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L'imagination est plus importante que le savoir.  

Albert Einstein   



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 4 

 

 

 



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 5 

 

 

REMERCIEMENTS 

Je voudrais tout d’abord remercier Monsieur Tony LEFEBVRE, Professeur à 

l’Université de Lille 1, et Monsieur Mohamed OUZZINE, Directeur de recherche INSERM 

à l’Université de Lorraine de l’honneur qu’ils m’ont fait en acceptant d’être rapporteurs de 

cette thèse. Je tiens également à remercier Madame Amalia TROUSSON, Maitre de 

Conférences à l’Université Clermont Auvergne qui a bien voulu être examinatrice de ce 

travail, ainsi que Monsieur Jean-Michel PETIT, Professeur à l’Université de Limoges, qui a 

accepté de présider mon jury de soutenance de thèse. 

J’adresse mes plus sincères remerciements à mes deux co-directeurs de thèse, Monsieur 

Sébastien LEGARDINIER, Maître de Conférences à l’Université de Limoges et Monsieur 

Abderrahman MAFTAH, Professeur à l’Université de Limoges pour leur encadrement, leur 

aide et leur disponibilité. Je tiens aussi à souligner leurs qualités humaines et scientifiques qui 

m’ont permis de réaliser cette thèse dans les meilleures conditions.  

J’exprime ma gratitude à Madame Agnès GERMOT, Maître de Conférences à 

l’Université de Limoges pour sa contribution à mes recherches.  

Je souhaite aussi remercier Madame Emilie PINAULT, Ingénieur d'études à l’Université 

de Limoges pour son apport important à mes travaux. 

Je remercie Monsieur Bilal AL JAAM, ancien doctorant de l’Université de Limoges, 

avec qui j’ai collaboré lors de mes premiers travaux de thèse. 

Je tiens à remercier Monsieur Daniel PETIT, Professeur émérite à l’Université de 

Limoges, pour toutes nos discussions et ses conseils.  

Je remercie tous les doctorants et post-doctorants avec qui j’ai partagé ces années de thèse 

pour leur aide. J’aimerais remercier plus particulièrement Monsieur Julien CHABANAIS 

pour ses suggestions et nos échanges scientifiques. 

Enfin, je tiens à remercier tous les membres du personnel technique qui ont contribué 

d’une façon ou d’une autre à cette thèse. 

Mes derniers remerciements vont à l’ensemble des membres du laboratoire PEIRENE que 

j’ai côtoyé durant ces trois années. 

Merci à tous. 



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 6 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 7 

 

 

TABLE DES MATIERES 

RESUME ............................................................................................................ 17 

ABSTRACT ....................................................................................................... 19 

PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS ................................................ 21 

AVANT-PROPOS ............................................................................................. 25 

EXPOSE BIBLIOGRAPHIQUE ..................................................................... 29 

Chapitre I. La glycosylation ....................................................................................... 31 

I.1. La N-glycosylation ......................................................................................................... 33 

I.2. La O-glycosylation ......................................................................................................... 35 

I.3. La C-glycosylation ......................................................................................................... 39 

Chapitre II. La O-fucosylation................................................................................... 41 

II.1. La O-fucosylation dépendante de Pofut1 ...................................................................... 41 

II.1.1. Structure de l’enzyme Pofut1 ............................................................................................. 41 

II.1.2. Les ELDs comme substrats accepteurs ............................................................................... 43 

II.1.3. L’interaction des ELDs avec Pofut1 ................................................................................... 45 

II.1.4. Activité catalytique de Pofut1............................................................................................. 47 

II.2. La O-fucosylation dépendante de Pofut2 ...................................................................... 51 

II.3. Autres domaines O-fucosylables .................................................................................. 53 

II.4. Le rallongement des O-fucoses ..................................................................................... 53 

Chapitre III. Les protéines O-fucosylées .................................................................. 55 

III.1. Le récepteur Notch ...................................................................................................... 55 

III.1.1. La voie de signalisation induite par Notch ........................................................................ 57 

III.1.2. La O-fucosylation de NOTCH1 ........................................................................................ 59 

III.2. Les autres protéines O-fucosylées ............................................................................... 61 

III.3. Les protéines potentiellement cibles de Pofut1 ........................................................... 61 

III.4. La protéine WIF1 ......................................................................................................... 63 

III.4.1. Un inhibiteur de la voie Wnt ............................................................................................. 63 

III.4.2. Structure de la protéine WIF1 ........................................................................................... 65 

III.4.3. Le rôle des ELDs de WIF1 ................................................................................................ 67 

III.4.4. L’importance biologique de WIF1 .................................................................................... 67 

PROJET DE THESE ........................................................................................ 71 

RESULTATS ..................................................................................................... 75 

Publication N°1 ..................................................................................................................................... 77 

Publication N°2 ................................................................................................................................... 117 

Publication N°3 ................................................................................................................................... 229 

DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES ..................................... 305 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...................................................... 337 

ANNEXE .......................................................................................................... 355 



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 8 

 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 9 

 

 

LISTE DES ABREVIATIONS 

ADAM: A Disintegrin and Metallo-proteinase 

AMACO: A domain-containing protein similar to Matrilin and Collagen 

ANK: Ankyrin 

APC: Adenomatous Polyposis Coli 

CAZy: Carbohydrate-Active enZYmes 

cEGF: C1r-like EGF 

CHO: Chinese hamster ovary 

CNX: Calnéxine  

CRD: Cysteine Rich Domain 

CRT: Calréticuline 

CSL: CBF-1/RBPJ-κ/Suppressor of Hairless/Lag-1 

CuAAC: Copper-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition 

DLL: Delta-like 

DOS: Delta and OSM-11 like 

Dsh: Dishevelled 

DSL: Delta/Serrate/Lag-2 

EGF: Epidermal Growth Factor 

ELD: EGF-like domain 

EOGT: EGF domain-specific O-linked N-acetylGlucosamine Transferase 

ERAD: Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation 

Fuc: Fucose 

Gal: Galactose 

GalNac: N-Acétylgalactosamine 

GDP: Guanosine 5′-Diphosphate 

Glc: Glucose 

GlcNAc: N-Acétylglucosamine 

GSK-3β: Glycogen synthase kinase 3 

HD: Heterodomain 

hEGF: human EGF-like 



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 10 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 11 

 

 

Hes: Hairy/Enhancer of Split 

Hey: Hairy/Enhancer of Split-related with YRPW Motif 

HSPG: Glypican heparan sulfate proteoglycans 

intEGF: Intégrines EGF-like 

JAG: Jagged 

KDEL: Lysine-Aspartate-Glutamate-Leucine 

KO: Knockout 

lamEGF: Laminines EGF-like 

LFNG: Lunatic fringe 

LNR: Lin-12/Notch Repeats 

LRP5/6: Low-density lipoprotein receptor-related proteins 5 or 6 

Man: Mannose 

MAM: Mastermind 

MDCS: Myoblastes Dérivés de Cellules Satellites 

MEC: Matrice extracellulaire 

MRM: Multiple reaction monitoring 

NECD: Notch Extracellular Domain 

NICD: Notch Intracellular Domain 

NLS: Nuclear Localization Signal 

NRR: Negative regulatory region 

NTR: Netrin domain 

Pax: Paired box protein 

PDI: Protéine disulfide isomérase 

PEST: Proline-Glutamate-Sérine-Thréonine 

PNGase: Peptide N-glycosidase 

Poglut: Protein O-glucosyltransferase 

Pofut: Protein O-fucosyltransferase 

PPI: Protéine prolyl isomérase 

RAM: RBPj Associated Molecule 

RE: Réticulum Endoplasmique 

sFRP: Secreted Frizzled-related protein 

TAD: Transactivation Domain 



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 12 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 13 

 

 

TCF/LEF: T Cell factor/Lymphoid enhancer factor 

TMD: Transmembrane domain 

Tn Ag: Tn antigen 

TSR: Trombospondin Type 1 Repeat 

UDP: Uridine Diphosphate 

UGGT1: UDP-Glucose Glycoprotein Glucosyltransferase 1 

WIF1: Wnt inhbitory factor 1 

WT: Wild type 

 

 

 

 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 14 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 15 

 

 

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX 

Figure 1 : Schéma simplifié du contrôle du repliement des glycoprotéines dans le RE. ............... 32 

Figure 2 : Schéma simplifié de la biosynthèse des différents types de N-glycanes. ....................... 34 

Figure 3 : Biosynthèse des O-glycanes de type mucine les plus communs. .................................... 36 

Figure 4 : Représentation des O-glycanes les plus communs. ......................................................... 36 

Figure 5 : Biosynthèse et structure de la C-mannosylation. ............................................................ 38 

Figure 6 : Schéma de la protéine POFUT1 murine. ......................................................................... 40 

Figure 7 : Structure caractéristique des repliements GT-A et GT-B. ............................................ 42 

Figure 8 : Structure cristallisée de la protéine POFUT1 murine. ................................................... 42 

Figure 9 : Les différents types d’ELDs. ............................................................................................. 42 

Figure 10 : Les O-glycosylations des ELDs. ...................................................................................... 44 

Figure 11 : Interactions entre les résidus de POFUT1 et de l’ELD (+). ......................................... 44 

Figure 12 : Mécanisme catalytique de l’enzyme POFUT1 murine (type SN1). .............................. 48 

Figure 13 : Représentation de la O-fucosylation de TSR de type 1. ............................................... 50 

Figure 14 : Différence structurale entre les enzymes POFUT1 et POFUT2 humaines. ................ 50 

Figure 15 : Mécanisme catalytique de l’enzyme Pofut2 (C.elegans) (type SN2). ............................ 50 

Figure 16 : L’extension des O-fucoses par d’autres monosaccharides. .......................................... 52 

Figure 17 : Structures des différents récepteurs Notch. .................................................................. 54 

Figure 18 : Structures des différents ligands canoniques des récepteurs Notch. ........................... 56 

Figure 19 : La voie de signalisation Notch. ....................................................................................... 56 

Figure 20 : La O-fucosylation du récepteur NOTCH1. ................................................................... 58 

Figure 21 : Positions des O-fucoses de NOTCH1 favorisant l’interaction avec les ligands DSL. 58 

Figure 22 : Fringe module l’activation de Notch par ses ligands DSL. .......................................... 60 

Figure 23 : Liste des protéines humaines potentiellement cibles de POFUT1. .............................. 60 

Figure 24 : Signalisation de la voie canonique Wnt ......................................................................... 62 

Figure 25 : Homologie de structure entre les antagonistes et les protéines associées à Wnt ........ 64 

Figure 26 : Structure de WIF1 murin ............................................................................................... 64 

Figure 27 : Régulation du gradient morphogénétique des Wnts par WIF1. ................................. 66 

file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642090
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642091
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642092
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642093
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642094
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642095
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642096
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642097
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642098
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642099
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642100
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642101
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642102
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642103
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642104
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642105
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642106
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642107
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642108
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642109
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642110
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642111
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642112
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642113
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642114
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642115
file:///C:/Users/pennarubia01/Desktop/Manuscrit/Manuscrit%20Florian%20Pennarubia.docx%23_Toc527642116


Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 16 

 

 

  



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 17 

 

 

RESUME 

La O-fucosylation, catalysée par Pofut1, est une glycosylation rare qui consiste en l’ajout 

d’un fucose O-lié sur la sérine ou la thréonine d’une séquence consensus (C
2
X4(S/T)C

3
), 

portée par un domaine EGF-like (ELD) d’une glycoprotéine membranaire ou sécrétée. Notre 

analyse de la lignée murine Pofut1
cax/cax

, hypomorphe pour le gène Pofut1, a révélé une 

hypertrophie musculaire post-natale associée à une diminution du pool de cellules satellites. 

Ce phénotype est en partie associé à un défaut d’interaction entre les récepteurs NOTCH 

hypo-O-fucosylés des myoblastes dérivés de cellules satellites (MDCS) et leurs ligands DSL, 

ce qui aboutit à une plus faible activation de la signalisation Notch. D’autres protéines 

potentiellement impliquées dans la myogenèse peuvent également être la cible de POFUT1. 

C’est notamment le cas de la protéine Wnt inhibitory factor 1 (WIF1), qui dispose de cinq 

ELDs, dont deux sont potentiellement aptes à recevoir un O-fucose (ELDs III et V). Par une 

approche phylogénétique, nous avons montré la conservation de ces deux sites de 

O-fucosylation et de deux sites de N-glycosylation chez la plupart des bilatériens. Nos 

expériences démontrent l’occupation de tous ces sites, excepté le site de O-fucosylation de 

l’ELD V, chez la protéine WIF1 murine. La capacité de l’ELD III, produit de manière isolée, 

à recevoir un fucose O-lié a été démontrée après O-fucosylation in vitro, par l’association de 

cycloaddition azide-alcyne assistée au cuivre (CuAAC) et de spectrométrie de masse en mode 

MRM. Cette nouvelle approche expérimentale a par la suite été standardisée et sa sensibilité 

évaluée en comparant deux autres ELDs (ELDs 12 et 26 de NOTCH1) connus pour être 

O-fucosylés mais présentant des affinités différentes pour POFUT1. De façon surprenante, 

l’ELD V de WIF1 ne peut être O-fucosylé, probablement en raison d’un clash stérique entre 

cet ELD et POFUT1, prévenant ainsi leur interaction. L’analyse de la protéine WIF1 entière a 

confirmé les résultats obtenus sur les ELDs isolés et démontre l’occupation des deux sites de 

N-glycosylation. Enfin, nos résultats montrent également l’importance de ces deux 

N-glycanes, mais également celle du O-fucose de l’ELD III, pour une sécrétion optimale de la 

protéine WIF1 murine.  

