qui a
consisté en I’'utilisation de données bioinformatiques disponibles sur le site firebrowse.org.
Cette plateforme met a disposition des données TCGA (The Cancer Genome Atlas) associées
a 37 cancers différents. Pour répondre a ma problématique, nous avons extrait et analysé les
données cliniques de 51 patients sains et 626 patients malades, le niveau d’expression des
18 068 genes références, 1’état de la région chromosomique 20q11.21 (amplifiée ou non) et en
cas d’amplification, le nombre de copies de POFUTI. L’analyse de ces ¢léments a permis
d’observer que POFUTI est surexprimé dans 22 cancers dont le cancer colorectal et sous-
exprim¢é dans 6 autres. Dans les 9 derniers cancers, 1’absence de données sur le niveau
d’expression de POFUT1 dans les tissus sains ne nous a pas permis de statuer sur une éventuelle
altération de son expression. Dans le cas du cancer colorectal, la surexpression de POFUT] est
observée des le stade I (Ie cancer s’étend de la muqueuse a la musculeuse) et se maintient tout
au long du développement tumoral. De plus, elle est majoritairement observée dans les tumeurs
rectales, les stades avancés et les tumeurs métastatiques. Afin de déterminer le mécanisme
conduisant a cette surexpression, nous nous sommes intéressés a I’état de la portion
chromosomique 20q11.21 ou se situe POFUTI et qui est fréquemment amplifiée dans des cas
de cancers. On retrouve chez 76,02% des patients atteints de CRC, une amplification de cette
région, corrélée dans 90,13% des cas a une augmentation de I’expression de POFUT] dans les

tissus atteints par rapport aux tissus sains. Une forte corrélation positive entre le niveau d’ex-
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pression de POFUT1 et le nombre de copies de ce géne est observée. L’analyse du nombre de
copies de POFUTI révele que 49% des patients possedent entre 2 et 3 copies du gene, suggérant
que la surexpression de POFUTI dans les tumeurs colorectales est majoritairement due a
I’amplification chromosomique. Comme 1’association entre les expressions de POFUT]1 et des
récepteurs NOTCH a ¢té¢ démontrée dans les carcinomes hépatiques et le cancer de I’estomac
(Ma et al., 2016 ; Dong et al., 2017), des tests de corrélation d’expression ont été réalisés. Ils
montrent une corrélation positive entre 1’expression de POFUTI et celles des récepteurs
NOTCHI, NOTCH3, NOTCH4, mais également une corrélative négative entre POFUTI et
NOTCH?2. Néanmoins, il faut noter que POFUT1 est le plus fortement corrélé avec NOTCHI.
L’association entre 1’expression de POFUT1 et les paramétres cliniques, met en lumiére une
plus forte expression du gene dans les adénocarcinomes rectaux de stade avancé et
métastatiques. De fagon identique, 1’étude de ’association entre 1’expression de NOTCH]1 et
les parametres cliniques, souligne une plus forte expression du géne dans les adénocarcinomes
rectaux. La constitution de groupes de patients selon les niveaux d’expression combinés de
POFUTI et NOTCHI, montre que la surexpression des deux genes est majoritairement
observée dans les stades avancés ainsi que dans les adénocarcinomes rectaux. L’expression de
différents genes cibles de la voie NOTCH, en particulier celles de la cycline D1 (CCNDI) et de
c-Myc (MYC) favorisant la prolifération, de Snaill qui active la transition épithélio-
mésenchymateuse et de la survivine (BIRC5) qui inhibe 1’apoptose, sont augmentées.
Parall¢lement, celles de p21 (CDKN1A) régulant négativement le cycle cellulaire et de HEY]
qui est un facteur de transcription dont le promoteur est activé par le NICD, sont diminuées.
Conjointement ces résultats montrent que la voie de signalisation NOTCH est altérée dans le

cancer colorectal favorisant le développement tumoral.

Parall¢lement a ce travail bioinformatique, nous avons pu utiliser des échantillons

tumoraux colorectaux issus du Centre de Ressources Biologiques du CHU de Limoges et des
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lignées cellulaires humaines colorectales. Ces éléments m’ont permis a la fois de confirmer
I’augmentation du nombre de copies de POFUT1 dans les tumeurs et sa surexpression protéique

détectée des les stades précoces du cancer colorectal.

En conclusion, ce travail indique que POFUT1 est surexprimé chez les patients atteints
de cancer colorectal, dans la majorité des cas par une amplification chromosomique 20q11.21.
Sa dérégulation impacte significativement la voie de signalisation NOTCH associée a différents
processus biologiques tels que le cycle cellulaire, I’apoptose ou encore la transition épithélio-
mésenchymateuse. Du fait de sa surexpression d¢s le stade I, POFUT1 semble étre un nouveau

marqueur d’intérét pour le diagnostic précoce du cancer colorectal.
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Abstract: Background: While protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1T) overexpression has been
recently proposed as a potential biomarker for different cancer types, no study was carried out on
POFUTT1 implication in colorectal cancer (CRC). Methods: Data from 626 tumors and 51 non-tumor
adjacent tissues available in FireBrowse had been used in this study. Statistical analyses on POFUT1
expression and gene copy number, NOTCH receptors (main targets of POFUT1 enzymatic activity)
expression and association of POFUT1 and NOTCHI1 expressions with clinical parameters were
investigated. Data were completed by POFUTT1 histological labeling on six tumor tissues from patients
with CRC. Results: We found that POFUT1 is overexpressed from the stage I (p < 0.001) and 76.02% of
tumors have a 20q11.21 amplification, associated in 90.13% of cases with a POFUTI overexpression,
compared to non-tumor adjacent tissues. The POFUT1 copy number in tumors is mainly between
2 and 3. POFUTT1 is positively correlated with NOTCHI (rs = 0.34, p < 0.001), NOTCH3 (rs = 0.087,
p = 0.0297), and NOTCH4 (rs = 0.097, p = 0.0148) expressions, while negatively correlated with
NOTCH?2 expression (rs = —0.098, p = 0.0142). POFUT1 overexpression is markedly associated with
rectal location, non-mucinous adenocarcinoma and cancer stages IV and M1. NOTCH1 overexpression
is only associated with rectal location and non-mucinous adenocarcinoma. Conclusion: We conclude
that POFUT1 is overexpressed in CRC from stage I, and its high expression is associated with
metastatic process, probably through NOTCH pathway activation. Then, POFUT1 could represent a
potential novel biomarker for CRC diagnosis.

Keywords: POFUT1; colorectal cancer; early detection; biomarker; NOTCH

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most commonly diagnosed cancer in males and the second
in females with 1.65 million new cases and almost 835,000 deaths in 2015 [1]. The majority of CRC
(75%) has a sporadic origin but in some cases the origin is related to familial heredity or due to
inflammatory bowel diseases [2]. Although the mortality associated with CRC declined over the past
decades, identification of new biomarkers for an early diagnosis and the improved treatment of CRC
are crucial. Previous studies have demonstrated the association between glycosylation changes and
tumorigenesis [3,4]. Glycosylation is the main post-translational modification of proteins. N- and/or
O-glycans play major roles as in protein conformation then modulating their functional activity [5],
in ligand-receptor complex formation for cell—cell interactions [6], and in cellular metabolism [7]. Fucose
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is frequently found as a carbohydrate constituent of N-glycans at peripheral positions but also, linked
to core N-acetylglucosamine. It is involved in selectin-dependent leukocyte adhesion, maternal-fetal
interface stability, and formation of Lewis blood group antigen [8-10]. In malignant transformation,
fucosyltransferases are altered in their expressions and activities. For example, in CRC the «1,6
core-fucosyltransferase encoded by FUTS is increased in both enzyme activity and protein expression
during malignant transformation [11]. The «1,3/4-fucosyltransferase gene FUT6 is overexpressed
in colorectal tissues where the enzyme functions as a tumor regulator by promoting cell growth,
migration, invasion and angiogenesis [12]. O-fucosylation is an atypical post-translational modification
of proteins catalyzed by two glycosyltransferases, Protein O-fucosyltransferase 1 (Pofutl) and Protein
O-fucosyltransferase 2 (Pofut2). Pofutl modifies epidermal growth factor-like (EGF-like) domains and
Pofut2 modifies thrombospondin repeats (TSR) [13]. Increasing evidences demonstrate the role of
Pofutl in controlling the balance between non-differentiated and differentiated normal cells [14,15].
The human glycoprotein POFUT1 consists of 393 amino acids encoded by a gene located between
PLAGL2 and KIF3B on the long arm of chromosome 20, near the centromere [16]. Pofut1 is an ER-resident
enzyme [17], which allows fucose addition [18] on S or T included in the CZX4(S/T)C3 consensus motif,
where C? and C? are the second and third cysteines of the 6 conserved ones in EGF-like domains.
The major known target of Pofutl is Notch receptor, with four paralogs in human, NOTCHI1 to
NOTCH4, which contain between 29 and 36 EGF-like domains with 14 to 20 O-fucosylation consensus
sites [19]. Correct glycosylation of Notch receptors especially their O-fucosylation [20] is necessary for
subsequent optimal cleavages releasing the NICD (Notch intracellular domain), which translocates into
the nucleus to control transcription of target genes [21]. In mice, Pofut1 knockout is lethal; embryos
die at midgestation with severe defects in somitogenesis, cardiogenesis, and neurogenesis, and their
phenotype is similar to that of embryos lacking downstream effectors of NOTCH signaling pathway [22].
POFUT1 knockdown in HEK293T cells induces a 2-fold reduction of the amount of NOTCH1 on the
cell surface [23]. Indeed, O-fucose addition contributes to EGF-like stabilization, which participates
to a novel ER quality control pathway, essential to correct targeting of Notch to the cell membrane
and its interaction with ligands [24]. Recent evidences demonstrated NOTCH implication in tumoral
pathologies. In T cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL), NOTCH1 gene is mutated in at least
65% of the cases [25] and an aberrant NOTCH signaling is implicated in this pathologic development
process [26]. An ectopic NOTCH1 expression triggers epithelial-mesenchymal transition in human
breast cancer inducing tumor growth and metastasis [27]. In gastric cancer cells, NOTCH pathway
activation also induces cell proliferation and metastasis, here through phosphorylated STAT3 and
TWIST [28]. In CRC, NOTCH pathway participates to the tumor growth by promoting cell proliferation
and inhibiting cell apoptosis [29]. As O-fucosylation of NOTCH receptor is necessary for its activation,
several cancer studies focused on POFUT1 expression. A decade ago, the first finding showed a higher
expression of POFUTI in gliomas compared to normal cells [30]. More recently, POFUT1 overexpression
was also detected in oral squamous cell carcinoma and correlated with an increase of tumor size [31].
In hepatocellular carcinomas, it was associated with a poor prognosis, as itinduces an aberrant activation
of NOTCH pathway, which promotes cell proliferation, migration and invasion [32]. In gastric cancer,
increased POFUT1 expression is associated with some clinical features such as higher TNM staging and
tumoral differentiation states [33]. POFUT1 gene is localized in the 20q11.21 region, which is frequently
amplified in tumor cells as for breast [34] and gastric cancers [35], acute myeloid leukemia [36] and
colorectal cancer with poor prognosis [37]. In this last case, a positive correlation is reported between
POFUT1 expression and the copy number of the 20q11-13 amplicon [38]. All these data suggest that
POFUT]1 could play a significant role in cancer development.