Mots clés: POFUT1, O-fucosylation, EGF-like, WIF1, CuAAC 
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ABSTRACT 

The, Pofut1-catalyzed O-fucosylation, is a rare glycosylation which consists of the 

addition of an O-linked fucose to the serine or threonine of a consensus sequence 

(C
2
X4(S/T)C

3
), carried by an EGF-like domain (ELD) of a membrane or secreted 

glycoprotein. Our analysis of the murine line Pofut1
cax/cax

, hypomorphic for the Pofut1 gene, 

revealed post-natal muscle hypertrophy associated with a decrease in the satellite cell pool. 

This phenotype was partly associated with a lack of interaction between hypo-O-fucosylated 

NOTCH receptors of satellite cell-derived myoblasts (SCDM) and their DSL ligands, which 

resulted in a lower activation of Notch signaling. Other proteins potentially involved in 

myogenesis may also be the target of POFUT1. This is indeed the case for the protein Wnt 

inhibitory factor 1 (WIF1), which has five ELDs, whose only two are potentially able to 

receive an O-fucose (ELDs III and V). Using a phylogenetic approach, we showed in most 

bilaterians that these two O-fucosylation sites and two N-glycosylation sites were conserved. 

Our experiments showed the occupation of all these sites, except for the O-fucosylation site of 

murine WIF1 protein ELD V. The ability of the ELD III, produced as an isolated protein, to 

receive O-linked fucose was demonstrated after an in vitro O-fucosylation by combination of 

copper-catalysed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) and MRM-mass spectrometry. This 

new experimental approach was then standardized and its sensitivity was evaluated by 

comparing two other ELDs (NOTCH1 ELDs 12 and 26) known to be O-fucosylated but with 

different affinities for POFUT1. Surprisingly, WIF1's ELD V could not be O-fucosylated, 

probably due to a steric clash between this ELD and POFUT1, thus preventing their 

interaction. The analysis of the full-length WIF1 protein confirmed our results obtained with 

isolated ELDs and demonstrated the occupation of the two N-glycosylation sites. Finally, our 

results also showed the importance of these two N-glycans, but also the importance of ELD 

III’s O-fucose, for optimal secretion of the murine WIF1 protein. 

Keywords: POFUT1, O-fucosylation, EGF-like, WIF1, CuAAC 
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AVANT-PROPOS 

Les glycosylations sont des modifications post-traductionnelles catalysées par une 

multitude d’enzymes spécifiques appelées glycosyltransférases. Ces modifications sont 

retrouvées entre autres sur des lipides et des protéines (glycoconjugués) et consistent à 

transférer un monosaccharide, pouvant être ou non rallongé par d’autres sucres suite à l’action 

combinée de glycosyltransférases et de glycosidases. Trois grands types de glycosylation sont 

recensés pour les glycoprotéines, classés en fonction de la nature de la liaison entre le sucre et 

l’acide aminé, les N-, O- et C-glycosylations. Les glycanes assurent de nombreuses fonctions 

importantes notamment pour le repliement, la maturation et l’activité des protéines. Des 

altérations de ces glycosylations sont souvent associées à diverses pathologies dont les 

cancers (Varki, 2017). 

L’équipe « Glycosylation et différenciation cellulaire » du laboratoire pluridisciplinaire 

PEIRENE (EA 7500), au sein de laquelle j’ai effectué mes travaux de thèse, a toujours eu 

pour objectif d’étudier les glycoconjugués et leurs effets biologiques. Ainsi, plusieurs études 

ont été menées ces dernières années sur différentes glycosyltransférases (fucosyl-, glucosyl-, 

sialyltransférase, etc…), pour mettre en évidence le rôle de ces enzymes, et par extension des 

glycanes qu’elles transfèrent, dans la régulation du développement musculaire et plus 

récemment dans le processus tumoral. Mes travaux de thèse dans cette équipe de recherche 

ont consisté à étudier la O-fucosylation médiée par POFUT1 sous différents aspects tels que 

sa mise en évidence expérimentale, ses cibles protéiques potentielles, ses effets biologiques et 

le mécanisme d’action de l’enzyme qui lui est associée. 

La O-fucosylation des domaines EGF-like (ELD) est une glycosylation rare catalysée par 

la protéine O-fucosyltransférase 1 (Pofut1). Le transfert de O-fucoses ne peut être catalysé 

que sur des ELDs correctement repliés possédant une séquence consensus spécifique de type 

C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3
 (Müller et al., 2014). Les fucoses O-liés sont essentiels à la fonction de 

certaines glycoprotéines, comme le récepteur NOTCH1 dont la O-fucosylation module son 

interaction avec ses ligands de type DSL (Delta/Serrate/Lag-2) (Kakuda and Haltiwanger, 

2017). Ainsi, l’absence de O-fucosylation s’avère dramatique pour l’organisme, comme le 

montre le KO du gène Pofut1 qui est létal (Shi and Stanley, 2003) mais également les défauts 

de somitogenèse observés suite à la sous-expression de Pofut1 chez la lignée murine 

Pofut1
cax/cax 

(Schuster-Gossler et al., 2009). Le récepteur NOTCH1, est la glycoprotéine  
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O-fucosylée la plus connue et étudiée et par conséquent la plus analysée dans le contexte 

d’une altération globale de la O-fucosylation. Il existe seulement moins d’une centaine de 

protéines portant a mimima une séquence consensus de O-fucosylation (Al Jaam, 2016; 

Schneider et al., 2017). Néanmoins, la présence effective de fucose O-lié n’a été démontrée 

que pour une quinzaine d’entre elles (Li et al., 2017; Schneider et al., 2017). Ainsi plusieurs 

protéines sont susceptibles d’être impactées par une altération de l’expression de Pofut1. 

Les objectifs de mes travaux de thèse ont donc été d’étudier l’effet de la sous-expression 

de Pofut1 sur la voie Notch dans le contexte de la croissance musculaire post-natale. Ainsi 

que d’identifier et de caractériser de nouvelles glycoprotéines O-fucosylées, potentiellement 

impliquées dans les processus myogénique et cancéreux. 

Dans un premier temps, mes travaux se sont inscrits dans le cadre d’un projet, visant à 

caractériser l’effet de la sous-expression de Pofut1 sur la croissance musculaire post-natale 

chez les souris Pofut1
cax/cax 

initié lors de la thèse de Bilal Al Jaam (soutenue en 2016). Ma 

contribution à ce projet, a été de définir l’impact de cette sous-expression, sur la capacité des 

récepteurs NOTCH présents à la surface des myoblastes dérivés de cellules satellites (MDCS) 

des souris Pofut1
cax/cax 

à interagir avec leurs ligands DSL (JAG1 et DLL1). 

La majeure partie de mes travaux de thèse a été de caractériser une glycoprotéine 

potentiellement O-fucosylée par POFUT d’après les listes établies chez l’Homme et la souris 

(Al Jaam, 2016; Schneider et al., 2017) et pouvant être étudiée dans le contexte du processus 

myogénique et/ou cancéreux. Le choix s’est porté sur la protéine Wnt inhbitory factor 1 

(WIF1), protéine pour laquelle une étude phylogénique a été entreprise sur la conservation des 

sites de O-fucosylation et de N-glycosylation. Par la suite, plusieurs analyses biochimiques 

visant à démontrer la présence ou non de fucose O-lié in vitro et in cellulo ont été effectuées. 

Enfin, le rôle de la N-glycosylation et de la O-fucosylation dans la sécrétion de WIF1 a été 

examiné.  

Les derniers travaux réalisés au cours de ma thèse se sont focalisés sur la valorisation 

d’une nouvelle approche expérimentale consistant à mettre en évidence la O-fucosylation, par 

cycloaddition azide-alcyne assistée au cuivre (CuAAC ou chimie click), après transfert de 

O-fucoses in vitro par POFUT1.  
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Chapitre I. La glycosylation 

La glycosylation est une réaction enzymatique qui consiste en la liaison d’un ou plusieurs 

monosaccharides sur une chaîne peptidique ou lipidique. Le processus de glycosylation a été 

fortement préservé au cours de l’évolution puisqu’il est présent chez les archées, les bactéries 

et les eucaryotes. Malgré cette conservation, le processus de glycosylation chez les eucaryotes 

est relativement spécifique à ce domaine du vivant et se distingue par d’importantes 

différences notamment en ce qui concerne les mécanismes enzymatiques et les glycanes qui 

en résultent (Dell et al., 2010).  

Il existe une grande variété de glycosylations chez les mammifères, toutes construites à 

partir d’un unique monosaccharide (fucose, mannose, galactose, N-acétylglucosamine, 

N-acétylgalactosamine,…) qui peut par la suite être rallongé par d’autres sucres pour donner 

différentes structures glycaniques. Ces réactions sont catalysées dans le réticulum 

endoplasmique (RE) et/ou l’appareil de Golgi par une grande variété de glycosyltransférases 

qui utilisent des sucres nucléotidiques donneurs spécifiques. Les glycosyltransférases ne sont 

pas les seules enzymes impliquées dans le processus de glycosylation. Les glycosidases, 

responsables de la suppression de certains monosaccharides constituant les précurseurs 

glycaniques, sont essentielles à la maturation des glycanes au cours de leur transit dans le RE 

et l’appareil de Golgi. Ainsi, les glycosyations dépendent de l’action complémentaire de ces 

deux enzymes. 

Parmi les glycoconjugués les plus étudiés figurent les glycoprotéines qui sont 

majoritairement des protéines sécrétées ou membranaires. Les glycanes possèdent de 

nombreux rôles biologiques. Ils sont notamment impliqués dans la maturation des protéines 

en participant au repliement, leur oligomérisation éventuelle, leur solubilité (Varki, 2017), 

leur protection contre la protéolyse (Russell et al., 2009) ou contre les dommages des radicaux 

libres (Martínek et al., 2010) et dans leurs fonctions (adhésion cellulaire (Zhang and 

Ten Hagen, 2011), immunité (Rabinovich et al., 2012) interaction ligand/récepteur (Varki, 

2017) ou encore trafic intracellulaire (Moremen et al., 2012).  

Les glycoprotéines peuvent faire l’objet de différentes glycosylations réparties en trois 

grandes familles (la N-, la O- et la C-glycosylation) en fonction de la nature de la liaison du 

premier sucre avec l’acide aminé cible de la protéine.  
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Figure 1 : Schéma simplifié du contrôle du repliement des glycoprotéines dans le RE. 

Dans le RE, le N-glycane est attaché à l’asparagine (Asn) d’une glycoprotéine sous la forme d’un précurseur 

(GlcNAc2Man9Glc3) qui sera immédiatement réduit sous l’action des glucosidases 1 et 2 pour donner un 

oligosaccharide monoglucosylé (GlcNAc2Man9Glc1) reconnu par les protéines chaperonnes calnéxine (CNX) et 

calréticuline (CRT). Ces protéines chaperonnes associées à l’oxydoréductase ERp57 vont permettre le 

repliement de la protéine. L’action de la glucosidase II supprime le dernier glucose du précurseur N-glycosidique 

(GlcNAc2Man9), ce qui met un terme à son interaction avec le couple CNX/CRT. Si la protéine est 

correctement repliée, elle sera transloquée au Golgi. Dans le cas contraire, elle subira l’action d’une 

glucosyltransférase (UGGT1) qui permet, via l’ajout d’un glucose (GlcNAc2Man9Glc1), de restaurer 

l’interaction avec le couple CNX/CRT afin de ré-initier le processus de repliement. Si la glycoprotéine ne 

parvient pas à être repliée, elle sera reconnue par diverses mannosidases réduisant le précurseur de N-glycanes 

(GlcNAc2Man6). Sous cette forme, l’oligosaccharide sera reconnu par des transporteurs, ce qui va permettre le 

marquage de la glycoprotéine et sa dégradation par le système ERAD. (D’après Anelli and Sitia, 2008 et 

Goettig, 2016) 
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I.1. La N-glycosylation 

La N-glycosylation est caractérisée par la fixation de manière covalente d’un 

oligosaccharide sur l’azote du groupement amide d’un résidu asparagine. Elle ne peut avoir 

lieu qu’en présence d’une séquence spécifique, dans la majorité des cas de type « N-X-(S/T) » 

(avec X représentant n’importe quel acide aminé excepté la proline). Il existe également 

quelques séquences rares de N-glycosylation telles que N-X-C, N-G et N-X-V (Zielinska et 

al., 2010). 

Les N-glycanes sont ajoutés aux protéines de manière co-traductionnelle. Ainsi, pendant 

la translocation de la future glycoprotéine à travers la membrane du RE, une 

oligosaccharyltransférase va catalyser dans la lumière de cet organite le transfert d’un 

N-glycane sous une forme de précurseur oligosaccharidique de type GlcNAc2Man9Glc3. Ce 

précurseur sera immédiatement réduit suite à l’action des glucosidases I et II pour aboutir à un 

oligosaccharide monoglucosylé (GlcNAc2Man9Glc1) capable d’interagir avec deux protéines 

chaperonnes grâce à leurs domaines lectine ; la calnéxine (CNX) et la calréticuline (CRT). 