Therefore, we started this study to evaluate POFUTI expression in CRC and determine its
potential value as a novel diagnostic biomarker for this cancer. Using Firebrowse database, we collected
expression data from RNAseq, copy number variation (CNV) of POFUT1 gene and diverse clinical
information. In parallel, based on six different colorectal tumors, we detected POFUT1 and estimated
the number of POFUTI copies.
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2. Results

2.1. POFUT1 is Overexpressed in Human Colorectal Cancer Tissues

On a panel of 28 cancer types available in FireBrowse database, POFUT1 expression is predominantly
higher in 22 tumors compared to normal tissues (Figure 1A). COAD (colon adenocarcinoma) and
READ (rectum adenocarcinoma) presented the greatest means of log2 RSEM (RNA-Seq by Expectation
Maximization) 11.633 and 11.962, respectively for POFUT1, only being exceeded in chromophobe kidney
carcinoma KICH (12.086). As expected, the COADREAD data, which are a compilation of COAD and
READ, showed an increased POFUT1 expression in tumor compared to healthy tissues.
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Figure 1. POFUT1 is overexpressed in most of cancer types especially in colorectal cancer from the
first stage. RNAseq data from FireBrowse database show that in 22 cancer types (including COAD
and READ), POFUT1 expression is higher than in the corresponding normal tissues and for 6 cancer
types it is the reverse (A). Data are missing for nine cancer types. ACC: adrenocortical carcinoma,
BLCA: bladder urothelial Carcinoma, BRCA: breast invasive carcinoma, CESC: cervical squamous cell
carcinoma and endocervical adenocarcinoma, CHOL: cholangiocarcinoma, COAD: colon adenocarcinoma,
COADREAD: colorectal adenocarcinoma, DLBC: lymphoid neoplasm diffuse large B-cell lymphoma,
ESCA: esophageal carcinoma, GBM: glioblastoma multiforme, GBMLGG: glioma, HNSC: head and
neck squamous cell carcinoma, KICH: kidney chromophobe, KIPAN: pan-kidney cohort, KIRC: kidney
renal clear cell carcinoma, KIRP: kidney renal papillary cell carcinoma, LAML: acute myeloid leukemia,
LGG: brain lower grade glioma, LIHC: liver hepatocellular carcinoma, LUAD: lung adenocarcinoma,
LUSC: lung squamous cell carcinoma, MESO: mesothelioma, OV: ovarian serous cystadenocarcinoma,
PAAD: pancreatic adenocarcinoma, PCPG: pheochromocytoma and paraganglioma, PRAD: prostate
adenocarcinoma, READ: rectum adenocarcinoma, SARC: sarcoma, SKCM: skin Cutaneous Melanoma,
STAD: stomach adenocarcinoma, STES: stomach and esophageal carcinoma, TGCT: testicular germ cell
tumors, THCA: thyroid carcinoma, THYM: Thymoma, UCEC: uterine corpus endometrial carcinoma,
UCS: uterine carcinosarcoma, UVM: uveal melanoma. COADREAD RNAseq data extracted from
FireBrowse database containing 626 CRC and 51 normal adjacent tissues show that POFUTT is significantly
overexpressed in tumor tissues (B) and from the first stage of tumor classification (C). For B. and C,,
bar graph represented mean of log2 RSEM =+ SEM. Statistical significance was assessed using a two-tailed
Student test; * p < 0.05, ** p < 0.001.
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To investigate in detail POFUT1 expression in colorectal cancer (CRC), an in silico analysis using
the RNAseq data of COADREAD samples extracted from FireBrowse was performed using 626 tumor
and 51 adjacent non tumor tissues. POFUT1 expression is significantly higher in 459 (72.8%) tumor
compared to normal tissues (p < 0.001) (Figure 1B). The distinction between cancer stages showed a
significant (p < 0.001) increase in POFUT1 expression whatever the stage is, therefore at the first signs of
the tumor growth (Figure 1C). Stage II presented a lesser amount of POFUT1 transcripts compared to
other stages. POFUT1 immunolabeling performed on tumors representing each CRC pathological stage
confirms that POFUT1 is overexpressed in tumor (Figure 2A). To demonstrate anti-POFUT1 antibody
(ab74302) specificity, we performed an immunofluorescence detection on two human colorectal cancer
cell lines (HCT 116 and SW620) stably transfected or not, with shRNAs targeting POFUTI1. As shown
in Figure 2B, HCT 116 shPOFUT1 cell line, whose POFUT1 expression is 30% lesser (quantification
by Tagman probe qRT-PCR method), has a lower staining compared to HCT 116. This result is more
accentuated with SW620 shPOFUT1 cell line, which has 60% POFUT1 expression decrease compared
to SW620. As the POFUT1 antibody (ab74302) was ineffective in immunoblotting, we used another
antibody raised against Pofutl and produced in our laboratory [39]. This antibody has been proven
in different studies especially in mice [24,40]. Despite a low quality of protein migration due to the
Optimal Cutting Temperature (OCT) embedded colorectal tissues, we observed an increase (1.134 and
1.565 fold) of POFUT1 labeling in tumor samples compared to normal tissues (Figure 2C). Such a result
was confirmed on human colorectal cancer cell lines HCT 116, HT-29 and SW620 where the expression
levels were respectively 2.680, 2.418 and 2.608 fold higher compared to the human embryonic colon
cell line CCD841CoN (Figure 2D).
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Figure 2. POFUT1 expression in colorectal tissues and cell lines. Immunohistochemistry analysis
(A) shows that POFUT1 is overexpressed in tumor tissues from first colorectal cancer (CRC) stage.
Immunofluorescence labeling of POFUTI (red), performed on wild-type and POFUT1 knockdown
HCT 116 and SW620 human colorectal cancer cell lines, confirmed the antibody specificity (B). Western
blot realized on colorectal tissues (C) and colorectal CCD841CoN, HCT 116, HT-29 and SW620 cell lines
(D) validate the POFUT1 overexpression in cancer samples compared to healthy samples.

2.2. In CRC, 20g11.21 Chromosomic Region is Often Amplified, Which Induced POFUT1 Copy
Number Alteration

To determine if a link exists between POFUT1 chromosomic region state (20q11.21) and its
overexpression, an in silico analysis was performed. The study showed that among 613 patients
with CRC, 76.02% had an amplification of the 20q11.21 region, which correlated, in 90.13% of cases,
with the increase in POFUT1 expression compared to healthy patients (Figure 3A). Interestingly,
around 80% of CRC patients who had no 20q11.21 amplification presented a lower POFUT1 expression
compared to healthy patients. A significant positive correlation exists between copy number and
POFUTT1 expression (rs = 0.774, p < 0.001) (Figure 3B), suggesting that POFUT1 transcript quantity is
predominantly due to the gene copy number. Furthermore, copy number analysis of POFUT1 gene
showed that 20q11.21 chromosomic region amplification mostly generates between two and three
POFUT1 copies per genome (49%) and no more than six copies (Figure 3C). Copy number analysis
performed on six selected CRC tumors including those immunolabeled by anti-POFUT1 revealed an
increase of POFUT1 copy number in five patients with in majority of cases between 2 and 3 copies,
like in bioinformatics analysis (Figure 3D).
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Figure 3. POFUTI1 overexpression is strongly correlated with gene copy number variation.
(A) Hierarchical analysis of 613 RN Aseq data concerning POFUTI shows that 76.02% of CRC patients
have an amplification of 20q11.21 chromosomic region where POFUT1 is located. Among them 90.13%
have a POFUT1 overexpression compared to the POFUT1 mean expression in non-tumor adjacent
tissues. (B) Spearman Rho correlation analysis in 613 CRC patients shows that POFUT1 expression
is significantly correlated with its copy number. To only view additional copies of POFUT1 gene,
a subtraction of two copies corresponding to a physiological state is applied for each sample. (C) CRC
patients have in the majority of cases between two and three POFUTI gene copies. (D) POFUTI
copy number analysis performed on gDNA extracted from six CRC and one normal tissues shows an
increase of POFUTI copy number in five CRC cases compared to the normal sample.

2.3. Correlation between POFUT1 and NOTCH Receptor Expressions

Since the cross talk between POFUT1 and NOTCH receptors has been demonstrated in
hepatocellular carcinoma and gastric cancer [32,33], a Spearman’s correlation coefficient was used
to determine their relationships in CRC. A significant positive correlation was observed between
POFUT1 and NOTCHI (rs = 0.34, p < 0.001), NOTCH3 (rs = 0.087, p = 0.0297) and NOTCH4 (rs = 0.097,
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p = 0.0148) receptors (Figure 4). Furthermore, a significant negative correlation was detected between
POFUTI and NOTCH2 (rs = —0.098, p = 0.0142). Among all correlations, POFUT1/NOTCH1 one was
the strongest.

r=-0.098 ; p=0.0142
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Figure 4. Correlation analysis between POFUTI and all NOTCH receptor expressions. A total of
626 CRC data for each gene is used for a Spearman Rho correlation. In all of cases, POFUT1 expression
is significantly correlated with NOTCH receptor expressions.