Cette interaction engage la protéine dans un cycle qui favorise le repliement de la 

glycoprotéine et prévient son agrégation via l’action du couple CNX/CRT associées à 

l’oxydoréductase ERp57. Ce repliement est également facilité par l’environnement particulier 

du RE (environnement Redox et concentration de Ca
2+

 spécifique) (Aebi, 2013) ainsi que par 

la présence d’enzymes impliquées dans la formation des ponts disulfure telles que les 

protéines disulfide isomérase (PDI) et prolyl isomérase (PPI) (Oka and Bulleid, 2013). 

L’action de la glucosidase II supprime le dernier glucose (GlcNAc2Man9) ce qui aboutit à la 

perte d’interaction entre la glycoprotéine et le couple CNX/CRT. Dans le cas où la 

glycoprotéine est correctement repliée, elle sera transloquée au golgi pour y être maturée. 

Dans le cas contraire, la glycoprotéine sera reconnue par une glucosyltransférase (UGGT1) ce 

qui va permettre l’ajout d’un glucose (GlcNAc2Man9Glc1) et le retour de la glycoprotéine 

dans le cycle de repliement du couple CNX/CRT. Si la glycoprotéine ne peut être 

correctement repliée, différentes mannosidases réduiront le précurseur N-glycanique 

(GlcNAc2Man9) ce qui permet sa reconnaissance par des lectines spécifiques et sa 

dégradation ultérieure via le système ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated 

Degradation) (Anelli and Sitia, 2008) (Figure 1).  
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Figure 2 : Schéma simplifié de la biosynthèse des différents types de N-glycanes. 

Dans le RE, le N-glycane est attaché à l’asparagine (Asn) d’une protéine sous la forme d’un précurseur qui sera 

immédiatement réduit sous l’action des glucosidases 1 et 2. Si la protéine est correctement repliée, elle sera 

transloquée au Golgi, où le N-glycane subira l’action de mannosidases avant d’être modifié par différentes 

glycosyltransférases pour donner un N-glycane polymannosidique, de type hybride ou de type complexe, tous 

trois construits à partir d’un noyau pentasaccharidique commun (GlcNAc2Man3) (encadré rouge). (D’après 

Goettig, 2016) 
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Quand une glycoprotéine transite par le Golgi, le N-glycane va subir l’action de 

mannosidases puis il sera de nouveau modifié par différentes glycosyltransférases pour 

donner les 3 grandes familles de N-glycanes, les polymannosidiques, les types hybrides et les 

types complexes en fonction de la nature des antennes présentes sur le noyau 

pentasaccharidique commun GlcNAc2Man3 (Figure 2). 

Les N-glycanes participent à de nombreux processus biologiques tels que le repliement 

protéique, la sécrétion, la modulation de la signalisation cellulaire (induite par les récepteurs), 

la prolifération et la différenciation cellulaire, la rigidité de certaines structures (paroi des 

cellules végétales et fongiques ainsi que l’exosquelette des arthropodes), le métabolisme 

(régulation des transporteurs de glucose à la surface cellulaire) et divers processus 

immunologiques (activation des lymphocytes T, régulation des récepteurs aux cytokines, 

etc…) (Varki, 2017). 

I.2. La O-glycosylation 

La O-glycosylation est l’autre grande famille des glycosylations des protéines et consiste 

en la liaison d’un monosaccharide sur l’oxygène d’un groupement hydroxyle d’un résidu 

sérine ou thréonine ou, dans de plus rares cas, sur une tyrosine, une hydoxylysine ou une 

hydroxyproline (Song and Mechref, 2013). 

La O-glycosylation de type mucine est la plus fréquemment retrouvée sur les 

glycoprotéines membranaires et sécrétées, elle est catalysée par des enzymes de la famille des 

ppGaNTases qui utilisent l’UDP-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc) comme donneur de 

sucre. Le transfert de GalNAc se fait sur le groupement hydroxyle d’une serine ou d’une 

thréonine (GalNAcα1-S/T) pour former une structure appelée antigène Tn (Tn Ag). Les 

O-GalNAc de type mucine ne sont pas présents sur une séquence consensus clairement 

établie, mais dans des régions favorables à leur mise en place, caractérisées par une faible 

structuration et une forte proportion de proline et de glycine. Une fois le motif Tn formé, il 

peut être rallongé pour former différentes structures glycaniques. La structure de type core 1 

(ou antigène T) est majoritaire, elle est définie par l’ajout d’un galactose lié en β1-3 

(Galβ1-3GalNAcα1-S/T) par une galactosyltransférase. L’ajout d’un N-acetylglucosamine 

(GlcNAc) lié en β1-3 sur l’antigène Tn (GlcNAcβ1-3GalNAcα-S/T) constitue la structure de 

type core 3 également très abondante. Les structures de type core 1 et 3 peuvent  
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Figure 4 : Représentation des O-glycanes les plus communs. 

Il existe plusieurs types de sucre pouvant être O-liés sur un résidu sérine et/ou thréonine ou hydroxylysine. Les 

plus courants sont le N-acétylglucosamine, le fucose, le glucose, le galactose, le xylose et le mannose. (Goettig, 

2016). 

Figure 3 : Biosynthèse des O-glycanes de type mucine les plus communs. 

La O-glycosylation de type mucine se caractérise par le transfert d’un GalNAc sur le groupement hydroxyle 

d’une serine ou d’une thréonine par des ppGalNAcTases pour former une structure de type antigène Tn. 

Différentes extensions de la forme antigène Tn, suite à l’action de galactosyltransférase (core β3-Gal-T) et/ou 

N-acétylglucosaminyltranférases (β3Gn-T6), aboutissent à la formation des structures de type Core 1, 2, 3 et 4. 

(D’après Tian and Ten Hagen, 2009) 
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respectivement être modifiées en core 2 et 4 suite à l’action d’une β1-6 

N-acetylglucosaminyltranférase qui va transférer un GlcNAc sur le GalNAc O-lié (Figure 3). 

Il existe également quatre autres cores construits à partir de l’antigène Tn, le core 5 

(GalNAcα1-3GalNAcαSer/Thr), 6 (GlcNAcβ1-6GalNAcαSer/Thr), 7 (GalNAcα1-

6GalNAcαSer/Thr) et 8 (Galα1-3GalNAcαSer/Thr). Ces différentes structures glycaniques 

peuvent par la suite être étendues par différents monosaccharides pour former des O-GalNAc 

complexes (Brockhausen et al., 2009). 

Ces glycanes sont connus pour moduler les phénomènes de reconnaissance, d’interaction 

et d’adhésion cellulaire, notamment lors de la réponse immunitaire ou de processus 

développementaux (Tian and Ten Hagen, 2009).  

D’autres monosacharrides peuvent être O-liés (Figure 4) tels que le fucose que l’on 

retrouve principalement dans deux types de domaines particuliers, les epidermial growth 

factor like (ELD) et les thrombospondin type 1 domain (TSR), le O-glucose est également 

retrouvé dans les ELDs tout comme le O-GlcNAc. Le xylose, le mannose et le galactose 

O-liés sont quant à eux respectivement et majoritairement présents dans les protéoglycanes, le 

collagène et l’α-Dystroglycane. Bien que ces six glycanes O-liés soient retrouvés sur des 

glycoprotéines membranaires ou sécrétées, les O-GlcNAc se distinguent par leur 

incorporation fréquente sur des glycoprotéines cytoplasmiques et nucléaires (Hart, 1997). 

Deux O-GlcNAc-transférases, OGT et EOGT, sont respectivement responsables du transfert 

de GlcNAc O-lié sur les glycoprotéines cytoplasmiques ou nucléaires et sur les ELDs de 

glycoprotéines membranaires ou sécrétées. De la même façon que pour les O-GlcNAc des 

glycosyltransférases spécifiques, utilisant comme substrats différents sucres nucléotidiques 

donneurs, élaborent les autres O-glycosylations et des séquences consensus spécifiques ont 

été définies pour la plupart d’entre elles.  

De nombreux rôles biologiques sont associés à ces différentes O-glycanes tels que le 

repliement, la sécrétion, la protection conte la protéolyse, la modification épigénétique des 

histones (O-GlcNAc) ou encore la modulation de différentes liaisons (HSPGs, MEC) et 

interactions (ligand/récepteur) (Varki, 2017). 
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Figure 5 : Biosynthèse et structure de la C-mannosylation. 

Le Dolichol-P-mannose issu du GDP-mannose est le sucre nucléotidique donneur pour permettre la 

C-mannosylation. Une C-mannosyltransferase transfère un C-mannose sur le noyau indole d’un tryptophane de 

la séquence consensus W-X-X-W par l’établissement d’une liaison α entre le carbone 1 du mannose (en bleu) et 

le carbone 2 du noyau indole du résidu tryptophane (en rouge). (D’après Haltiwanger et al., 2017) 
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I.3. La C-glycosylation 

La C-glycosylation ou C-mannosylation est l’une des glycosylations les plus rares et les 

moins étudiées. Elle consiste en l’addition d’un mannose lié en α 1-2 sur le carbone d’un 

noyau indole du premier résidu tryptophane d’une séquence consensus W-X-X-W 

(Hofsteenge et al., 1994; Haltiwanger et al., 2015) (Figure 5) ou sur les trois tryptophanes du 

motif consensus W-X-X-W-X-X-W-C (Hofsteenge et al., 1999). La C-mannosylation est 

catalysée par les enzymes de la famille DPY19 (Buettner et al., 2013; Shcherbakova et al., 

2017) qui utilise le Dolichol-P-mannose (un dérivé du GDP-mannose) comme 

nucléotide-sucre donneur. Cette glycosylation est aussi connue pour participer aux processus 

de repliement et de sécrétion des protéines et module la signalisation cellulaire notamment 

dans le cadre de la réponse immunitaire (Hofsteenge et al., 1999). 
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Figure 6 : Schéma de la protéine POFUT1 murine. 

L’enzyme murine POFUT1 comprend un peptide signal d’adressage au RE (en rouge), trois motifs peptidiques 

conservés (I, II et III) (en mauve), un motif DXD (en vert) impliqué dans l’activité de liaison du sucre 

nucléotidique donneur et des cations bivalents (Mn
2+

) et une séquence RDEF (de type KDEL) de rétention au 

RE (en orange). POFUT1 contient également deux N-glycanes (en bleu), impliqués dans la solubilité et 

l’activité de l’enzyme, localisés sur les asparagines 67 et 165 (N
67

 et N
165

). 
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Chapitre II. La O-fucosylation 

La O-fucosylation est une glycosylation rare, qui consiste en la liaison covalente d’un 

fucose sur le groupe hydroxyle d’un résidu sérine ou thréonine. Cette glycosylation a pour la 

première fois été mise en évidence en 1975 sur un glycopeptide isolé à partir d’échantillon 

d’urine humaine (Hallgren et al., 1975). Par la suite, plusieurs études ont montré que la 

O-fucosylation était spécifique de domaines protéiques particuliers, à savoir les ELDs 

(Kentzer et al., 1990) et les TSRs (Hofsteenge et al., 2001). Il existe deux 

O-fucosyltransférases qui catalysent le transfert de fucose O-lié, les protéines 

O-fucosyltransférases 1 et 2 (Pofut1 et Pofut2), qui ciblent respectivement les ELD et les 

TSR. 

II.1. La O-fucosylation dépendante de Pofut1 

La protéine O-fucosyltransférase 1 (Pofut1) a été partiellement purifiée en 1996 et 

identifié comme l’enzyme permettant le transfert de fucose O-lié sur certains ELDs à partir du 

GDP-fucose (Wang et al., 1996). Des études phylogénétiques ont mis en évidence une large 

distribution de l’enzyme Pofut1 chez les bilatériens, ce qui témoigne d’une forte conservation 

au cours de l’évolution et donc d’un rôle essentiel (Loriol et al., 2006). A la différence 

d’autres fucosyltransférases, pour la plupart golgiennes, Pofut1 est localisée dans le RE (Luo 

and Haltiwanger, 2005). Il a été montré chez O-fut1 (l’orthologue de Pofut1 chez Drosophila 

melanogaster) un rôle de protéine chaperonne, qui pourrait être totalement indépendant de son 

activité O-fucosyltransférase (Okajima et al., 2005). Cependant, cela n’a été démontré que 

chez Drosophila melanogaster et cette fonction reste encore controversée chez les 

mammifères (Stahl et al., 2008).  

II.1.1. Structure de l’enzyme Pofut1 

L’enzyme Pofut1 possède plusieurs domaines conservés (Figure 6), un peptide signal 

permettant l’adressage au RE (Luo and Haltiwanger, 2005), trois domaines peptidiques 

conservés communs aux α1,2- et α1,6-fucosyltransférases (motifs I, II et III), un motif DXD 

impliqué dans la fonction catalytique de l’enzyme (Loriol et al., 2007) et une séquence 

C-terminale de type KDEL (RDEF) permettant la rétention de Pofut1 dans le RE (Luo and 

Haltiwanger, 2005). 
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Figure 7 : Structure caractéristique des repliements GT-A et GT-B. 