2.4. NOTCH Signaling Pathway is Deregulated in CRC

Although the expressions of POFUT1 and NOTCHI1 receptor are significantly and positively
correlated, it isnecessary to characterize the expression of the NOTCH target genes in order to highlight
a potential deregulation of the signaling pathway. We were interested in HES/HEY transcription factor
gene family especially HEST and HEY1 widely studied in NOTCH pathway analysis, p21 (CDKN1A)
and Cyclin D1 (CCND1) that encode cell cycle regulators, c-Myc (MYC) which is an oncogene, Snail 1
(SNAIT) implicated in EMT and Survivin (BIRC5) related to apoptosis regulation (Figure 5). All genes,
except HES1, are significantly modified in their expression levels in tumor compared to normal tissues
(p < 0.001). Cyclin D1 and c-Myc that induce proliferation, Snail 1 that promotes EMT and Survivin that
inhibits apoptosis are overexpressed. p21, a negative regulator of cell cycle, and HEY1 transcription
factor mediator of Notch signaling, are downregulated. Taken together these results demonstrate that
NOTCH signaling is altered in CRC.
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Figure 5. Expression of a set of NOTCH target genes. Data extracted from FireBrowse were obtained
from 626 CRC and 51 normal adjacent tissues. The genes related to proliferation (p21, c-Myc and Cyclin
D1), EMT (Epithelial-to-Mesenchymal Transition) process (Snail 1) and apoptosis (Survivin) are altered
in their expressions in the sense of promoting tumor development. *** p < 0.001.

5. Relationship between POFUT1, NOTCHI Expressions, and Clinical Features

To further explore the association between POFUT1 and NOTCH1 in CRC progression, analysis
of their expressions compared to the mean value of healthy patients was studied in the light of various
clinical parameters in CRC patients (Tables 1 and 2). POFUT1 expression is significantly associated
with tumor issue site (p = 0.0001), overexpressed in 68.9% of colon and 84.6% of rectum tissues (Table 1).
It is linked to pathologic stage (p = 0.00019) and markedly overexpressed in 79% of stage I, 63.3% of
stage II, 74.9% of stage Il and 85.2% of stage IV. POFUT1 expression is associated with M classification
(p = 0.01087) and overexpressed in 70.7% of MO stage and 83.9% of M1 stage. In addition, POFUT1
is differently expressed according to histological type (p = 0.00001) with an overexpression in 75% of
colon adenocarcinoma, 30.6% of colon mucinous adenocarcinoma, 88.4% of rectal adenocarcinoma and
46.2% of rectal mucinous adenocarcinoma. However, no correlation was observed between POFUT1
expression and gender, age, T and N classifications.

Table 1. Correlation between POFUT1 expression and clinical parameters in patients with CRC.

Clinical Parameters N POFUTI p Value
High (%) Low (%)
Gender
Female 290 203 (70.0) 87 (30.0) 010206
Male 331 251 (75.8) 80 (24.2)
Age (years)
<60 193 146 (75.6) 47 (24.4)
~60 026 308(723) 118(277) 03829
Tumor Issue Site
Colon 454 313(689) 141(3L1) o
Rectum 163 138 (84.6) 25 (15.4) :
Pathologic Stage
Stage I 105 83 (79.0) 22 (21.0)
Stage II 229 145 (63.3) 84 (36.7) 0.00019
Stage III 179 134 (74.9) 45 (25.1) :
Stage IV 88 75 (85.2) 13 (14.8)
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Table 1. Cont.
Clinical Parameters N POFUT1 p Value
High (%)  Low (%)
Pathology T Stage
T1 20 17 (85.0) 3(15.0)
T2 105 84 (80.0) 21 (20.0)
T3 23 300(709) 123(29.1) 016381
T4 70 50 (71.4) 20 (28.6)
Pathology N Stage
NO 352 245 (69.6) 107 (30.4)
N1 150 120 (80.0)  30(20.0) 0.05423
N2 115 85(73.9)  30(26.1)
Pathology M Stage
MO 460  325(70.7) 135(29.3)
M1 87  73(839) 14(161) 001087
Histological Type
Colon adenocarcinoma 388 291 (75.0) 97 (25.0)
Colon mucinous adenocarcinoma 62 19 (30.6) 43 (69.4) 0.00001
Rectal adenocarcinoma 147 130 (88.4) 17 (11.6) .
Rectal mucinous adenocarcinoma 13 6 (46.2) 7 (53.8)

Bold values indicate statistical significance.

9of 18

NOTCHI expression was significantly associated with tumor issue site (p = 0.00099) and
overexpressed in 70.9% of colon and 84% of rectum tissues (Table 2). It is associated to histological
type (p = 0.00173) and NOTCHI is overexpressed in 73.2% of colon adenocarcinoma, 59.7% of
colon mucinous adenocarcinoma, 84.4% of rectal adenocarcinoma and 76.9% of rectal mucinous
adenocarcinoma. No correlation was observed between NOTCHI expression and gender, age,

pathological stage, T, N and M classifications.

Table 2. Correlation between NOTCHI1 expression and clinical parameters in patients with CRC.

Clinical Parameters N NOTCH p Value
High (%) Low (%)
Gender
Female 20  214(738) 76(26.2)
Male 331 248(749) 83(25.1) 074724
Age (years)
<60 193 141 (73.1) 52 (26.9)
60 06 320(751) 106249 028601
Tumor Issue Site
Colon 454 322(709) 132(29.1)
Rectum 163 137(840) 26(160) 000099
Pathologic Stage
Stage | 105 80(762)  25(23.8)
Stage II 29 163(712)  66(288) o
Stage I 179 135(754) 44 (24.6) :

Stage IV 88 68(77.3)  20(22.7)
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Table 2. Cont.

. NOTCH1
Clinical Parameters N p Value
High (%)  Low (%)
Pathology T Stage
T1 20 11 (55.0) 9 (45.0)
T2 105 79 (75.2) 26 (24.8)
e 023 313(740) 110(26.0) 016062
T4 70 56 (80.0) 14 (20.0)
Pathology N Stage
NO 352 257 (73.0) 95 (27.0)
N1 150 114 (76.0) 36 (24.0) 0.66047
N2 115 88 (76.5) 27 (23.5)
Pathology M Stage
MO 460  335(72.8) 125(27.2)
Ml 87  67(77.0) 20(23.0) 041731
Histological Type
Colon adenocarcinoma 388 284 (73.2) 104 (26.8)
Colon mucinous adenocarcinoma 62 37 (59.7) 25 (40.3) 0.00173
Rectal adenocarcinoma 147 124 (84.4) 23 (15.6) :
Rectal mucinous adenocarcinoma 13 10 (76.9) 3(23.1)

Bold values indicate statistical significance.

In addition, we classified CRC patients into four groups according to their combined expression
status of POFUT1 and NOTCHT1 as follow: high POFUT1/high NOTCH1, low POFUT1/low NOTCHI,
high POFUT1/low NOTCH1 and low POFUT1/high NOTCHI. The threshold value which allows to
classify individuals in the high and low groups is the mean expression value of POFUT1 and NOTCH1
in healthy patients. The associations between these groups and clinical features were analyzed in
Table 3. Combined POFUT1/NOTCHI1 expressions were significantly associated with tumor issue site
(p = 0.00004), pathologic stage (p = 0.00498) and histological type (p < 0.001). It should be noted that in
all cases, the majority of CRC are located in high /high group.

Table 3. Correlation between POFUT1/NOTCH1 expressions and clinical parameters in patients

with CRC.
POFUT1/NOTCH1
Clinical Parameters N ! c p Value
High/High (%) Low/Low (%) High/Low (%) Low/High (%)
Gender
Female 290 169 (58.3) 42 (14.5) 34(11.7) 45 (15.5) 0.4020
Male 331 205 (61.9) 37(11.2) 46 (13.9) 43 (13.0) ’
Age (years)
<60 193 116 (60.1) 22(11.4) 30(15.5) 25(13.0) 056050
>60 426 258 (60.6) 56 (13.1) 50(11.7) 62 (14.6)
Tumor Issue Site
Colon 454 248 (54.6) 67 (14.8) 65 (14.3) 74 (16.3) 0.00004
Rectum 163 124 (76.1) 12 (7.4) 14 (8.6) 13 (8.0) :
Pathologic Stage
Stage | 105 68 (64.8) 10 (9.5) 15 (14.3) 12 (11.4)
Stage 11 29 123 (53.7) 44(19.2) 22(9.6) 40 (17.5) 000498
Stage 11 179 107 (59.8) 17 (9.5) 27 (15.1) 28 (15.6) !

Stage IV 88 62 (70.5) 7(8) 13 (14.8) 6(6.8)
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Table 3. Cont.

POFUT1/NOTCH1

Clinical Parameters N p Value
High/High (%)  Low/Low (%) High/Low (%) Low/High (%)
Pathology T Stage
T1 20 10 (50.0) 2(10.0) 7 (35.0) 1(5.0)
T2 105 68 (64.8) 10 (9.5) 16 (15.2) 11 (10.5) 0.09107
T3 123 250 (59.1) 60 (14.2) 50 (11.8) 63 (14.9) :
T4 70 43 (614) 7 (10.0) 7 (10.0) 13 (18.6)
Pathology N Stage
NO 352 204 (58.0) 54 (15.3) 41 (11.6) 53 (15.1)
N1 150 97 (64.7) 13 (8.7) 23 (15.3) 17 (11.3) 0.42789
N2 115 70 (60.9) 12 (10.4) 15 (13.0) 18 (15.7)
Pathology M Stage
MO 160 266 (57.8) 66 (14.3) 59 (12.8) 69 (15.0) 007716
M1 87 61 (70.1) 8(9.2) 12 (13.8) 6(6.9) :
Histological Type
Colon adenocarcinoma 388 235 (60.6) 48 (12.4) 56 (14.4) 49 (12.6)
Colon mucinous adenocarcinoma 62 12 (194) 18(29.0) 7(11.3) 25 (40.3) 1 10-15
Rectal adenocarcinoma 147 116 (78.9) 9(6.1) 14 (9.5) 8 (5.4) -5335 %
Rectal mucinous adenocarcinoma 13 6(46.2) 3(23.1) 0(0) 4(30.8)

Bold values indicate statistical significance.