(A) Repliement de type GT-A (structure cristallisée de l’alpha-1,4-N-acétylhexosaminyltransférase (EXTL2) 

murine (PDB 1OMZ)) caractérisée par la présence d’un seul domaine semblable à un domaine de Rossmann (B) 

Repliement de type GT-B (structure cristallisée de la protéine POFUT1 murine (PDB 5kY4)) qui présente deux 

domaines de Rossmann séparés par une région de liaison aux différents substrats et un site d’activité 

catalytique. (D’après Breton et al., 2005). 

 

Figure 8 : Structure cristallisée de la protéine POFUT1 murine. 

(A) Localisation des feuillets β (bleu et violet) et hélices α (rouge et vert) des domaines de Rossman en N et C-

terminal de l’enzyme POFUT1 murine séparés par une cavité permettant la liaison du GDP-fucose (jaune). (B) 

Surface réellement occupée par chacun des 2 domaines de Rossman en positions N- (rouge) et C-terminales 

(vert). (PDB 5kY4 ; Li et al., 2017) 

Figure 9 : Les différents types d’ELDs. 

Dans la majorité des cas, les ELDs sont caractérisés par la présence de 6 cystéines connectées par 3 ponts 

disulfures. Ils sont séparés en 2 familles, les hEGF et les cEGF, en fonction du nombre de résidus compris entre 

les cystéines 5 et 6. Il existe également des formes plus rares à 8 cystéines, formant 4 points disulfures les 

lamEGF et les intEGF. (Li et al., 2017) 
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Pofut1 est une glycoprotéine connue pour être N-glycosylée (Wang and Spellman, 1998). 

Il a été montré que la présence de ces deux N-glycanes est nécessaire à l’activité de l’enzyme 

bovine (Loriol et al., 2007). La mutation du site de N-glycosylation en position N
65

 de 

l’enzyme Pofut1 bovine (N
67

 chez la souris) conduit à une agrégation de l’enzyme ce qui 

suggère un rôle de ce N-glycane dans le repliement de l’enzyme. De la même façon, il a été 

montré que le N-glycane en position N
163

 (N
165

 chez  la souris) est directement impliqué dans 

l’activité O-fucosyltransférase de Pofut1 (Loriol et al., 2007). 

L’enzyme Pofut1 possède un repliement de type GT-B, représentatif des 

glycosyltransférases impliquées dans le transfert du monosaccharide d’ancrage de la structure 

glycanique. Ce repliement consiste en la présence de deux domaines de Rossman, 

contrairement au repliement de type GT-A caractérisé par un seul domaine similaire à un 

domaine de Rossman (Figure 7). Le repliement GT-A est souvent celui des 

glycosyltransférases impliquées dans l’élongation des glycanes. Chacun de ces domaines de 

Rossman est caractérisé par la présence de feuillets β centraux entourés d’hélices α. Ces deux 

domaines sont séparés par une cavité contenant le site catalytique et les sites de liaison au 

substrat donneur (le GDP-fucose) ainsi qu’au substrat accepteur (l’ELD) (Breton et al., 2006, 

2012; Lira-Navarrete et al., 2011) (Figure 8). 

II.1.2. Les ELDs comme substrats accepteurs 

Les ELDs sont de petits domaines composés de 30 à 40 acides aminés, qui sont 

caractérisés par la présence de six cystéines très conservées formant 3 ponts disulfures. Ces 

ponts disulfures stabilisent l’ELD en reliant les cystéines 1-3, 2-4 et 5-6. Les ELDs sont 

répartis en deux grandes familles, les « human EGF-like » (hEGF) et les « C1r-like » (cEGF), 

la distinction se fait principalement par le nombre de résidus compris entre les cystéines 5 et 

6 : entre 8 et 9 pour les hEGF et supérieur à 9 pour les cEGF. Il existe également dans de plus 

rares cas, des ELDs à 8 cystéines, les « laminines EGF-like » (lamEGF) dont les deux 

cystéines supplémentaires (C
7
 et C

8
) sont reliées par un pont disulfure et les « intégrines 

EGF-like » (intEGF) qui possèdent un résidu cystéine (C
a
) en amont de la C

1
 et une autre (C

b
) 

entre la C
3
 et la C

4
, ces deux cystéines étant également reliées par un pont disulfure (Wouters 

et al., 2005) (Figure 9). 

Plusieurs fonctions sont associées aux ELDs que l’on retrouve en unique ou multiple 

exemplaires dans des glycoprotéines membranaires ou sécrétées. Plusieurs études ont mis en   
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Figure 11 : Interactions entre les résidus de POFUT1 et de l’ELD (+). 

Les résidus du sous-domaine C
2
-C

3
 de l’ELD (en vert) peuvent former des liaisons de type hydrogène ou 

soufre-hydrogène avec les acides aminés de POFUT1 (en rose). Le sous-domaine C
2
-C

3
 est celui de l’ELD(+), 

généré artificiellement en retenant, pour chaque position de la séquence, le résidu le plus fréquemment retrouvé 

dans les ELDs possédant une séquence consensus de O-fucosylation. (Li et al., 2017) 

 

Figure 10 : Les O-glycosylations des ELDs. 

Un ELD peut être O-fucosylé par POFUT1 sur une séquence C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3
,O-GlcNAcylé par EOGT 

sur une séquence C
5
-X-X-G-X-(S/T)-G-X-X-C

6 
et O-glucosylé par POGLUT1 sur une séquence C

1
-X-S-X-P-

C
2
 ainsi que par POGLUT2 et 3 sur une séquence C

3
-X-N-T-X-G-S-F-X-C

4
. (Takeuchi et al., 2018) 
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évidence l’importance de ces ELDs dans des processus d’adhésion (Stenflo, 1991) ou encore 

dans la signalisation cellulaire (Urban, 2002). 

L’enzyme POFUT1 est capable de reconnaitre et de se lier aux ELDs de type hEGF 

correctement repliés (Li et al., 2017). Cependant, la réaction de O-fucosylation n’est possible 

qu’en présence d’une séquence consensus particulière C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3 
(Müller et al., 

2014), située entre les cystéines 2 et 3 (C
2
-C

3
) où X qui équivaut à n’importe quel résidu 

(Figure 10).  

Les ELDs peuvent également être modifiés par deux autres O-glycosylations, à savoir la 

O-GlcNAcylation catalysée par EOGT, qui consiste au transfert d’un GlcNAc O-lié sur une 

séquence consensus C
5
-X-X-G-X-(T/S)-G-X-X-C

6
 et la O-glucosylation catalysée par 

POGLUT1, 2 ou 3 (protéine O-glucosyltransférase 1 , 2 ou 3) qui permet l’ajout d’un 

O-glucose sur un motif consensus C
1
-X-S-X-P-C

2
 (POGLUT1) ou C

3
-X-N-T-X-G-S-F-X-C

4
 

(POGLUT 2 et 3) (Takeuchi et al., 2018) (Figure 10). 

II.1.3. L’interaction des ELDs avec Pofut1 

L’une des étapes clés de la O-fucosylation est l’interaction de l’ELD avec Pofut1. 

Récemment, des études ont révélé que certains résidus de POFUT1 étaient impliqués dans 

l’interaction avec les ELDs (Li et al., 2017).  

Le sous-domaine C
2
-C

3
 des ELDs, contenant la séquence de O-fucosylation, est le plus 

important pour l’interaction avec POFUT1. En effet, plusieurs résidus de ce sous-domaine 

sont susceptibles d’interagir par des liaisons hydrogènes avec des acides aminés clés de 

l’enzyme. Selon leur nature, les résidus en position C
2
+1 et C

2
+2 peuvent former des liaisons 

avec l’asparagine 151 (N
151

) de l’enzyme POFUT1 murine. De la même façon, l’acide aminé 

en position C
2
+4 est capable d’interagir avec la glycine 47 (G

47
). De plus la cystéine 3 (C

3
) de 

l’ELD peut établir une liaison soufre-hydrogène avec la méthionine 46 (M
46

) de POFUT1 

(Figure 11) (Li et al., 2017).  

Le résidu en position C
2
+3, le plus souvent une glycine, est connu pour former des 

liaisons de Van Der Waals avec l’enzyme. La présence d’un aspartate ou d’un glutamate qui 

possède une chaîne latérale plus longue que la glycine entraîne une diminution d’interaction 

du fait d’un clash stérique avec la tyrosine 78 (Y
78

) de POFUT1 (Li et al., 2017).  
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L’acide aminé en position C
2
+5 (position de la sérine ou de la thréonine O-fucosylable) 

est connu pour établir une liaison hydrogène avec l’asparagine 51 (N
51

) de POFUT1. 

Cependant, la co-cristallisation de l’ELD du facteur de coagulation VII avec POFUT1 a 

montré une interaction supplémentaire de type apolaire entre le groupement méthyle de la 

thréonine et les résidus phénylalanine 204 (F
204

) et méthionine 267 (M
267

) de l’enzyme. Cette 

interaction apolaire est perdue lorsque la thréonine est substituée par une sérine ce qui se 

traduit par une diminution d’affinité de POFUT1 pour l’ELD. Ainsi, la présence d’une 

thréonine au lieu d’une sérine en position C
2
+5 favorise légèrement l’interaction avec 

l’enzyme (Li et al., 2017). 

Bien que le sous-domaine C
2
-C

3
 soit le plus important, d’autres résidus de l’ELD peuvent 

être impliqués dans cette interaction. Ainsi la présence de la sérine dans la boucle C
1
-C

2
 

favorise l’établissement d’une liaison hydrogène avec l’arginine 138 (R
138

), malgré le fait que 

cette région soit connue pour ne pas interagir fortement avec POFUT1. Selon leur nature, les 

acides aminés en position C
4
+1 et C

5
+4 sont capables de se lier à l’enzyme par interaction 

hydrophobe. Par contre, il est clairement établi que la boucle C
3
-C

4
 n’intervient pas dans 

l’interaction avec POFUT1 car celle-ci est exposée au solvant (Li et al., 2017). 

II.1.4. Activité catalytique de Pofut1 

L’enzyme Pofut1 est une glycohydrolase et une glycosyltransférase. Son activité 

hydrolase lui est nécessaire pour cliver le GDP-fucose en absence d’ELD. La présence de ce 

substrat accepteur induit une transition vers un mécanisme de transfert. 

Comme toutes les glycosyltransférases avec un repliement de type GT-B, Pofut1 ne 

nécessite pas la présence de cations divalents pour être active, à l’inverse des 

glycosyltransférases au repliement de type GT-A. Cependant, la présence d’un domaine DXD 

lui permet d’utiliser divers cations divalents pour atteindre son activité optimale (Breton et al., 

2006). Pofut1 utilise préférentiellement du manganèse (Mn
2+

), mais d’autres cations 

métalliques peuvent le substituer avec des effets moins prononcés tels que le cobalt (Co
2+

), le 

cadmium (Cd
2+

), le magnésium (Mg
2+

) et le nickel (Ni
2+

). A l’inverse, la présence de certains 

ions dont le fer (Fe
3+

), le cuivre (Cu
2+

) et le zinc (Zn
2+

) inhibent totalement l’activité de 

l’enzyme (Wang and Spellman, 1998). Il a néanmoins été montré que l’enzyme Pofut1 de 

Caenorhabditis elegans n’était pas dépendante de la présence de Mn
2+ 

mais qu’au contraire 

cela avait un effet inhibiteur (Lira-Navarrete et al., 2011). 
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Figure 12 : Mécanisme catalytique de l’enzyme POFUT1 murine (type SN1). 