3. Discussion

Comprehension of mechanisms which initiate tumor development is crucial since an early
diagnosis of cancer can trigger treatment and increase the patient chances of recovery. Therefore,
research of new potential diagnostic markers of cancer occupies a substantial part in the scientific field.
Recently, many studies focused on glycosylation, especially in malignant tumor development [41].
In that context, O-fucosylation, linked to expression of Protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1) and its
activity on EGF-like domains, appears promising. POFUT1 adds O-fucose on S or T residues within the
consensus sequence C2X4(S/T)C? of EGF-like domains [42] present in some cell surface and secreted
proteins [43]. In humans, 87 putative POFUT1 targets had been referenced [44]. Among those, NOTCH
receptors are the most described in literature and their O-fucosylation was shown to be essential for
their interaction with ligands and therefore for NOTCH signaling [24]. POFUT1 and NOTCH cross
talk had been described in two cancer types. In breast cancer, an overexpression of POFUT1 and
NOTCH1 was associated with lymph node metastasis and advanced tumor stage [45]. In hepatocellular
carcinoma, POFUT1 overexpression induced an aberrant activation of NOTCH pathway switching on
HES1, which in turn promoted migration and cell proliferation [32]. Currently, no study focused on the
implication of POFUT1 in colorectal cancer, although it is a major public health issue. Colorectal cancer
is one of the cancers where POFUT1 is the most overexpressed. Here, bioinformatics combined with
immunohistochemistry, western blot and gene copy number analysis had been used as an approach
to determine if POFUTI1 could be a potential novel CRC biomarker. Among the data of 626 CRC
patients available in FireBrowse database, 459 (72.8%) had a POFUT1 overexpression compared to
healthy patients. The overexpression was detected from the first stage of CRC. POFUT1 labeling on
CRC biopsies confirmed the overexpression in tumor compared to the adjacent non-tumor tissues.
The chromosomic region 20q11.21, where POFUT1 gene is located, appears tobe unstable leading to gene
copy number variation, which could explain the expression increase [46]. In the CRC panel, we observed
a 20q11.21 amplification in 466 cases over 613 (76.02%), which induces an increase of POFUT1 gene copy
number to 5.7 copies. Our POFUT1 copy number analysis performed on six CRC tissues follows the
same trend as the bioinformatics analysis. As expected, the small sample size does not allow observing
the whole range of copy number alterations. A strong positive correlation (rs = 0.774) between POFUT1
copy number and its expression argues for a direct link as already noticed [38]. It should be noted
that the significant decrease of POFUT1 expression in stage II (Figure 2B) is mainly due to a greater
proportion of cases without 20q11.21 chromosomic region amplification (33.9%) compared to other
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stages (Stage I, 23.1%; Stage III, 18.0%; Stage IV, 13.8%). Significant correlations between POFUT1 and
NOTCH receptor expressions were measured with the strongest for POFUT1/NOTCH1 association
(rs =0.34). POFUT1, NOTCHI and POFUT1/NOTCH1 high expressions are significantly associated with
the tumor issue site, preferentially overexpressed in rectum tissue (84.6%, 84%, 76.1%, respectively).
Several other studies highlighted different gene expressions and genetic features associated with
carcinogenesis between colon and rectum [47,48]. Interestingly, POFUT1, and not NOTCH1, expression
appears to be significantly associated with M classification. POFUT1 is predominantly overexpressed
in colorectal metastasis (83.9%) and could O-fucosylate other protein targets than NOTCH receptors,
such as AGRIN which was shown to enhance tumor progression by activating cell migration and
invasion in oral cancer [49]. Overexpression of POFUT1 and NOTCH]I is preferentially observed in
non-mucinous adenocarcinoma histological type. This observation can be explained by the fact that
mucinous adenocarcinoma are characterized by a markedly reduced rate of copy-number aberrations
compared to adenocarcinoma [50]. Indeed, in mucinous adenocarcinoma, only 42.6% of cases had an
amplified 20q11.21 region. Regarding NOTCH signaling activation, it is known that in tumor tissues a
greater activation of NOTCH pathway is involved in cell proliferation and metastasis process [51,52].
In this study on CRC, an increase of NOTCH activation is supported by the higher expression levels of
its target genes such as p21, Cyclin D1, c-Myc, Survivin and Snail 1. However, the expression of HESI,
a proved Notch signaling downstream target, is not modified in tumor compared to healthy tissues
(Figure 5). Nevertheless, studies in relation with HEST expression in CRC are controversial [53-55]
suggesting that it is not a good marker of NOTCH signaling activation in colorectal cancer. We also
showed that HEY1 expression is downregulated although this gene is also known to be activated by
Notch signaling [56,57]. As well, conflicting studies showed that this NOTCH target transcriptional
factor was overexpressed [58] or non-expressed [59]in colorectal cancer. Surprisingly, significant positive
correlations between the expressions of POFUT1 and HESI or HEY1 are found for healthy tissues and
not for tumor ones (Figure S1). It could be explained by the cell heterogeneity of tumors. Therefore, the
consequences of POFUT1I overexpression on NOTCH signaling activation could be opposite depending
on the NOTCH target genes. The effect of POFUT1 overexpression on O-fucosylation levels and
NOTCH signaling would be cell-type dependent. Overexpression of POFUTI most likely does not
result in increased O-fucosylation of NOTCH receptors. Indeed, in HEK293T cells, most EGF-like
repeats containing O-fucose consensus sequences are O-fucosylated at high stoichiometry degree [60].
If it is the case in colorectal cancer, the overexpression of POFUTI may affect the O-fucosylation state of
other proteins. Nevertheless, it is important to note that in the majority of CRC cases analyzed in the
present study, both POFUT1 and NOTCH1 are overexpressed (60.5%), suggesting that overexpression
of POFUT1 is necessary to ensure O-fucosylation of additional NOTCH receptors in the tumor. Finally,
in addition to its O-fucosyltransferase activity, it had been demonstrated an independent chaperone
function for the POFUT1 orthologue in Drosophila melanogaster [61]. However, this additional function
is still controversial in mammals [24]. Ajima et al. (2017) [62] showed that in mouse it is not possible
to dissociate the possible chaperone contribution from its O-fucosyltransferase activity, which could
also be the case for human POFUT1. Our study focuses on POFUT1 expression level related to its copy
number determined by 20q11.21 chromosomic region state. Nevertheless we cannot exclude that gene
expression level can also be modified by other mechanisms such as mutations within promoter or by
miR-34 family regulation [63]. The lack of these informations in the database did not allow us to explore
these expression regulatory mechanisms.

4. Materials and Methods

4.1. The Cancer Genome Atlas Data Analysis

Data for colorectal carcinoma were extracted from FireBrowse database (http://www.
firebrowse.org). A total of 626 tumor samples and 51 normal samples were studied.
Gene expression levels were merged from COADREAD.uncv2. mRNAseq RSEM_normalized_log2.txt
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found in COADREAD.mRNAseq_Preprocess.Level file.  Clinical features for each patient
were determined from “CLI_years_to_birth”, “CLI_tumor_tissue_site”, “CLI_pathologic_stage”,
“CLI_pathology_T_stage”, “CLI_pathology_N_stage”, “CLI_pathology_M_stage”, “CLI_gender”
and “CLI_histological_type” extracted from COADREAD-TP.samplefeatures.txt available in
COADREAD-TP.Aggregate_AnalysisFeatures.Level metadata. POFUTI gene copy number was
retrieved from all_data_by_genes.txt provided in COADREAD-TP.CopyNumber_GISTIC2.Level
metadata. The presence or absence of 20q11.21 chromosomic region amplification was found in
transformed.cor.cli from COADREAD-TP.Correlate_Clinical_vs_CopyNumber-Focal.Level metadata.

4.2. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Past3 3.20 version [64] and GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). mRNA expression data were referenced as mean 4+ SEM
and a t-Student test was applied to compare values between normal and tumor tissues. Bivariate
correlation analysis between POFUT1 and NOTCH receptor mRNA expressions was performed
using Spearman’s Rho. Associations between POFUT1, NOTCH1 expressions and clinicopathological
parameters were estimated by a Chi-square test. Results were considered statistically significant if the
p-value was less than 0.05.

4.3. Genomic DNA Extraction and POFUT1 Copy Number Analysis

Genomic DNA was extracted from normal and tumor tissues with Maxwell® 16 FFPE Plus
LEV DNA Purification Kit and Maxwell® 16 IVD device (Promega, Madison, WI, USA) according
to the manufacturer’s protocol. Genomic DNA concentration was determined using Quantifluor®
ONE dsDNA system (Promega) and measured with Quantus™ Fluorometer (Promega) following
manufacturer’s recommendations. Tagman™ copy number assay for POFUT1 (Hs02487189_cn)
and RNAse P reference assays (4403326) were used with Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according to product literature. Twenty
nanograms of gDNA were run in triplicate on QuantStudio 3 real-time PCR system (Applied
Biosystem™). POFUT1 copy number was estimated using AACt method [65].

4.4. POFUT1 Labelling by Immunohistochemistry

Paraffin-embedded blocks of six colorectal adenocarcinomas corresponding to each CRC
pathological stage were obtained from the Tumor Bank (CRBiolim) of Limoges University Hospital.
Immunohistochemical analysis was performed on five-um-thick paraffin sections with anti-POFUT1
antibody (1/25, ab74302, Abcam, Cambridge, UK). Slides were automatically processed (Ventana
Benchmark ULTRA, Roche, Meylan, France) according to the protocol supplied by the manufacturer.
Images were acquired with NanoZoomer RS 2.0 Hamamatsu (Hamamatsu Photonics, Massy, France).
All samples were used in accordance with French bioethics laws regarding patient information and
consent. Ethics approval (CRB-CESSION-2018-016) was obtained from the “Comité médico-scientifique
de la tumorotheque de I'Hopital Dupuytren”, the bioethics committee of our hospital.

4.5. POFUT1 Labeling by Immunofluorescence

Colorectal cancer cell lines, HCT 116 and SW620 obtained from ATCC and the stably transfected
cell lines, HCT 116 shPOFUT1 and SW620 shPOFUT1, created by our team were fixed with
4% paraformaldehyde in PBS for 30 min at room temperature and permeabilized with HEPES Triton
buffer (20 mM HEPES, 300 mM sucrose, 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, pH 7.4) for
30 min at 4 °C. After three washes with PBS, non-specific binding sites were saturated for 1 h at room
temperature with a blocking solution containing 10% goat serum, 1% BSA, 0.1% Triton X-100 in PBS.
After one wash with PBS/0.2% BSA, immunolabeling was performed with anti-POFUT1 (ab74302)
antibody diluted at 1:100 in PBS/1% BSA overnight at 4 °C. After washes with PBS and PBS/0.2%
BSA/0.1% Tween-20, cells were incubated with the F(ab’)2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H + L)
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secondary antibody Alexa fluo® 546 conjugated (Molecular Probes, Life Technology, Eugene, OR,
USA) used at 1:1000 in PBS/1% BSA for 15 min in dark at room temperature. After new washes,
nuclei were stained with DAPI (Thermo Fisher Scientific) at 1 ug.mL_1 in PBS, 5 min in dark at room
temperature. Finally, after three PBS washes, cells were mounted on slides with Fluoromount-G®
(SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) and sealed with glass coverslips. We used the MetaMorph®
software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) to acquire images with a LEICA microsystem
DMI6000B inverted epifluorescence microscope.

4.6. Protein Extraction and Western Blot

Total cell protein extracts were prepared by solubilizing tissue or cell pellets (from CCD841CoN,
HCT 116, HT-29 and SW620 cell lines obtained from ATCC) in a RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCl,
150 mM NaCl, 1% Triton X-100 (v/v), 0.5% sodium deoxycholate (w/v), 0.1% sodium dodecylsulfate
(v/v), pH 8) and a cocktail of protease and phosphatase inhibitors (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) for 1 h 30 min at 4 °C. Protein lysates were centrifuged at 12,000x g for 20 min at 4 °C,
and protein supernatant concentrations were determined using Pierce™ BCA protein assay kit (Thermo
Scientific™, Rockford, IL, USA) with bovine serum albumin (BSA) as a standard. Equal amounts of
proteins (25 or 50 ug) were resolved by SDS-PAGE using 12% polyacrylamide gels for 1 h at 20 mA.
Proteins were transferred onto Amersham™ Protra® premium 0.2 um nitrocellulose (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) for 1 h 30 min at 0.8 mA/ cm?. Membranes were blocked with TBS (50 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.6) supplemented with 0.1% Tween-20 (v/v) (TBST) and 5% (w/v) non-fat dry
milk during 1 h at room temperature. They were incubated with anti-POFUT1 [39], anti-GAPDH
(AF5718, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) or anti-Actin (sc-1615, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) antibodies, diluted at 1:1000 in TBST, 2.5% (w/v) non-fat dry milk overnight at
4 °C. After three washes with TBST, membranes were incubated with secondary antibodies (anti-goat
or anti-rabbit HRP-conjugated IgG, Dako, Glostrup, Denmark) diluted at 1:1000 in TBST, 2.5% (w/v)
non-fat dry milk for 1 h at room temperature. After three washes in TBST, reactive proteins were
visualized with ECL™ Prime Western blotting system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). For detection
and relative quantification of band intensities, we used Amersham Imager 600 device (GE Healthcare).

5. Conclusions

In conclusion, our findings indicated that POFUT1 is overexpressed in colorectal cancer driven
in majority of cases by a 20q11.21 chromosomic region amplification. This aberrant expression may
promote carcinogenesis by NOTCH pathway activation. Finally, targeting POFUT1 seems to be a
promising strategy for CRC diagnosis.
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Figure S1. Correlation analysis between POFUT1 and HES1, HEY1 transcription factor expressions.
A total of 626 CRC data for each gene is used for a Spearman Rho correlation. POFUT1 expression is
significantly correlated with HES1 and HEY1 expressions only in healthy tissues, (A) and (C). In
tumor tissues no correlation is detected, (B) and (D).
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Chapitre VI. Discussion générale et perspectives

POFUT1 et le processus myvogénique :

Une précédente étude réalisée au sein de mon laboratoire d’accueil (Der Vartanian et
al., 2015) a démontré que la sous-expression de facon stable de Pofutl dans les cellules
myoblastiques murines C2C12 (lignées Po -) altérait le processus myogénique. Une diminution
de I’activation de la voie de signalisation NOTCH, caractérisée par une baisse de la quantité de
NICD, provoquait une entrée précoce des cellules en différenciation. Phénotypiquement, cela
se caractérise par une augmentation du nombre de myotubes ayant chacun peu de noyaux,
suggérant des défauts dans le processus de fusion secondaire. C’est la raison pour laquelle des
travaux ont été entrepris lors d’une précédente thése (Audrey Der Vartanian, 2015) pour
comprendre les mécanismes moléculaires a I’origine de ce dysfonctionnement. Ils s’appuyaient
sur la démonstration du lien existant entre la fusion myoblastique secondaire et la voie de
signalisation NFATc2/IL-4 (Horsley et al., 2003). 11 était donc évident d’étudier cette voie dans
le contexte de la lignée Po -. Tout d’abord, nous avons repéré au cours d’une cinétique de
différenciation de cette lignée, le moment a partir duquel les défauts d’expressions affectant le
processus myogénique apparaissaient. Ceux-ci font leur apparition entre 72h 120 h de
différenciation, laissant penser que le knockdown de Pofutl altére plutdt les phases tardives du
processus myogénique. Afin de confirmer cette observation, nous avons porté notre attention
sur ’expression de Myf6, qui est un MRF exprimé seulement dans les myotubes matures au
cours de la phase terminale de la différenciation myogénique (Braun et al., 1989 ; Montarras et
al., 1991). Une diminution de son expression est observée a 120 h de différenciation dans les
myotubes Po -, ce qui concorde avec leur phénotype particulier (myotubes longs, fins, avec peu
de noyaux). Il serait intéressant de mesurer 1’expression d’autres protéines impliquées dans le

processus myogénique afin de déterminer si ces acteurs sont également impactés par la sous-
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expression de Pofutl. Par exemple, la protéine Myomixer également appelée Minion ou
Myomerger, localisée dans la membrane plasmique, est fortement exprimée durant les 6
premiers jours apreés I’induction de la différenciation des C2C12 et participe a la fusion
myoblastique (Bi et al., 2017). Son knockout dans les cellules C2C12 réduit considérablement
le nombre de noyaux par myotube (Quinn et al., 2017). De plus, I’expression de Myomixer est
requise pour la fusion des cellules satellites et la régénération du tissu musculaire adulte (Bi et
al., 2018). Egalement, nous avons fait quelques tentatives avec la protéine Myomaker dont
I’expression favorise la fusion membranaire au cours du processus myogénique in vitro et in
vivo (Millay et al., 2013). Malheureusement, les résultats de PCRq obtenus n’étaient pas

exploitables ; ces expériences mériteraient d’€tre renouvelées.

Des analyses de live-monitoring du processus myogénique réalisées sur les cellules
C2C12 sauvages et sous-exprimant Pofut! confirment que le processus myogénique est altéré
au moment de la fusion secondaire, des lors que celui-ci se déroule dans des conditions ou
Pofutl est significativement moins exprimé. Cette étape correspond a la fusion des cellules de
certaines cellules de réserve avec les myotubes pré-existants. Nous pouvons remarquer que dans
le cas des cellules de réserve Po -, celles-ci ne fusionnent pas et ne participent donc pas a
I’accrétion myonucléaire de la fusion secondaire. D’aprés le modele proposé par Horsley et
collaborateurs (2003), la voie de signalisation NFATc2/IL-4 joue un réle majeur. En effet, le
facteur de transcription NFATc2 permet la production de I'IL-4, qui est sécrétée par les
myotubes naissants, attirant les cellules de réserve périphériques. Dans notre lignée Po -, nous
remarquons une diminution de I’expression de Nfatc2 dans les myotubes, corrélée avec une
baisse de la quantité d’IL-4 dans le milieu de culture. Ces premiers résultats sont en accord avec
le modéle proposé¢ par Horsley et collaborateurs (2003). Toutefois, I’expression de Nfatc2 et la
sécrétion de 1I’IL-4 bien que diminuées dans les cellules Po -, restent présentes a un niveau

significatif, suggérant que Pofutl n’est pas le seul facteur régulateur de ces deux acteurs. La
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poursuite de 1’étude s’est focalisée sur le récepteur a I’IL-4 et plus précisément la sous-unité
alpha (IL-4Ra). En effet, puisque I’IL-4 peut se fixer sur deux types de récepteurs, le récepteur
de type I (composé des sous-unités yc -60 kDa- et IL-4Ra -140 kDa-) et le récepteur de type 11
(composé des sous-unités IL-4Ra et IL-13Ral -65/70 kDa-) (Ul-Haq et al., 2016), notre choix
s’est porté sur la sous-unité IL-4Ra afin de couvrir tous les récepteurs. De plus, I’expression du
récepteur a la surface des cellules est stimulée par 1’'IL-4 elle-méme (Dokter ef al., 1992). En
effet, nous avons constaté que la baisse de la sécrétion de I’IL-4 dans le milieu de culture des
cellules Po - en différenciation est associée a une diminution de I’expression de la sous-unité o
du récepteur a I’IL-4, durant la phase de fusion secondaire. Pour confirmer la nécessité¢ de
I’interaction IL-4/IL-4Ra pour accomplir ce processus myogénique, nous avons utilis€¢ un
anticorps anti-IL-4Ra pour bloquer le site de liaison de 1I’'IL-4. Il en résulte que le phénotype
des C2C12 sauvages en différenciation est équivalent a celui des Po - avec notamment une
baisse similaire du nombre moyen de noyaux par myotubes passant de 8 a 4. Nos résultats
montrent donc que les défauts de fusion secondaire observés dans les cellules knockdown pour
Pofutl sont la conséquence d’une dérégulation de la voie de signalisation NFATc2/IL-4.
Neéanmoins, plusieurs éléments restent a explorer et tout d’abord le lien entre le O-fucosylation
par POFUT]1 et la signalisation NFATc2/IL-4. Compte tenu du fait que le récepteur NOTCH
est une cible bien caractérisée de POFUTI, nos premiéres investigations se sont portées sur
cette voie. Au sein d’ostéoblastes, le NICD, résultant du clivage de la partie intracellulaire de
NOTCH, augmente 1’expression de Nfatc2 par un mécanisme post-transcriptionnel. Il est mis
en avant que la présence du NICD stabilise I’ARNm de Nfatc2 en favorisant sa durée de vie
(Zanotti et al., 2013). Afin d’étudier ce cas dans nos cellules C2C12, nous avons commenceé
une ¢tude préliminaire consistant a inactiver le clivage du récepteur NOTCH (via le DAPT qui
est un inhibiteur de la y-sécrétase) et a en mesurer I’impact sur 1’expression de Nfact2. Sur des

cellules C2C12 en prolifération, nous observons une diminution significative de la quantité de
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transcrits de Nfatc2 en présence de DAPT. Ceci nous laisser penser que le mécanisme de
stabilisation de I’ARNm Nfatc2 par la présence du NICD dans les ostéoblastes peut se
transposer a notre modele. Néanmoins cette observation n’est pour le moment faite qu’en phase
de prolifération. Il semble que cela ne soit pas le cas lors de la phase de différenciation. En
effet, au sein du laboratoire il a ét¢ démontré que dans les cellules C2C12, la quantité de NICD
décline dans les myotubes et se maintient dans les cellules de réserve (Der Vartanian et al.,
2015). Or dans notre étude nous avons vu que le Nfatc2, dans la lignée C2C12, est plus exprimé
dans les myotubes que dans les cellules de réserve. Des études supplémentaires sont a réaliser

afin de déterminer si un lien persiste entre Nfatc2 et NICD au cours de la différenciation.