Lors de la O-fucosylation médiée par POFUT1, l’arginine 245 (R
245

) et l’asparagine 51 (N
51

) de POFUT1 

forment des liaisons hydrogènes avec le groupe β phosphate du GDP et l’ELD (EGF) ce qui permet de stabiliser 

le complexe et facilite l’hydrolyse du GDP. La présence d’une molécule d’eau à proximité du groupement 

hydroxyle favorise la catalyse de type SN1 en induisant le transfert du proton (H) vers l’oxygène (O) du GDP. Il 

s’ensuit l’activation du groupement hydroxyle du résidu O-fucosylable (sérine ou thréonine) et donc l’attaque 

nucléophile sur le carbone 1 du fucose. (Lira-Navarrete and Hurtado Guerrero, 2018) 
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Pofut1 est classée dans la famille 65 de la base de données CAZy (Carbohydrate-Active 

enZYmes) et est caractérisée par un mécanisme d’invertase (Coutinho et al., 2003). En tant 

que glycosyltransférase de type invertase, Pofut1 devrait utiliser le mécanisme SN2 

(substitution nucléophile bimoléculaire) caractéristique de cette famille d’enzymes. Ce 

mécanisme fonctionne via une base catalytique capable d’activer le groupement hydroxyle du 

résidu O-fucosylable de l’ELD pour l’attaque nucléophile du carbone 1 du fucose. L’absence 

de base catalytique chez Pofut1 suggère l’utilisation d’un mécanisme similaire au type SN1 

(substitution nucléophile monomoléculaire) mais sans formation d’intermédiaire (cation 

oxocarbénium) comme c’est le cas pour Pofut1 de Caenorhabditis elegans (Lira-Navarrete et 

al., 2011). Cela semble être confirmé sur POFUT1 murin par la présence d’une liaison 

hydrogène entre le groupement hydroxyle du résidu O-fucosylable et l’asparagine 51 (N
51

) de 

POFUT1 inadapté à un mécanisme de type SN2. Une liaison similaire entre l’arginine 245 

(R
245

) et le groupement β-phosphate du GDP stabilise le complexe POFUT1/GDP-fucose et 

permet le clivage du GDP. De plus, il a été observé, à proximité du groupement hydroxyle du 

résidu sérine ou thréonine O-fucosylable de l’ELD la présence d’une molécule d’eau qui 

interagit via une liaison hydrogène avec l’oxygène β-phosphate du GDP. Ceci permet de 

fournir un relai protonique pour faire passer le proton issu du groupement hydroxyle de 

l’accepteur (sérine ou thréonine) sur l’oxygène du groupement β-phosphate du GDP servant 

ainsi de base catalytique pour un mécanisme de type SN1. Cette étape induit l’activation du 

groupement hydroxyle du résidu O-fucosylable permettant la liaison de l’oxygène de ce 

résidu avec le carbone du fucose (Figure 12). POFUT1 possède également une autre 

particularité, l’absence de boucle structurée au niveau de la liaison avec le GDP-fucose, qui 

favoriserait la liaison de l’ELD tout en excluant les molécules d’eau. Ceci aboutit à un 

complexe POFUT1/GDP-fucose anormalement exposé aux molécules d’eau. Il semblerait 

donc que l’absence de résidus catalytiques inhérents au mécanisme de type SN2 empêcherait 

l’activation du groupement hydroxyle des molécules d’eau lors de l’hydrolyse du GDP-

fucose. La fixation de l’ELD dans la cavité de POFUT1 induirait un switch vers un 

mécanisme proche du type SN1 pour favoriser la O-fucosylation au détriment de l’hydrolyse 

du GDP-fucose (Li et al., 2017). En effet, la fixation de l’ELD permettrait d’exclure l’eau au 

niveau du site catalytique de l’enzyme via ses sous-domaines C
2
-C

3
 et C

5
-C

6
 ce qui suggère la 

présence d’un ELD correctement replié. Au-delà de ce rôle d’étanchéité, l’ELD bloquerait le 

site de liaison de POFUT1 pour le GDP-fucose en enfouissant ce sucre nucléotidique dans la 

cavité de l’enzyme. Tout cela tend à suggérer que POFUT1 utilise un mécanisme 
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Figure 13 : Représentation de la O-fucosylation de TSR de type 1.  

Les TSRs peuvent être O-fucosylés par POFUT2 sur la sérine ou thréonine de la séquence consensus C
1
-X-X-

(S/T)-C
2
-G. Il existe également des TSRs de type 2 pouvant être O-fucosylés sur une séquence consensus de 

type ou C
2
-X-X-(S/T)-C

3
-G. (Schneider et al., 2017) 

Figure 15 : Mécanisme catalytique de l’enzyme Pofut2 (C.elegans) (type SN2). 

Lors de la O-fucosylation médié par POFUT2, l’arginine 290 (R
290

) de l’enzyme interagit avec le groupe β 

phosphate du GDP. Le glutamate 52 (E52) est la base catalytique caractéristique du système de type SN2, qui 

permet la déprotonation du groupement hydroxyle du résidu O-fucosylable du TSR. Cette étape permet 

l’attaque nucléophile du carbone 1 du fucose nécessaire à la O-fucosylation du TSR. (Lira-Navarrete and 

Hurtado-Guerrero, 2018) 

Figure 14 : Différence structurale entre les enzymes POFUT1 et POFUT2 humaines. 

Les résidus 141 à 155 (encadré 2) et 260 à 287 (encadré 3) forment deux boucles chez POFUT2 (en violet), qui 

sont absentes chez POFUT1 (en cyan). Aucun rôle catalytique n’a été associé à la boucle composée des résidus 

260 à 287. Cependant, la boucle 141-155 est impliquée dans la liaison sélective des TSRs et associée à 

l’exclusion des ELDs. A contrario, la boucle composée des résidus 243 à 284 (encadré 1) présente chez 

POFUT1 uniquement, a l’effet inverse et favorise donc la fixation des ELDs au détriment des TSRs. (Lira-

Navarrete and Hurtado-Guerrero, 2018) 
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cinétique bi-séquentiel ordonné (fixation du substrat donneur avant le substrat accepteur) (Li 

et al., 2017). 

II.2. La O-fucosylation dépendante de Pofut2 

L’autre enzyme responsable de la O-fucosylation est la protéine O-fucosyltransférase 2 

(Pofut2), mais contrairement à Pofut1, elle cible les TSRs (Hofsteenge et al., 2001) qui sont 

de petits domaines protéiques d’une soixantaine de résidus environ, caractérisés par 6 

cystéines conservées formant 3 ponts disulfures. Il existe deux types de TSRs qui se 

caractérisent par leurs ponts disulfures, les TSRs de type 1 établissent des ponts entre les 

cystéines C
1
-C

5
, C

2
-C

6
 et C

3
-C

4
 alors que ces liaisons se font entre les cystéines C

1
-C

4
, C

2
-C

5
, 

C
3
-C

6
 pour les TSRs de type 2 (Leonhard-Melief and Haltiwanger, 2010). Comme pour les 

ELDs, la O-fucosylation des TSRs ne peut se faire qu’en présence d’une séquence consensus 

de O-fucosylation spécifique, C
1
-X-X-(S/T)-C

2
-G ou C

2
-X-X-(S/T)-C

3
-G en fonction du type 

de TSR (type 1 ou 2) (Figure 13) (Schneider et al., 2017). 

Pofut2 présente des similitudes avec Pofut1, notamment pour son activité 

O-fucosyltransférase. On retrouve donc chez ces deux enzymes un repliement caractéristique 

de type GT-B ainsi qu’une forte conservation des résidus impliqués dans la liaison du 

GDP-fucose. Cependant, la différence de substrats accepteurs suggère des divergences entre 

ces deux enzymes. Les enzymes humaines POFUT1 et POFUT2 n’ont qu’une identité 

relativement faible (28% environ). Ce qui est à corrélé avec la présence de deux régions 

supplémentaires chez POFUT2 (les boucles 141-155 et 260-287) et une chez POFUT1 (la 

boucle 243-284) (Figure 14). La boucle comprenant les résidus 141-155 de POFUT2 permet 

une liaison sélective des TSRs et une exclusion des ELDs. A l’inverse, la boucle 

supplémentaire de POFUT1 permet d’interagir spécifiquement avec les ELDs et de prévenir 

la fixation des TSRs. Tout ceci est en adéquation avec des différences de stratégie de liaison 

du substrat accepteur mais également avec des mécanismes catalytiques différents, un 

mécanisme de type SN1 pour POFUT1 et un mécanisme de type SN2 pour POFUT2 (Figure 

15) (Lira-Navarrete and Hurtado-Guerrero, 2018).  
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Figure 16 : L’extension des O-fucoses par d’autres monosaccharides.  

Le O-fucose transféré sur un ELD peut être successivement étendu par un N-acétylglucosamine, un galactose et 

un acide sialique suite à l’action d’une β3-N-acétylglucosaminyltransférase de la famille Fringe, d’une 

β1,4-galactosyltransférase (β4GalT-1) et d’une α2,3- ou une α2,6-sialyltransférase (α3/6SiaT). Par contre, le 

fucose O-lié sur les TSR peut être rallongé par un glucose par une β1-3-glucosyltransferase (β3GlcT). 

(Vasudevan and Haltiwanger, 2015) 
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II.3. Autres domaines O-fucosylables 

Il semble que les ELDs et les TSR ne soient pas les seuls à pouvoir être O-fucosylés. En 

effet, une étude a montré la présence d’un O-fucose sur le second résidu sérine d’une 

séquence peptidique A-S-Q-G-I-S-R, issue de la chaîne légère d’une IgG1 recombinante 

(Valliere-Douglass et al., 2008). Ce qui suggère donc que Pofut1 ou Pofut2 seraient capables 

d’O-fucosyler d’autres domaines ou régions protéiques que ceux qui leurs sont attribués (ELD 

ou TSR) ou qu’il existe encore une ou plusieurs autres protéines O-fucosyltransférases encore 

non identifiées. Cependant, aucune étude récente n’a confirmé la O-fucosylation de cette 

protéine. 

II.4. Le rallongement des O-fucoses 

Une fois le O-fucose transféré sur la sérine ou la thréonine de la séquence consensus, il 

peut être rallongé par d’autres monosaccharides suite à l’action de différentes 

glycosyltransférases. Dans le cas d’un O-fucose greffé sur un ELD, la première enzyme à 

intervenir est une β1-3-N-acétylglucosaminyltransférase golgienne de la famille Fringe 

(comprenant Lunatic, Manic et Radical) qui permet l’ajout en β1,3 d’un GlcNAc sur le fucose 

O-lié pour former un disaccharide GlcNAcβ1-3Fucose (Figure 16) (Brückner et al., 2000; 

Moloney et al., 2000a; Vasudevan and Haltiwanger, 2014). Cependant, tous les O-fucoses ne 

sont pas nécessairement rallongés par un GlcNAc. De plus, des études récentes ont montré 

que tous les O-fucoses ne sont pas modifiés de la même manière par les enzymes de la famille 

Fringe. Ainsi, si certains d’entre eux peuvent être modifiés par Lunatic, Manic et Radical 

Fringe d’autres sont insensibles à l’action d’une ou deux enzymes de la famille Fringe 

(Kakuda and Haltiwanger, 2017).  

Suite à l’action de Fringe, le disaccharide de type GlcNAcβ1-3Fucose peut être étendu 

avec un galactose par une β1,4-galactosyltransférase (Chen et al., 2001) puis un acide sialique 

par une α2,3- ou une α2,6-sialyltransférase pour former un tétrasaccharide sialylé de type 

Siaα2-3/6Galβ1-4GlcNAcβ1-3Fuc (Moloney et al., 2000a). 

Il est intéressant de noter que les O-fucoses présents sur les TSRs peuvent également être 

rallongés par un glucose suite à l’action d’une β1-3-glucosyltransférase afin de former un 

dissacharide Glcβ1-3Fucose (Vasudevan and Haltiwanger, 2014). 
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Figure 17 : Structures des différents récepteurs Notch. 

Les récepteurs Notch 1 à 4 des mammifères (mNotch1 à 4) et celui de la drosophile (dNotch) se composent d’un 

domaine extracellulaire (NECD), d’un domaine transmembranaire (TMD) et d’un domaine intracellulaire 

(NICD). Le NECD comprend entre 29 et 36 ELDs et une région régulatrice négative (NRR) comprenant trois 

répétitions riches en cystéine de type Lin12-Notch (LNR) et un domaine d’hétérodimérisation (HD). Le NICD 

se compose d’un module d’association au RBPjκ (RAM), de deux séquences d’adressage nucléaire (NLS), de 

sept répétitions ankyrines (ANK), d’un domaine de transactivation (TAD) et d’une queue C-terminale (PEST). 

(Kopan and Ilagan, 2009) 



Florian PENNARUBIA | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 55 

 

 

Chapitre III. Les protéines O-fucosylées 

La O-fucosylation d’une protéine est relativement complexe à mettre en évidence du fait 

de l’absence d’anticorps ou de lectines reconnaissant spécifiquement les O-fucoses. De plus, 

aucune méthode chimique ou enzymatique ne permet de cliver spécifiquement les 

O-fucosylglycanes. Ainsi, moins d’une quinzaine de protéines, pour la plupart recombinantes, 

ont été démontrées comme étant O-fucosylées sur un ou plusieurs de leurs ELDs, 

principalement par des approches de spectrométrie de masse et de radiomarquage métabolique 

au 
14

C-fucose (Bjoern et al., 1991) ou au 
3
H-fucose (Rampal et al., 2005). Une seule étude fait 

état d’une méthode alternative pour mettre en évidence les O-fucoses, le marquage 

métabolique utilisant du 6-fucose-alcyne associé à de la chimie click (Al-Shareffi et al., 

2013). Ce marquage métabolique, comme le marquage au fucose radioactif, dépend de la voie 

de récupération ou « sauvetage » du fucose. Cette voie qui représente environ 10% du fucose 

utilisé par les cellules pour leurs différentes glycosylations consiste en la récupération de 

L-fucose présent dans le milieu extracellulaire. Ainsi le 
14

C-fucose, 
3
H-fucose ou le 

6-fucose-alcyne peut être récupéré dans le milieu et incorporé dans des structures glycaniques 

par les cellules à la place du L-fucose non modifié (Sawa et al., 2006). Dans le cas de 

l’utilisation de 6-fucose-alcyne, la fixation d’une biotine azido sur le fucose marqué par 

cycloaddition azide-alcyne assistée au cuivre ou chimie click permet de visualiser les 

glycoprotéines qui ont incorporé ce sucre modifié. Néanmoins, l’utilisation de lignées 

spécifiques et/ou de traitements enzymatique ou chimique sont nécessaires pour atténuer le 

signal de l’incorporation de fucose marqué à la périphérie de N- et O-glycanes et donc 

faciliter l’analyse des fucoses O-liés. 