Parmi Ia liste des cibles potentielles de POFUT1, nous pouvons remarquer la présence
d’une famille de cadhérines particuliéres appelée CELSR1 a 3 (Cadherin EGF LAG seven pass
G type receptors) et d’un récepteur transmembranaire nommé STAB2. Les protéines CELSR
jouent un role dans différents mécanismes associés aux cellules neuronales, comme la migration
et la différenciation, également observés au cours du processus myogénique (Feng et al., 2012).
Le récepteur STAB2, impliqué dans les interactions cellule-cellule (Jung et al., 2007 ; Park et
al., 2009), participe a la différenciation myogénique et a la régénération musculaire (Park et al.,
2016). Ces différentes données font de ces protéines potentiellement O-fucosylées (2 sites
potentiels pour les CELSR et 6, pour STAB2) de bons candidats a étudier dans notre modé¢le
cellulaire sous exprimant Pofutl. Néanmoins, les domaines EGF-like de ces protéines
possédant la séquence consensus de O-fucosylation n’ont pas ét¢ démontrés comme étant
porteurs de O-fucose voire de O-fucosylglycane. De ce fait, le role de ces modifications sur la
fonction de ces protéines est pour I’heure inconnu. Des travaux menés au sein de mon équipe
d’accueil se sont focalisés sur la mise en évidence de la présence de O-fucose sur la protéine
WIF1 (Pennarubia ef al., 2019, en révision). Les techniques utilisées combinant la production

de domaines EGF-like isolés, la chimie click et la spectrométrie de masse pourraient étre trans-
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posées a nos protéines candidates afin de déterminer si oui ou non des O-fucoses sont liés a
leurs domaines EGF-like (Pennarubia ef al., 2018). Si cela est le cas, nous pourrions ensuite
créer des mutants sur les sites O-fucosylés afin de déterminer si 1’absence de O-fucoses affecte

la fonction de la protéine d’intérét et potentiellement son réle dans le processus myogénique.

WIF1 et le processus mvogénique :

Les ligands WNT constituent une famille conservée de glycoprotéines riches en
cystéines impliquées dans un grande variété de processus biologiques. Chez ’Homme, 19 génes
codant pour des protéines WNT sont décrits et possedent différents patterns d’expression et
fonctions (Gordon et Nusse, 2006 ; Clevers et Nusse, 2012 ; Nusse et Varmus, 2012). La
signalisation WNT peut étre divisée en deux voies : la voie dite canonique ou B-caténine
dépendante et la voie non canonique ou B-caténine indépendante (Clevers et Nusse, 2012). 11
existe différents inhibiteurs capables d’inactiver ces deux voies, il s’agit de Cerberus (Piccolo
et al., 1999), des protéines sFRP (Rattner et al., 1997) et de la protéine WIF1 (Hsieh et al.,
1999). Ces inhibiteurs se fixent aux protéines WNT les empéchant ainsi de se lier a leur
récepteur Frizzled et co-récepteur LRP5/6 (Malinauskas et Jones, 2014). Mon équipe d’accueil
s’intéresse a la protéine WIF1 et de ce fait une partie de mon travail de thése s’est porté sur
I’implication de cette protéine au cours du processus myogénique. WIF1 possede dans sa partie
C-terminale cinq domaines EGF-like dont deux contiennent la séquence consensus de O-
fucosylation par POFUTI. La protéine porte également un domaine d’interaction protéique
nomm¢é WIF (Liepinsh ef al., 2006) constitué¢ de deux sites distincts permettant son interaction
avec les protéines WNT (Malinauskas, 2008 ; Kerekes et al., 2015). Cela laisse penser que la
protéine WIF1 inhibe la signalisation WNT par un mécanisme de compétition notamment
utilisé par les protéines sFRPs avec le récepteur Frizzled. Dans le contexte myogénique, il a été
démontré que les protéines SFRP1 et 2 alterent le processus de différenciation myoblastique

(Descamps et al., 2008). Cela se traduit par une diminution de la surface des myotubes, une
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baisse du nombre de noyaux présents a I’intérieur des myotubes et une dérégulation de
I’expression des facteurs myogénique tardifs MyoG et Myf6. Compte tenu de ces différents
¢léments, nous avons décidé¢ d’étudier le role potentiel de la protéine WIF1 au cours du
processus myogénique de fagon similaire a I’équipe de Descamps et collaborateurs. Nous avons
décidé d’utiliser une concentration de 5 pg/mL de WIFI1, produite au laboratoire, car cette
concentration a été de facon probante utilisée pour les sFRPs sur les cellules C2C2 (Descamps
et al., 2008). De plus, nous avons été confrontés a des difficultés techniques de production des
protéines recombinantes en cellules CHO adhérentes, ce qui nous a empéché de réaliser des
traitements a des concentrations variées de WIF1. Pour donner une suite a ce travail, il faudrait
arriver a produire davantage de WIFI, potentiellement en changeant notre méthode de
production et utiliser des cultures cellulaires en suspension. Cela nous permettrait de déterminer
si I’impact de WIF1 observé dans notre étude est dose-dépendant. Dans un premier, nous avons
voulu observer si I’incubation des cellules C2C12 avec WIF1 modifiait leur capacité
proliférative. Dés 48 heures de traitement, la vitesse de prolifération ces cellules est augmentée
de fagon significative. Ceci diffeére du traitement des cellules C2C12 avec les protéines sFRP1
et 2 ou aucune variation de la vitesse de prolifération n’a été détectée (Descamps et al., 2008).
Cela pourrait s’expliquer par des affinités différentes pour les ligands WNT. Par exemple
WNT4, exprimé dans les cellules C2C12, induit la différenciation myogénique (Tanaka et al.,
2018). Ce dernier est fortement reconnu par WIF1, ce qui pourrait expliquer le maintien des
cellules dans un état prolifératif aux dépens de la différenciation. Une des étapes clés du
processus myogénique est la diminution de 1’expression des activateurs du cycle cellulaire
comme les cyclines et les CDKs (cyclin dependent kinases) au profit des inhibiteurs du cycle
cellulaire comme p21 ou p27 (Kitzmann et Fernandez, 2001). Ceci induit I’arrét de la
prolifération et 1’activation de la différenciation. Le géne de la cycline D1 posséde dans sa

région promotrice un site de fixation LEF-1, sur lequel le complexe B-caténine/LEF-1 se fixe
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pour induire sa transcription et la progression dans les phases du cycle cellulaire (Shtutman et
al., 1999). Dans notre ¢tude, 1’état prolifératif pourrait étre di au maintien de 1’expression de la
cycline D1 suggérant que la protéine WIF1 n’inhibe pas la voie WNT canonique dont la [3-
caténine est I’effecteur. Compte tenu de cette hypothese, il serait alors intéressant de quantifier
I’expression de la B-caténine afin de déterminer si elle est affectée ou non par le traitement
WIF1. Si son expression n’est pas diminuée, cela confirmerait que la protéine WIF1 cible le
voie WNT non canonique dans notre mode¢le cellulaire. Pour aller plus loin, il serait également
envisageable de mesurer I’expression de la cycline D1, celle-ci devrait étre supérieure dans les
cellules C2C12 traitées avec la protéine WIF1 par rapport aux cellules Mock. Une analyse par
cytométrie en flux des cellules C2C12 traitées ou non par la protéine exogene WIF1
recombinant, permettrait de déterminer si la répartition des cellules dans les différentes phases
du cycle cellulaire est modifiée par le traitement. Une activation constitutive de la voie WNT
canonique engendre une surexpression de Myf5 (Gros et al., 2009). Cette surexpression est aussi
observée dans notre étude, nous faisant alors penser une fois de plus que la voie WNT canonique
ne semble pas étre la cible prioritaire de la protéine WIF1 dans notre modele C2C12. La
signalisation WNT non canonique controle également la voie dénommée planar cell polarity
(PCP) qui régule I’orientation des myocytes au cours du développement du myotome (Gros et
al., 2009). Or il est connu que la fusion myoblastique se fait suite a 1’alignement des myocytes
les uns avec les autres. Si la présence de la protéine WIF1 diminue 1’activation non canonique
de la voie WNT, cela perturberait la voie PCP altérant ainsi le processus myogénique. Il apparait
que cela est le cas dans notre étude ou I’on observe une diminution de 1’indice de fusion et du
nombre de myotubes ayant plus de 6 noyaux. Une fois activée, la voie PCP conduit également
a I’activation des Janus kinases (JNK) qui peuvent ensuite phosphoryler les protéines NFAT
provoquant leur translocation dans le noyau ou elles exercent leur role de facteur de

transcription (Simons et Mlodzik, 2008). La voie NFAT est associée a la fusion myoblastique
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secondaire. Or nous observons justement un phénotype nous laissant penser que cette étape est
altérée. C’est pourquoi il serait intéressant de porter notre attention sur 1’état de la signalisation

NFAT dans les cellules C2C12 traitées avec du WIF1 exogene.

POFUT1 et le cancer colorectal :

Afin d’explorer I’'implication potentielle de POFUT1 dans le cancer colorectal, notre
é¢tude s’est d’abord tournée vers une analyse bioinformatique. De nombreuses données
pertinentes sont disponibles sur différentes plateformes, mais celles-ci sont malheureusement
peu exploitées. Nous avons décidé d’utiliser la base de données TCGA de la plateforme
FireBrowse dont des informations ont permis de mettre en évidence un lien entre le cancer de
I’estomac et I’expression de POFUTI (Dong et al., 2017). L’analyse du niveau d’expression de
POFUTI dans les 37 types de cancers référencés actuellement dans la base de données montre
que ce geéne est surexprimé dans 22 d’entre-eux dont le cancer colorectal, POFUTI est sous-
exprimé dans 6 autres cancers. Dans les 9 derniers cancers aucunes données n’étant disponibles
concernant les tissus sains, nous n’avons pas pu déterminer si I’expression de POFUTI dans
ces cancers ¢était altérée. De fagon générale, nous pouvons donc remarquer que 1’expression de
POFUTI est dérégulée lors du développement tumoral au sein de nombreux organes comme le
colon, le rectum, les reins ou encore les poumons. Cette généralité lui confére un intérét

particulier, car il semble étre un bon marqueur cancéreux quasiment universel.

Dans le cas du cancer colorectal, ou POFUTI est le plus exprimé au sein de tumeurs
apres celles des reins, nous avons pu mettre en évidence une surexpression de POFUTI des le
stade I du processus tumoral et qui reste restante constante au fil des différentes stades de la
progression tumorale. Parallelement, le marquage de la protéine POFUT1 sur des tissus issus
du CRB du CHU de Limoges et au sein de lignées cellulaires colorectales ont permis de
consolider cette constatation. L’expression de POFUTI ne peut donc pas étre utilisée pour la

classification des tumeurs colorectales du fait que son expression ne permet pas de discriminer
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les stades tumoraux entre eux. Néanmoins, le fait qu’elle soit précoce pourrait en faire un
marqueur de diagnostic complémentaire des techniques conventionnelles, recherchant des
mutations au sein de marqueurs moléculaires tels que KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) et BRAF (V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B), lorsque

des biopsies sont réalisées.

De I’étude de I’association entre I’expression de POFUTI et différents parametres
cliniques ressort notamment que la surexpression de POFUT est plus prononcée au niveau du
rectum, en particulier dans les adénocarcinomes rectaux par rapport a ceux qui sont mucineux.
Les adénocarcinomes mucineux forment un sous-groupe d’adénocarcinomes caractérisés par
une abondante quantité de constituants mucineux pouvant représenter jusqu’a 50 % du volume
de la tumeur (Bosman et al., 2010). La surexpression de POFUT! dans les tumeurs rectales
pourrait s’expliquer par le fait que les cellules du rectum sont plus sujettes aux instabilités
chromosomiques que celle du célon (Aaltonen ef al., 1998 ; Fernebro et al., 2002 ; Frattini et
al., 2004). 1l est connu que la région chromosomique 20q11.21 est tres instable (Lefort ef al.,
2008) et que des amplifications de cette portion sont détectées dans plus de 76% des cas de
cancer colorectaux. Cela conduit a I’augmentation du nombre de copies du gene POFUTI. 11
serait intéressant d’exploiter les données sur les amplifications chromosomiques de fagon
distincte, avec d’un coté les données pour le cancer du colon et de 1’autre, celles pour le cancer
du rectum. Cette analyse nous permettrait de savoir s’il y a effectivement plus d’amplification
de la région 20q11.21 porteuse de POFUTI dans les cancers du rectum par rapport a ceux du

cOlon.

Concernant le nombre de copies de POFUTI, nous pouvons observer que les valeurs
obtenues sur la base de données et sur les échantillons testés ne sont pas des nombres entiers.
Cela vient du fait qu’au sein d’une tumeur chaque cellule se trouve dans un état différent et

possede son propre nombre de copies de POFUT]. La valeur finale que nous exploitons corres-
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pond donc a une moyenne de nombre de copies du gene retrouvé dans 1’ensemble de la
population cellulaire tumorale. Nos analyses nous montrent que 49% des tumeurs colorectales
possedent entre 2 et 3 copies du gene. Tous nos échantillons provenant du CHU de Limoges
rentrent également dans cette catégorie. Il est intéressant de noter que 90% des patients
référencés dans la base de données TCGA pour un CCR possédent plus de deux copies du gene
POFUTI, tandis que seulement 76.02% présentent une amplification de la région
chromosomique 20ql11.21. Cette observation suggeére que le phénoméne d’amplification
chromosomique n’est pas la seule raison provoquant 1’augmentation du nombre de copies de
POFUTI. Celle-ci pourrait €tre ¢galement le résultat d’une duplication génique de POFUT1.
En effet, dans ce cas-1a, la région chromosomique 20q11.21 n’est pas altérée mais on détecte
une augmentation du nombre de copies de POFUTI. Nous constatons également des cas ou la
région chromosomique 20q11.21 n’est pas amplifiée mais I’expression de POFUT se retrouve
quand méme augmentée. Ceci pourrait s’expliquer par différents processus. Par exemple, la
portion chromosomique comprenant le gene POFUTI pourrait étre transloquée sur un autre
chromosome, dans une région en aval d’un promoteur fort conduisant ainsi a sa surexpression.
Ce phénomene est par exemple observé pour le géne c-Myc, celui-ci €tant fréquemment associé
au processus tumoral. En effet, dans les lymphomes de Burkitt, une portion du chromosome 8
incluant le géne c-Myc est transloquée sur le chromosome 14 au locus des chaines lourdes des
immunoglobulines conduisant a une activation constitutive de sa transcription (Dalla-Favera et
al., 1982 ; Taub et al., 1982). Il serait intéressant de réaliser chez les patients surexprimant
POFUTI sans amplification de la région chromosomique 20ql1.21, des expériences
d’hybridation in situ afin de localiser POFUT1 et détecter d’éventuelles translocations. Autre
hypotheése, il se pourrait que I’expression d’éléments régulateurs de la transcription des génes
comme les miRNA soient altérés. La quantit¢ de miRNA ciblant POFUT]1 varie de 85 a 133

selon la base de données utilisées (miRNET, miRDB et miRTarBase). Parmi eux, il a été¢ dé-
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montré que la famille des miR-34 régule négativement I’expression de POFUTI (Bernardo et
al.,2012). La mesure de I’expression par PCRq des membres de cette famille nous permettrait
d’observer si oui ou non I’expression de ces miRNA est altérée dans les tumeurs avec une
surexpression de POFUT1 sans amplification 20q11.21. De plus, certains miRNA pourraient
également étre surexprimes, et ceci peut étre une hypothése expliquant pourquoi dans certaines
tumeurs avec amplification 20q11.21, I’expression de POFUTI est de maniére surprenante
diminuée. Une autre hypothése pouvant expliquer les variations d’expression de POFUTI en
absence d’altération de la région chromosomique est la présence de polymorphismes dans la
région promotrice du géne. En effet, cela pourrait impacter la fixation des facteurs de
transcriptions sur les régions promotrices et ainsi diminuer 1’expression de POFUTI comme
cela est le cas pour le géne CDH 1 codant pour la cadhérine E (Li et al., 2000 ; Shin et al., 2004).
Egalement, la présence de polymorphismes dans les régions promotrices de POFUT1 pourrait
dans le cas contraire, induire 1’apparition d’un nouveau site de fixation pour un facteur de
transcription augmentant ainsi 1’expression du gene POFUTI. Ce type de mécanisme est
notamment observé dans le promoteur du gene COX-2 ou un polymorphisme génére un
nouveau site de liaison pour le facteur de transcription c-MYB conduisant a la surexpression
du gene COX-2 associée au risque de développer un cancer de I’cesophage (Zhang et al., 2005).
Il serait donc intéressant de séquencer la région promotrice de POFUT au sein d’individus ne
présentant pas d’altération de la région chromosomique 20q11.21 pour statuer sur la présence
ou non de polymorphisme et par la suite s’intéresser a leur potentiel impact sur 1’expression du
gene. La méthylation du promoteur de POFUT serait également une piste a exploiter dans
I’étude de la variation de I’expression du geéne toujours sans altération de la région
chromosomique. En effet, dans les cellules cancéreuses colorectales HCT-116 une
hyperméthylation des promoteurs des SFRP diminue leur expression et renforce les capacités

tumorales des cellules du fait de I’absence d’inhibition de la voie de signalisation WNT (Suzuki
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et al., 2004). De plus, on observe dans les cas de lymphomes une délétion du géne DNMT3b
(DNA methyltransferase 3b) codant pour une méthyltransférase qui ne peut donc plus exercer
sa fonction répressive de la transcription génique favorisant ainsi le développement tumoral
(Zheng et al., 2016). C’est pourquoi, il serait intéressant de déterminer le niveau de méthylation
du promoteur de POFUTI, notamment par pyroséquengage, mais ¢également le niveau
d’expression des geénes codant les méthyltransférases, par PCRq, dans les cas de tumeurs sans

altérations chromosomiques 20q11.21.

Compte tenu de I'implication de la O-fucosylation médi¢ée par POFUT1 dans
I’activation de la voie NOTCH, nous nous sommes intéressés a 1’expression des quatre
récepteurs dans les tumeurs colorectales. Il en ressort qu’a I’exception de NOTCH?2, il s’agit
dans tous les cas de corrélations positives dont la plus forte se faisant entre POFUTI et
NOTCHI. Parmi les 20 sites potentiels de O-fucosylation présents sur NOTCHI, 17 d’entre
eux sont démontrés comme étant O-fucosylés dans la lignée HEK293T et par la suite certains
sont rallongés par les enzymes de la famille Fringe (Lunatic, Manic, Radical) (Kakuda et
Haltiwanger, 2017). Néanmoins, il est possible que les sites de O-fucosylation ne soient pas
occupés de la méme manicere selon le type cellulaire. Il se pourrait que certains sites non occupés
dans les cellules saines le deviennent suite a leur transformation cancéreuse liée a la
surexpression de POFUTI. De plus, cette surexpression dans le cancer colorectal pourrait
favoriser un allongement supplémentaire de O-fucoses. Celui-ci permet 1’interaction entre
NOTCH et DELTA aux dépens de JAGGED (Kakuda et Haltiwanger, 2017). En modifiant
I’interaction avec le ligand partenaire privilégié, I’activation de la voie de signalisation NOTCH
en serait perturbée. Nous avons donc suivi I’expression de genes cibles de la voie NOTCH
controlant des processus cellulaires souvent altérés au cours du développement tumoral. On
observe a partir de la base de données TCGA, une surexpression de la cycline D1 et de c-Myc

(associés a la prolifération), de Snail (promouvant la transition €pithélio-mésenchymateuse) et
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de la Survivine (inhibiteur de I’apoptose) dans les tumeurs colorectales. Les expressions de p2/
(régulateur négatif du cycle cellulaire) et de HEY! (facteur de transcription de la voie NOTCH)
sont significativement diminuées. Concernant HEY/, on pourrait imaginer que son expression
est induite suite a I’interaction NOTCH/JAGGED, si bien que I’allongement potentiel des O-
fucoses favorisant I’interaction NOTCH/DELTA conduirait a la baisse de 1’expression de
HEY]. Dans tous les cas, nous remarquons que la dérégulation significative des geénes associés
a la voie de signalisation NOTCH se fait au profit du développement tumoral. Désormais, il
serait pertinent de regarder la corrélation de I’expression de POFUTI et des enzymes de la
famille Fringe. Dans le cas ou une forte corrélation est retrouvée, on pourrait réaliser des
knockdown des génes codant les enzymes Fringe dans des lignées colorectales, afin d’inhiber
I’allongement des O-fucose, et regarder si cela diminue I’expression des génes cibles de
NOTCH mentionnés ci-dessus. Cela nous confirmerait alors que I’élongation des O-fucose due
a la surexpression de POFUTI et favorisant I’interaction NOTCH/DELTA, participe au

développement tumoral en modifiant I’expression de génes associés a la tumorigenése.