III.1. Le récepteur Notch 

Le gène codant le récepteur Notch a été découvert chez la drosophile en 1919 suite à 

l’analyse de la mutation d’une région chromosomique induisant l’apparition d’entailles à 

l’extrémité des ailes chez les femelles hétérozygotes (Mohr, 1919). Présent en un seul 

exemplaire chez la drosophile, deux et quatre paralogues sont respectivement retrouvés chez 

Caenorhabditis elegans et chez les mammifères (Notch 1 à 4) (Kopan and Ilagan, 2009) 

(Figure 17). Depuis la découverte de fucoses O-liés sur Notch1, ce récepteur demeure la 

protéine O-fucosylée la plus connue et la plus étudiée (Moloney et al., 2000b). 
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  Figure 18 : Structures des différents ligands canoniques des 

récepteurs Notch. 

Les ligands Delta et Serrate de drosophile et leurs paralogues 

mammaliens Delta-like (Dll1, 3 et 4) et Jagged (1 et 2) se 

composent d’un domaine extracellulaire qui contient un 

domaine d’interaction de type DSL (Delta/Serrate/LAG-2) et 

plusieurs domaines EGF-like (ELDs). Les deux ELDs 

N-terminaux forment le domaine DOS (Delta and OSM-11-like 

proteins) également impliqués dans l’interaction avec Notch. 

Les ligands de la famille Jagged possèdent en plus une région 

juxtamembranaire, riche en cystéine permettant de les distinguer 

des DLLs. (Kopan and Ilagan, 2009) 

Figure 19 : La voie de signalisation Notch. 

L’interaction entre le récepteur Notch d’une cellule réceptrice et un ligand (DSL) d’une cellule émettrice induit 

le clivage (S2) du NECD par une protéine contenant un domaine désintégrine/métalloprotéinase (ADAM). Le 

NICD sera séparé du domaine transmembranaire (TMD) par un second clivage (S3/S4) résultant de l’action 

d’une γ-sécrétase. Ce NICD va être ensuite transloqué au noyau pour interagir avec des protéines de liaison à 

l’ADN de la famille des CSL et son co-activateur Mastermind (MAM), ce qui va induire la transcription de 

différents gènes cibles. En absence d’interaction du récepteur Notch avec ses ligands, les protéines de la famille 

CSL sont complexées avec un co-represseur (Co-R), inhibant ainsi l’activation des gènes cibles de la voie 

Notch. (D’après Kopan and Ilagan, 2009) 
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Chez les mammifères, Notch est un récepteur transmembranaire qui contient un domaine 

extracellulaire (NECD) avec 29 à 36 ELDs (Notch1-4), suivis d’une région de régulation 

négative (NRR), comportant trois répétitions riches en cystéine de type Lin12-Notch (LNR) et 

un domaine d’hétérodimérisation (HD), permettant d’inhiber le récepteur en l’absence 

d’interaction avec un ligand (Figure 17) (Kopan and Ilagan, 2009).  

Le domaine transmembranaire (TMD) est prolongé par la partie intracellulaire (NICD) du 

récepteur, composée d’un module d’association au RBPjκ (RAM), de deux séquences 

d’adressage nucléaire (NLS), de sept répétitions ankyrines (ANK), d’un domaine de 

transactivation (TAD) et d’une queue C-terminale (PEST) stabilisant le domaine 

intracellulaire de Notch (NICD) (Figure 17) (Kopan and Ilagan, 2009). 

III.1.1. La voie de signalisation induite par Notch 

Il existe plusieurs voies de signalisation induites par le récepteur Notch, la principale est 

la voie canonique dépendant de l’activation du récepteur par les ligands transmembranaires de 

type DSL (Delta/Serrate/LAG-2) comprenant deux familles, Delta-like (DLL1, 3 et 4) et 

Jagged (JAG1 et 2), chez les mammifères (Figure 18). La partie extracellulaire de ces ligands 

de type DSL se compose d’un domaine DSL N-terminal et de plusieurs ELDs (entre 6 et 8 

pour les DLLs et 16 pour les JAGs chez les mammifères). Les ligands de type JAG se 

distinguent des DSLs de type DLL par la présence d’une région riche en cystéine à proximité 

de leur domaine transmembranaire. L’interaction de ces ligands avec le récepteur Notch se 

fait principalement par leur domaine DSL et leur domaine DOS (Delta and OSM-11-like 

proteins) correspondant au duo d’ELDs N-terminaux (Figure 18) (Kopan and Ilagan, 2009).  

Lorsque le récepteur Notch d’une cellule réceptrice interagit avec un ligand de type DSL 

d’une cellule émettrice, un processus d’endocytose du complexe NECD/ligand va provoquer 

une tension, ce qui va induire un changement conformationnel du récepteur (Meloty-Kapella 

et al., 2012) permettant le clivage (S2) du NECD par une peptidase de la famille ADAM, 

protéine comportant un domaine désintégrine/métalloprotéinase. Une fois la partie 

extracellulaire de Notch clivée, le complexe NECD/ligand DSL sera recyclé suite à son 

endocytose par la cellule émettrice. Au niveau de la cellule réceptrice, un second clivage 

(S3/S4) est opéré par la γ-sécrétase, libérant ainsi le NICD du récepteur dans le cytosol ; il 

sera par la suite transloqué au noyau. Une fois dans le noyau, le NICD clivé va   
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Figure 20 : La O-fucosylation du récepteur NOTCH1. 

Sur les 20 ELDs O-fucosylables de NOTCH1, 17 sont réellement porteurs d’un O-fucose et 9 peuvent être 

prolongés par un N-acétylglucosamine (GlcNAc) suite à l’action de Lunatic Fringe (Lfng) et/ou de Mannic 

Fringe (Mfng) et/ou de Radical Fringe (Rfng). (Kakuda and Haltiwanger, 2017) 

 

Figure 21 : Positions des O-fucoses de NOTCH1 favorisant l’interaction avec les ligands DSL. 

Les O-fucoses des ELDs 12 et 26 augmentent l’activation de NOTCH1 par DLL1 (flèches vertes) tandis que 

ceux présents sur les ELDs 9 et 27 augmentent l’activation induite par JAG1 (flèches mauves). Le O-fucose 

porté par l’ELD 8 favorise l’activation de NOTCH1 par DLL1 et JAG1 (flèche rouge). (D’après Kakuda and 

Haltiwanger, 2017) 
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s’associer à des protéines de la famille des CSL (CBF-1/RBPJ-κ/Suppressor of 

Hairless/Lag-1) et à son co-activateur Mastermind (MAM), induisant ainsi la transcription de 

différents gènes cibles de la famille Hes (hairy and enhancer of split-1) et Hey (Hairy-related 

transcription factor) (Figure 19) (Bray, 2006; Hori et al., 2013; Kopan and Ilagan, 2009; 

Wang et al., 2015). 

La voie de signalisation Notch est connue pour son rôle fondamental dans de nombreux 

processus développementaux tels que la somitogenèse, la myogenèse, la neurogenèse et 

l’angiogenèse ainsi que dans le maintien de l’homéostasie des tissus adultes (Artavanis-

Tsakonas, 1999; Bigas et al., 2010; Conboy and Rando, 2002; Conlon et al., 1995). La voie 

Notch est particulièrement importante pour le maintien du pool de cellules souches dans un 

état indifférencié en régulant la balance entre prolifération et différenciation cellulaire (Chen 

et al., 2014; Conboy and Rando, 2002; Hori et al., 2013). Ainsi une altération de la voie Notch 

est souvent corrélée à de nombreuses maladies et cancers (Hori et al., 2013). 

III.1.2. La O-fucosylation de NOTCH1 

Parmi les 36 ELDs du récepteur NOTCH1 murin, 20 possèdent une séquence consensus 

de O-fucosylation, ce sont les ELDs 2, 3, 5, 6, 8, 9, 12, 16, 18, 20, 21, 23, 24, 26, 27, 30, 31, 

32, 35 et 36. Une étude récente a mis en évidence la présence de O-fucoses sur 17 d’entre eux 

(seuls les ELDs 23, 24 et 32 ne sont pas O-fucosylés). De plus, la majorité de ces O-fucoses 

peuvent être allongés par un GlcNAc suite à l’action d’une enzyme de la famille Fringe 

(Lunatic, Manic, Radical), excepté les ELDs 2, 3, 5, 16, 18, 20, 21 et 31 qui ne semblent être 

la cible d’aucune glycosyltransférase de cette famille (Figure 20) (Kakuda and Haltiwanger, 

2017).  

Plusieurs O-fucoses du récepteur NOTCH1 sont indispensables à la transduction d’un 

signal suite à son interaction avec ses ligands DSL. Ainsi la perte du O-fucose sur les ELDs 

12 et 26 réduit fortement l’activation du récepteur par son ligand DLL1 mais n’a aucun effet 

sur sa capacité à être activé par JAG1. De manière opposée, l’absence de fucose O-lié sur les 

ELDs 9 et 27 altère l’activation de NOTCH1 induite par JAG1 mais n’a que peu d’effet sur 

son activation par DLL1. La mutation du site de O-fucosylation de l’ELD 8 diminue 

fortement l’activation du récepteur induite par ses deux ligands (Figure 21). Néanmoins, 

certains ELDs O-fucosylés ne semblent avoir que peu d’effet sur la voie Notch. Par exemple, 

l’absence de O-fucosylation sur les ELDs 6, 30, 35 et 36 ne participe que peu à la capacité des 

ligands DSL à activer cette voie (Kakuda and Haltiwanger, 2017). 
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Figure 22 : Fringe module l’activation de 

Notch par ses ligands DSL. 

En présence d’un O-fucose non rallongé 

l’activation de la voie Notch se fait sans 

distinction par Delta et Jagged. Lorsque le 

O-fucose est étendu suite à l’action de Fringe, la 

capacité de Delta à activer le récepteur augmente 

tandis que celle de Jagged diminue. (Kakuda and 

Haltiwanger, 2017) 

Figure 23 : Liste des protéines humaines potentiellement cibles de POFUT1. 

Il existe 87 protéines humaines comportant 1 à 20 ELDs contentant chacun une séquence consensus de 

O-fucosylation de type C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3
 et donc potentiellement cibles de POFUT1. En vert, les protéines 

dont la présence d’un O-fucose a été démontrée et en rouge celles dont le rôle de ce O-fucose est connu. (D’après 

Schneider et al., 2017) 

 

AGRIN Agrin LTBP2 Latent-transforming 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 2

CRB2 Protein crumbs homolog 2 NOTCH2NL Notch homolog 2 N-terminal-l ike 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 3 PROC Vitamin K-dependent protein C

DLL4 Delta-like protein 4 PROZ Vitamin K-dependent protein Z

DNER Delta and Notch-like epidermal growth factor-related receptor RAMP Regeneration-associated muscle protease homolog

EDIL3 EGF-like repeat and discoidin I-l ike 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-coupled receptor E1 SNED1 Sushi, nidogen and EGF-like domain-containing protein 1

EMR2 Adhesion G protein-coupled 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 Fibril l in-2 UMOD Uromodulin

FBN3 Fibril l in-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 l ipoprotein receptor-related protein 1 WIF1 Wnt inhibitory factor 1

LRP1B Low-density l ipoprotein receptor-related protein 1B

Gene Protein Gene Protein
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L’extension des O-fucoses par Fringe module l’activité du récepteur Notch. Ainsi, il a été 

montré que la présence d’un O-fucose rallongé sur les ELDs 8 et 12 favorise l’activation de la 

voie Notch par DLL1. De plus, l’action de Fringe sur les fucoses O-liés des ELDs 6 et 36 

inhibe la capacité du récepteur à être activé par JAG1. D’une façon générale, il semblerait que 

la présence d’un O-fucose allongé favorise l’activation du récepteur par DLL1, directement en 

augmentant l’affinité du récepteur pour ce ligand ou indirectement en limitant la capacité de 

JAG1 à activer la voie Notch (Figure 22) (Kakuda and Haltiwanger, 2017). 

III.2. Les autres protéines O-fucosylées 

Outre le récepteur NOTCH1 et ses ligands, seulement dix protéines ont été démontrées 

comme étant O-fucosylées. Quatre d’entre elles sont des protéines naturelles présentes en 

quantités suffisantes, ce qui a permis de les isoler et de déterminer la présence de fucose O-lié 

par spectrométrie de masse. C’est le cas des facteurs de coagulation VII (Bjoern et al., 1991), 

IX (Nishimura et al., 1992) et XII (Harris et al., 1992) ainsi que l’UROKINASE (Kentzer et 

al., 1990). Cependant, le rôle de la O-fucosylation pour ces protéines reste indéterminé. Pour 

les autres protéines (y compris le récepteur NOTCH1), la mise en évidence de la 

O-fucosylation a été réalisée sur des protéines recombinantes entières ou tronquées telles que 

les ligands de Notch, JAG1 et DLL1 (Panin et al., 2002), NOTCH3 (Arboleda-Velasquez et 

al., 2005), AMACO (Gebauer et al., 2008), CRIPTO (Schiffer et al., 2001) et l’AGRINE 

(Kim et al., 2008). Pour toutes ces protéines le rôle du ou des O-fucoses demeure inconnu 

excepté pour l’AGRINE et CRIPTO pour lesquelles la O-fucosylation permet respectivement 

de limiter l’agrégation des récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine (Kim et al., 2008) et de 

favoriser la signalisation de Nodal (Schiffer et al., 2001), bien que cet effet soit remis en 

question (Shi et al., 2007).  

III.3. Les protéines potentiellement cibles de Pofut1 

Récemment, une liste de protéines cibles potentielles de POFUT1, basée sur la présence 

d’ELDs contenant une séquence consensus de O-fucosylation de type C
2
-X4-(S/T)-C

3
, fait 

état de 87 protéines potentiellement O-fucosylables chez l’Homme (Schneider et al., 2017) 

(Figure 23). Ces protéines contiennent entre 1 et 20 ELDs susceptibles de recevoir un 

O-fucose. . En dehors des 11 protéines porteuses de fucose O-liés, des récepteurs NOTCH2 et 

4 et des ligands DLL3, 4 et JAG2 qui sont susceptibles d’être O-fucosylés due à leur forte 

identité respective avec NOTCH1, DLL1 et JAG1 (Kopan and Ilagan, 2009) aucune donnée 

ne nous permet de statuer sur la O-fucosylation des autres protéines.  
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Figure 24 : Signalisation de la voie canonique Wnt 

(A) Lorsque la protéine Wnt se fixe sur son récepteur Frizzled, ceci entraine une trimérisation du complexe 

Frizzled/Wnt avec la protéine LRP5/6. Ce trimère permet le recrutement de l’axine et de la protéine Dishevelled 

(Dsh). Dsh inhibe la phosphorylation de la β-caténine par inhibition de la GSK3-β. En absence de 

phosphorylation, la β-caténine sera stabilisée et adressée au noyau pour interagir avec les différents facteurs de 

transcription de la famille TCF/LEF. (B) En présence de WIF1, Wnt ne peut se fixer sur Frizzled induisant ainsi 

une absence de trimérisation avec LRP 5/6 et donc de recrutement de l’axine et de Dsh, qui se retrouveront dans 

un complexe incluant l’APC, la GSK3-β et la β-caténine. La GSK3-β n’est pas inhibée et peut phosphoryler 

librement la β-caténine, qui sera alors polyubiquitinylée et adressée au protéasome pour y être dégradée.  
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III.4. La protéine WIF1 

La protéine WIF1 (Wnt inhibitory factor 1) est une protéine conservée entre les 

bilatériens, qui a été identifiée dans la rétine humaine puis isolée à partir d’échantillons de 

souris, de xénope et de poisson zèbre (Hsieh et al., 1999). Il s’agit d’une protéine sécrétée 

dans le milieu extracellulaire, qui exerce une activité inhibitrice sur la voie Wnt. 

III.4.1. Un inhibiteur de la voie Wnt 

La protéine WIF1, tout comme Cerberus (Piccolo et al., 1999) et d’autres membres des 

sFRP (secreted Frizzled-related protein) (Rattner et al., 1997) est un inhibiteur des voies 

canoniques et non canoniques de Wnt (Kawano and Kypta, 2003). L’action de ces inhibiteurs 

se fait par liaison directe aux protéines de la famille Wnt (interaction préférentielle de WIF1 

avec Wnt 3a, 4, 5a, 7a, 9a, 11) (Surmann-Schmitt et al., 2009) pour les empêcher de se fixer à 

leur récepteur Frizzled et co-récepteur LRP5/6 (low-density lipoprotein receptor-related 

proteins 5 or 6) (Malinauskas and Jones, 2014). Il existe une autre famille d’inhibiteurs, la 

famille Dickkopf, qui agit par interaction avec le récepteur LRP5/6 bloquant ainsi la voie 

canonique Wnt sans aucun effet sur la voie non canonique, uniquement dépendante de la 

fixation de Wnt à Frizzled. En l’absence de WIF1, les protéines Wnt vont pouvoir former un 

complexe trimérique avec leur récepteur Frizzled et LRP5/6, permettant la transduction d’un 

signal canonique et non canonique de la voie Wnt (Kawano and Kypta, 2003).  

En ce qui concerne la voie canonique, le trimère Wnt/Frizzled/LRP5/6 permet le 

recrutement de l’axine et de la protéine Dishevelled (Dsh), dont le rôle est d’inhiber l’activité 

phosphorylase de GSK3-β. L’absence de phosphorylation induite par la GSK3-β stabilise la 

β-caténine puis permet sa translocation au noyau pour activer différents facteurs de 

transcription de la famille TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphoid Enhancer Factor). Lorsque 

WIF1 interagit avec Wnt, le complexe trimérique Wnt/Frizzled/LRP5/6 ne peut se former et 

donc recruter l’axine et Dsh, ce qui aboutit à la phosphorylation de la β-caténine par GSK3-β, 

tous les quatre formants avec l’APC un complexe protéique. Une fois phosphorylée, la 

β-caténine sera polyubiquitinylée et adressée au protéasome pour y être dégradée (Kawano 

and Kypta, 2003) (Figure 24).  
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Figure 25 : Homologie de structure entre les antagonistes et les protéines associées à Wnt 

Les sFRPs partagent avec le récepteur Frizzled un domaine riche en cystéine (CRD), ce qui permettrait à cet 

antagoniste de rentrer en compétition avec Frizzled pour la liaison des Wnts. Les sFRPs possèdent également un 

domaine nétrine (NTR) impliquée dans leur liaison aux HSPGs. Les domaines riches en cystéine de Dickkopf  

(Cys-1 et 2) sont nécessaires à son interaction avec le co-récepteur LRP5/6. Les inhibiteurs WIF1 interagissent 

avec les Wnts via leur domaine WIF (WD) qu’ils partagent avec les récepteurs à tyrosine kinase de type RYK, 

potentiellement impliqués dans la voie Wnt. Ce qui suggère une compétition possible entre WIF1 et RYK pour 

la liaison des Wnts. Le domaine cytoplasmique de Frizzled et le domaine tyrosine kinase du récepteur RYK 

sont respectivement annotés CD et KD. Les peptides signaux, les domaines transmembranaires et les ELDs sont 

respectivement visibles en rouge, bleu et bleu hachuré. (Kawano and Kypta, 2003) 

Figure 26 : Structure de WIF1 murin 

(A) La structure cristallisée de WIF1 montre une interaction hydrophobe entre le domaine WIF et l’ELD III. 

(PBD 2YGQ ; Malinauskas et al., 2011) (B) La protéine WIF1 se compose d’un peptide signal N-terminal, d’un 

domaine d’interaction protéique (domaine WIF), de cinq ELDs (ELD I à V) et d’une queue C-terminale 

hydrophile. WIF1 comprend deux sites de N-glycosylation respectivement sur le domaine WIF (N
88

) et sur 

l’ELD III (N
245

) et deux sites de O-fucosylation respectivement sur les ELD III (T
255

) et V (T
319

). 
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III.4.2. Structure de la protéine WIF1 

La protéine WIF1 est structurellement très différente des autres inhibiteurs de la voie Wnt 

puisqu’elle ne possède ni domaine riche en cystéine (retrouvé chez d’autres inhibiteurs des 

Wnts), ni de domaine nétrine (NTR) (présent chez les sFRP). Les sFRP et le récepteur 

Frizzled possèdent tous deux un domaine conservé riche en cystéine (CRD) qui permet aux 

inhibiteurs de la famille sFRP de rentrer en compétition avec Frizzled pour interagir avec les 

Wnts. L’activité inhibitrice des sFRPs est accentuée par leur capacité à interagir avec les 

protéines Wnts via leur domaine NTR. Les protéines de la famille Dickkopf sont également 

pourvues de domaines riches en cystéine impliqués dans leur liaison avec le co-récepteur 

LRP5/6 afin de prévenir sa trimérisation avec le complexe Frizzled/Wnt (Kawano and Kypta, 

2003; Malinauskas and Jones, 2014) (Figure 25). 

Le précurseur de WIF1 se compose d’un peptide signal N-terminal, d’un domaine 

d’interaction protéique en feuillet β appelé domaine WIF (Liepinsh et al., 2006), de cinq 

ELDs de type hEGF (ELD I à V) comprenant entre 31 et 33 résidus et d’une queue 

C-terminale hydrophile (Figure 26). Deux sites distincts du domaine WIF1 permettent son 

interaction avec les protéines de la famille Wnt, un site de liaison alkyle (interagissant 

fortement avec les Wnts due à leur palmitoylation) (Malinauskas, 2008) et un second site situé 

à l’opposé, proche de la partie C-terminale de la protéine (Kerekes et al., 2015). 

De façon intéressante, le domaine WIF est également porté par la partie extracellulaire 

des récepteurs à tyrosine kinase de la famille RYK (Patthy, 2000) potentiellement impliquée 

dans la voie canonique (Inoue et al., 2004) et/ou non canonique des Wnts (Cadigan and Liu, 

2006; Kim et al., 2008). Ainsi, WIF1 pourrait entrer en compétition avec ces récepteurs pour 

la fixation des Wnts, de la même façon que les sFRPs avec Frizzled. 

Comme beaucoup de protéines sécrétées, WIF1 possède un certain nombre de sites 

potentiels de N- et O-glycosylation, particulièrement dans ses ELDs. Ainsi, deux sites 

potentiels de N-glycosylation ont été identifiés : un dans le domaine WIF (en position N
88

) et 

l’autre dans l’ELD III (en position N
245

). Deux sites potentiels de O-fucosylation ont 

également été trouvés respectivement dans les ELD III et V (en position T
255

 et T
319

) (Figure 

25) 
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Figure 27 : Régulation du gradient morphogénétique des Wnts par WIF1. 

(A) En absence de WIF1, les protéines Wnt se fixent sur leurs récepteurs Frizzled et LRP5/6 pour induire la 

transduction du signal. La fixation des protéines Wnts aux HSPsG permet de réguler leur gradient 

morphogénétique. (B) En présence de WIF1, celui-ci est capable de se fixer directement aux protéines Wnt dans 

le milieu extracellulaire. WIF1 est aussi apte à interagir avec les HSPGs pour se positionner au niveau du 

gradient morphogénétique de Wnt afin de le réguler. (Malinauskas et al., 2011) 
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III.4.3. Le rôle des ELDs de WIF1 

Malgré le fait que le domaine WIF1 soit suffisant pour donner à la protéine WIF1 son 

activité inhibitrice (Hsieh et al., 1999), les domaines ELD I à V renforcent l’interaction 

WIF1/Wnt en se liant directement aux protéines Wnts et sont donc nécessaires pour conférer à 

la protéine une activité optimale (Malinauskas et al., 2011).  

De plus, les domaines ELD I à IV présentent un certain nombre de résidus chargés 

positivement (lysines et arginines) pouvant établir des liaisons ioniques avec les HSPGs 

(glypican heparan sulfate proteoglycans), qui sont chargés négativement et présents à la 

surface des cellules (Malinauskas et al., 2011). Cette liaison aux HSPGs via les ELDs de 

WIF1 permet de contrôler le gradient morphogénétique des Wnts et donc de réguler sa voie de 

signalisation (Malinauskas et al., 2011) (Figure 26).  

Un contrôle du gradient morphogénétique est également décrit pour les inhibiteurs de la 

famille sFRP, qui sont capables d’interagir avec les HSPGs via leur domaine NTR ce qui 

témoigne de l’importance de ce mécanisme de contrôle (Üren et al., 2000).  

III.4.4. L’importance biologique de WIF1 

En tant qu’inhibiteur de la voie Wnt et comme les autres antagonistes de cette voie, WIF1 

joue un rôle fondamental dans de nombreux processus développementaux (Hunter et al., 

2004; Ng et al., 2014; Surmann-Schmitt et al., 2009) et participe également au maintien de 

l’homéostasie des tissus adultes (Lu et al., 2013; Vaes et al., 2005). Ainsi, dès sa découverte 

en 1999, sa sur-expression a révélée des défauts de somitogenèse suite à son action sur la voie 

Wnt (Hsieh et al., 1999). Les sFRPs, dont l’effet est similaire à celui de WIF1, induisent un 

défaut de prolifération et de différenciation myogénique in cellulo suite à l’inhibition de la 

voie Wnt (Descamps et al., 2008). Bien que le rôle de WIF1 dans la myogenèse n’ait jamais 

été clairement établi, son effet sur la voie Wnt et son fonctionnement proche de celui des 

sFRPs suggère une implication probable dans ce processus physiologique.  