Enfin, nous avons analysé les expressions de POFUTI et de NOTCH1 dans les tumeurs
colorectales en les catégorisant en fonction de la moyenne d’expression des geénes observée
chez les individus sains. Globalement, nous avons pu constater une surexpression de POFUT1
et de NOTCHI dans les tumeurs colorectales, plus prononcée dans le grade IV, et dans les
adénocarcinomes notamment rectaux. Dans les adénocarcinomes mucineux, nous détectons
majoritairement une sous-expression de POFUT] et une surexpression de NOTCH 1. Cela peut
paraitre surprenant compte tenu de I’implication de la O-fucosylation, contrélée par POFUTI,
des récepteurs NOTCH dans ’activation de la voie de signalisation. Cependant, ces résultats
ne reflétent pas ’activation de la voie elle-méme, mais 1’expression des genes. Il serait
nécessaire d’évaluer 1I’expression des genes cibles de NOTCH dans ce type de tumeurs ou bien

de réaliser des immunomarquages de la partie clivée de NOTCH (NICD) témoignant de 1’acti-
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vité de la voie de signalisation. Ces données nous donneraient une vision plus précise de
I’activité de la voie NOTCH dans ces adénocarcinomes mucineux. Néanmoins, ce type de
tumeur présente des mécanismes moléculaires différents des adénocarcinomes classiques
comme le révele des analyses moléculaires, focalisées sur I’étude de la présente d’instabilités
microsatellitaires (Hugen et al., 2014) et de mutations dans la signalisation RAS/MAPK (Hugen
et al., 2015), suggérant ainsi un processus de tumorigenese qui lui est propre (Luo et al., 2019).
C’est pourquoi les conclusions concernant les adénocarcinomes non mucineux peuvent
diverger de celles obtenues pour les tumeurs mucineuses. Une étude parue en méme temps que
notre article dans Cancers, s’est intéressée au role de POFUT1 dans le CCR (Du et al., 2018).
Ils ont réalis¢é une étude bioinformatique sur des données TGCA différentes des notres
aboutissant a la méme conclusion concernant la surexpression de POFUTI dans le CCR. Ils
ont également effectué¢ des expériences in vitro (de prolifération, de migration et d’invasion) et
in vivo (xénogreffes) utilisant des lignées cancéreuses colorectales (HCT-116 et SW620)
knockdown pour POFUTI. 1ls en ont conclu que le KD de POFUTI diminué¢ d’une part
I’activation de la signalisation NOTCH et d’autre part, la prolifération, I’invasion et la
migration des cellules cancéreuses en promouvant I’apoptose. En outre, ces ¢léments renforcent
I’intérét de 1’¢tude de POFUT1 dans le cancer colorectal mais également nos conclusions.
Récemment, POFUTI a été mis en relation avec la protéine PLAGL2 (pleomorphic adenoma
gene-like 2) dans le cadre du cancer colorectal (Li et al., 2019). PLAGL2 est un facteur de
transcription surexprimé dans le CCR induisant la prolifération cellulaire par I’intermédiaire de
la signalisation WNT/B-caténine (Li et al., 2019). Les geénes codant les protéines POFUT1 et
PLAGL2 sont contigus et partagent un promoteur commun bidirectionnel, dans la région
20q11.21, conservé chez les Mammiferes (Li et al., 2019). Ces deux genes partagent également
le fait que leur surexpression dans le CCR est due a un phénomene d’amplification

chromosomique. Il est intéressant de noter qu’ils sont associés a deux signalisations différentes,
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la voie NOTCH et la voie WNT, démontrées comme impliquées dans le processus de
cancérisation colorectale. Des études bioinformatiques et fonctionnelles sont a réaliser afin de
déterminer comment ces deux protéines possédant des fonctions biologiques différentes,
induisent le développement tumoral colorectal, et si cela peut s’étendre a d’autres cancers

(Germot et Maftah, 2019).
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Résumé

La protéine O-fucosyltransférase 1 (POFUT1) réticulaire, dont le géne est localisé dans la région
chromosomique 20q11.21 chez I’'Homme, catalyse le transfert d’un fucose qui sera O-lié sur la sérine ou la
thréonine présente dans la séquence consensus (C2X4S/TC?), portée par un domaine EGF-like d’une glycoprotéine
membranaire ou sécrétée. Le knockdown de Pofut! (Po -) dans la lignée myoblastique murines C2C12 conduit &
la formation de myotubes allongés et minces, a faible nombre de noyaux ainsi qu’a une sous-expression du
marqueur myogénique tardif Myf6, suggérant des défauts significatifs dans la fusion secondaire. La signalisation
NFATc2/IL-4 est décrite comme la voie principale associée a cette étape. Nous montrons que la moindre
expression de Nfatc2 dans les myotubes Po - est corrélée a une baisse de 1'lL-4 sécrétée et a une faible quantité de
son récepteur (IL-4Ra) présent chez les cellules de réserve qui doivent participer a la fusion avec les myotubes
naissants. La neutralisation de I’IL-4Ra sur les C2C12 sauvages provoque des défauts d'accrétion myonucléaire,
semblables a ceux observés pour les Po -. Ainsi, POFUT1 pourrait étre un nouveau médiateur de la croissance des
myotubes au cours du processus myogénique, notamment par la signalisation NFATc2/IL-4. La glycoprotéine
WIF1, cible potentielle de POFUT]1, est un antagoniste de la signalisation WNT via sa fixation aux protéines WNT.
Cette voie est connue pour étre impliquée dans la prolifération et la différenciation des myoblastes. Néanmoins,
aucune donnée ne concerne le role de WIF1 dans le processus myogénique. Par un apport exogéne de WIF1, nous
avons montré I’augmentation de la prolifération et I’altération de la différenciation myoblastique des C2C12. Lors
de la prolifération, une augmentation de I’expression de Myf5 et une diminution de MyoG sont observées. A 7
jours de différenciation, les myotubes Po - ont un diamétre plus petit que les myotubes sauvages et ils sont plus
nombreux a avoir un faible nombre de noyaux, traduisant des défauts de fusion. Nous démontrons pour la premiere
fois, ’implication de la protéine WIF1 dans le processus myogénique. Récemment, POFUT1 a aussi été proposé
comme nouveau biomarqueur pour certains cancers, mais pas évalué dans le cancer colorectal (CCR). Nous avons
donc collecté des données issues de 626 tumeurs et 51 tissus adjacents non tumoraux disponibles dans FireBrowse,
celles de lignées cellulaires cancéreuses colorectales et de prélévements tumoraux provenant du Centre de
Ressources Biologiques du CHU de Limoges. Une surexpression de POFUTI est observée dés le stade I,
majoritairement due a une amplification de la région 20ql11.21. Elle est significativement associée aux
adénocarcinomes non mucineux et a une localisation rectale. De plus, I’expression de POFUT! est corrélée a celles
des récepteurs NOTCH ainsi qu’au processus métastatique, probablement par activation de la voie NOTCH. A ce
titre, POFUT1 pourrait étre considéré comme un nouveau biomarqueur pour le diagnostic du CCR.

Mots-clés : POFUTI, cancer colorectal, processus myogénique, voie de signalisation NOTCH, voie de
signalisation NFATc2/IL-4, WIF1, voie de signalisation WNT.

Abstract

The ER protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1), whose gene is located at the 20q11.21 chromosomic
region in humans, catalyzes O-linked fucose addition to serine or threonine present in the consensus sequence
(C?X4S/TC?) carried by EGF-like domain of membrane or secreted glycoprotein. Pofutl knockdown (Po -) in
murine myoblast C2C12 cell line leads to formation of elongated and thin myotubes, with a low number of nuclei
and to downexpression of the late myogenic marker Myf6, suggesting significant defects in secondary fusion.
NFATc2/IL-4 signaling is described as the main pathway associated to this step. We showed that the slightest
expression of Nfatc2 in Po - myotubes is correlated with a decrease in IL-4 secretion and a lower quantity of
IL-4Ra in reserve cells, which had to fuse with nascent myotubes. IL-4Ra neutralization on wild-type C2C12
causes myonuclear accretion defects, similar to those observed in Po -. Then, POFUT1 could be a new mediator
of myotube growth during myogenic process, particularly through NFATc2/IL-4 signaling. The glycoprotein
WIF1, potential POFUT]1 target, is an antagonist of WNT signaling via its binding to WNT proteins. This pathway
is involved in proliferation and differentiation of myoblasts. However, no data are available on WIF1 role in the
myogenic process. Through exogenous WIF1 treatment, we showed a proliferation increase and a myoblast
differentiation impairment in C2C12. During proliferation, increase in Myf5 and decrease in MyoG expressions
are observed. At 7 days of differentiation, Po - myotubes have a smaller diameter than wild-type ones and are more
numerous to have a small number of nuclei, reflecting fusion defects. For the first time, we demonstrate the
involvement of WIF1 in the myogenic process. Recently, POFUT1 was proposed to be a new biomarker for several
cancers, but not evaluated in colorectal cancer (CRC). We used data from 626 tumors and 51 adjacent non-tumor
tissues available at FireBrowse, colorectal cancer cell lines and tumor samples from the Biological Resource
Centre of Limoges hospital. A POFUT] overexpression is observed from stage I, mainly due to amplification of
20q11.21 region. It is significantly associated to non-mucinous adenocarcinoma and to rectum location. Moreover,
POFUTI expression is correlated with those of NOTCH receptors as well as the metastatic process, probably by
activation of the NOTCH pathway. POFUT1 could therefore be considered as a new biomarker for CRC diagnosis.

Keywords : POFUT1, colorectal cancer, myogenic process, NOTCH signaling pathway, NFATc2/IL-4 signaling
pathway, WIF1, WNT signaling pathway.