Plusieurs cancers ont été associés à une dérégulation de WIF1, le plus souvent une 

sous-expression induite par l’hyperméthylation de son promoteur. Ce phénomène a été 

observé dans de nombreux cancers (cancer de la vessie, du poumon, du cerveau, 

colon-rectum) (He et al., 2005; Mazieres et al., 2004; Urakami, 2006; Wu et al., 2012). La 

sous-expression de WIF1 induirait une sur-activation de la voie Wnt et donc des altérations de  
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la prolifération et de la différenciation cellulaires. Des études visant à mettre en place de 

nouvelles approches anti-tumorales ont d’ailleurs montré que l’apport exogène de WIF1 

inhibe l’angiogenèse et la croissance tumorale via son effet antagoniste sur la voie Wnt (Hu et 

al., 2009). De la même manière, il a été montré dans le cancer colorectal que la déméthylation 

du promoteur de WIF1 (par l’apport de genisteine) permettait de restaurer son expression ce 

qui a pour effet de prévenir l’invasion et la migration tumorale (Zhu et al., 2018). 
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PROJET DE THESE 

La O-fucosylation des domaines EGF-like (ELD) retrouvés dans certaines glycoprotéines 

membranaires ou sécrétées, est une glycosylation rare catalysée par la protéine 

O-fucosyltransférase 1 (Pofut1) réticulaire. Le transfert de O-fucose par Pofut1 ne peut se 

faire qu’en présence d’un ELD correctement replié et portant une séquence consensus 

particulière de type C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3
. La présence de fucoses O-liés sur un ou plusieurs 

ELDs est essentielle à la fonction de certaines protéines : c’est notamment le cas du récepteur 

NOTCH1, dont les O-fucoses modulent la capacité à induire un signal après avoir interagi 

avec ses ligands canoniques DSL (DLL et JAG). 

Mon projet de thèse s’est défini autour de la compréhension des mécanismes 

biochimiques et des rôles biologiques en lien avec la O-fucosylation induite par l’enzyme 

POFUT1. Trois axes de recherche ont émergé de ce projet, à savoir l’étude du rôle de la 

O-fucosylation induite par POFUT1 dans le développement musculaire post-natal chez la 

souris, la mise en évidence de nouvelles protéines cibles de POFUT1 et la valorisation d’une 

nouvelle approche expérimentale d’analyse de la présence de fucoses O-liés. 

Le premier axe s’est inscrit dans la continuité de travaux réalisés avant mon arrivée au 

sein de mon équipe d’accueil. Ils avaient pour objectif d’étudier l’effet de la sous-expression 

de Pofut1 sur l’activation de la voie Notch dans la lignée myoblastique murine C2C12 (Der 

Vartanian et al., 2015). Mes premiers travaux de thèse ont consisté à participer à l’étude de la 

lignée murine Pofut1
cax/cax

, connue pour sous-exprimer de façon hypomorphe le gène Pofut1 

(Schuster-Gossler et al., 2009). Cette lignée murine a été choisie comme modèle d’étude pour 

une thèse initiée précédemment au laboratoire, dont l’objectif était de définir l’effet de la 

sous-expression de Pofut1 sur le développement musculaire post-natal (Al Jaam, 2016). Ma 

contribution s’est particulièrement portée sur la caractérisation de myoblastes dérivés de 

cellules satellites (MDCS), issus de muscles de souris Pofut1
cax/cax

 et sauvages C3H. Plus 

précisément, mon intérêt s’est porté sur la capacité des récepteurs NOTCH, exprimés à la 

surface des MDCS Pofut1
cax/cax

 ou
 
sauvages, à interagir avec leurs ligands canoniques JAG1 

et DLL1, apportés de manière exogène (Al Jaam et al., 2016). L’objectif était de voir si la 

diminution d’activation de la voie Notch pouvait être reliée à une moindre interaction de ces 

ligands avec les MDCS Pofut1
cax/cax

, exprimant des récepteurs Notch hypo-O-fucosylés. 
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Le second axe de mon projet de thèse a été de mettre en évidence de nouvelles protéines 

O-fucosylées, en se basant sur des listes de protéines potentiellement cibles de POFUT1 (Al 

Jaam, 2016; Schneider et al., 2017). Afin de rester cohérent avec les orientations thématiques 

de l’équipe, à savoir le développement musculaire et le cancer colorectal, le choix s’est porté 

sur la protéine sécrétée Wnt inhibitory factor 1 (WIF1), porteuse de deux séquences 

consensus de O-fucosylation au sein de ses ELDs III et V. Avant de tester biochimiquement 

les glycosylations de WIF1, une approche phylogénétique a été menée pour définir la 

conservation des sites de N-glycosylation et de O-fucosylation chez les bilatériens. Puis, des 

tests biochimiques visant à démontrer la présence de O-fucose et/ou de N-glycane sur la 

protéine WIF1 murine ont été effectués. Pour cela, des ELDs III et V de WIF1 ont été 

produits de manière isolée dans un système procaryote afin de tester leur capacité à recevoir 

in vitro un O-fucose. La protéine WIF1 entière, sous sa forme sauvage et différentes formes 

mutées, a été produite dans un système d’expression mammalien stable (CHO) de façon 

recombinante pour en étudier la N-glycosylation et la O-fucosylation in cellulo. La difficulté 

technique liée à la mise en évidence de la O-fucosylation a été contournée par la combinaison 

de la cycloaddition azide-alcyne assistée par le cuivre (CuAAC ou chimie click) et la 

spectrométrie masse en mode MRM, après transfert de O-fucose in vitro par POFUT1 murin. 

Enfin, une approche fonctionnelle a consisté à analyser les effets de la N-glycosylation et de 

la O-fucosylation sur la sécrétion de WIF1. L’objectif de cette étude était de mettre en 

évidence une nouvelle protéine O-fucosylée, WIF1. Puis, d’effectuer une caractérisation plus 

globale de sa glycosylation et de l’impact de la présence de N-glycane et de O-fucose sur la 

sécrétion de cette protéine. 

Le dernier axe de mon projet de thèse s’est effectué en parallèle de l’étude de la 

O-fucosylation de WIF1, et a consisté à standardiser une nouvelle approche expérimentale de 

mise en évidence de la présence des O-fucoses au sein d’ELD cibles. Pour cela, les ELDs 12 

et 26 de NOTCH1 connus pour être O-fucosylés par POFUT1 mais présentant des affinités 

différentes pour cette enzyme (Li et al., 2017) ont été sélectionnés et produits dans un système 

d’expression procaryote. Le but de ces travaux étant de démontrer que notre approche 

biochimique, basée sur l’utilisation de la chimie click, pouvait être une alternative rapide et 

efficace aux techniques classiques de mise en évidence de la O-fucosylation (spectrométrie de 

masse, radiomarquage métabolique, etc…). 
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De précédentes études réalisées au sein de mon équipe d’accueil ont mis en évidence le 

rôle essentiel de la O-fucosylation, médiée par la protéine O-fucosyltransférase 1 (POFUT1), 

dans la différenciation des cellules musculaires. L’utilisation de la lignée myoblastique 

murine C2C12, reproduisant les étapes clefs de la myogenèse (activation des cellules 

progénitrices, prolifération et différenciation cellulaire), a permis d’étudier les conséquences 

d’une sous-expression de Pofut1, induite de manière constitutive. Il a été montré que cette 

sous-expression entrainait une diminution du pool de progéniteurs myogéniques (Pax7+, 

MyoD-) et une différenciation précoce, conséquences directes attribuées à la dérégulation de 

la voie Notch. En effet, la quantité de NOTCH clivé intracellulaire (NICD) est 

significativement diminuée, ce qui signifie une plus faible activation de la signalisation Notch 

(Der Vartanian et al., 2015).  

Une partie de mon travail de thèse s’inscrit dans l’exploration du rôle de POFUT1 dans le 

développement musculaire post-natal d’une lignée murine. Etant donné que le KO du gène 

Pofut1 entraine une létalité au cours du développement embryonnaire (Shi and Stanley, 2003), 

nous avons choisi d’étudier des souris sous-exprimant de manière significative l’enzyme 

POFUT1, la lignée murine Pofut1
cax/cax

 (lignée généreusement fournie par l’équipe du Pr. 

Achim Gossler, Allemagne). Ces souris Pofut1
cax/cax

 présentent un allèle hypomorphe pour le 

gène Pofut1 résultant de l’insertion spontanée d’un élément rétro-transposable (IAP) dans 

l’intron 4 de ce gène. La sous-expression de Pofut1 perturbe essentiellement la voie de 

signalisation Notch et aboutit chez ces souris à des défauts de somitogenèse, se traduisant par 

des déformations squelettiques d’intensité variable (Schuster-Gossler et al., 2009). C’est à 

partir de ce modèle murin que la différenciation myogénique et la croissance musculaire post-

natale ont pu être étudiées par des approches in vivo et ex vivo. 

L’approche in vivo a consisté à prélever chez des souris Pofut1
cax/cax

 différents types de 

muscles squelettiques; à fibres majoritairement mixtes (Quadriceps, Gastrocnemius), rapides 

(Tibialis) ou lentes (Soleus). La détermination du poids relatif de ces muscles, de la taille des 

fibres qui les composent, et de leur contenu en cellules satellites (cellules souches 

musculaires) nous ont permis de montrer une altération du développement musculaire chez 

cette lignée murine. Ces souris présentent en effet une hypertrophie musculaire postnatale 

associée à une réduction du pool de cellules satellites, mais aucune hyperplasie n’a été 

observée par comparaison à des souris sauvages de souche C3H. 
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L’approche ex vivo a consisté à isoler des myoblastes dérivés de cellules satellites 

(MDCS) provenant des muscles des pattes postérieures des souris Pofut1
cax/cax

. L’analyse de 

ces cellules en cultures primaires a révélé que la sous-expression de Pofut1 entrainait une 

dérégulation du programme myogénique des MDCS, se traduisant par une déplétion en 

progéniteurs Pax7+/MyoD- et une fusion avancée de 48h, sans aucune incidence sur la 

prolifération. Ma contribution s’est particulièrement portée sur la mise en évidence de la 

dérégulation de la voie Notch induite par la sous-expression de Pofut1 comme principale 

cause de ces évènements. Pour cela, des tests d’interaction in vitro entre les récepteurs 

NOTCH exprimés à la surface des MDCS et ses ligands canoniques DLL1 et JAG1 (apportés 

de manière exogène) ont été mis en place. Ces tests nous ont montré une forte diminution 

d’interaction de DLL1 avec les MDCS Pofut1
cax/cax 

comparées aux MDCS sauvages (aucune 

différence significative n’a été observée pour JAG1). Nous avons également montré que cette 

diminution d’interaction avec le ligand DLL1 était corrélée à une diminution d’activation de 

la signalisation Notch (moins de clivage du NICD et une moindre activation des gènes cibles, 

Hes/Hey).  

Nous sommes donc arrivés à la conclusion que la sous-expression de Pofut1 chez la 

lignée murine Pofut1
cax/cax

 induit bien une diminution d’interaction entre les récepteurs 

NOTCH et le ligand DLL1, du fait d’une moindre O-fucosylation du récepteur NOTCH plutôt 

qu’à une diminution de sa quantité en surface. Ceci conduit à une activation plus faible de la 

signalisation Notch et par conséquent à une différentiation précoce associée à une diminution 

du pool de progéniteurs. Cela se traduit chez les souris Pofut1
cax/cax 

par une hypertrophie 

musculaire postnatale précoce et une diminution du pool de cellules satellites. 
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L’étude précédente a mis en évidence le rôle de la protéine O-fucosyltransférase POFUT1 

dans la dérégulation de la voie de signalisation Notch et ses conséquences sur la 

différentiation myogénique et la croissance musculaire post-natale chez la souris. Cependant, 

le récepteur NOTCH n’est pas la seule protéine susceptible d’être altérée la diminution de 

quantité de POFUT1. En effet, il existe un certain nombre d’autres glycoprotéines 

membranaires et sécrétées connues pour être potentiellement O-fucosylées. Néanmoins, 

aucune d’entre elles ne semble être directement impliquée dans le processus de myogenèse.  

L’objectif principal de ma thèse a donc été d’identifier de nouvelles protéines susceptibles 

d’être O-fucosylées par POFUT1, en adéquation avec un des domaines d’études de mon 

équipe d’accueil (rôle régulateur de la O-fucosylation sur la différenciation normale 

(myogénique) et pathologique (cancer colorectal)). Dans un premier temps, une étude in 

silico, basée sur la recherche de motifs consensus de O-fucosylation (C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3
) 

au sein de domaines EGF-like (ELDs), a permis d’établir une liste de protéines murines 

potentiellement modifiées par POFUT1. La publication par une équipe américaine d’une liste 

similaire, effectuée sur les protéines humaines, a mis en évidence un petit nombre de 

protéines communes potentiellement O-fucosylables chez l’Homme et la souris (Schneider et 

al., 2017). Au total, il en existe un peu moins d’une centaine chez ces deux espèces, dont la 

protéine Wnt Inhibitory Factor 1 (WIF1) qui possède deux séquences consensus de 

O-fucosylation (au sein des ELDs III et V). Cet inhibiteur de la voie Wnt est un candidat de 

choix pour l’étude de la myogenèse et du cancer colorectal (les deux thématiques de 

recherches de notre équipe) puisqu’il est potentiellement impliqué dans la myogenèse via son 

activité inhibitrice de la voie Wnt et dans différents types de cancers puisque reconnu comme 

un gène suppresseur de tumeurs.  

Nous avons donc mis en place différentes approches dans le but de prouver que WIF1 

pouvait être O-fucosylé. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la 

distribution et à la conservation de la protéine Wif1 chez différentes espèces. Ce qui nous a 

permis de dresser un arbre phylogénétique qui montre l’apparition de Wif1 chez les ancêtres 

bilatériens ainsi qu’une forte pression de sélection pour maintenir la protéine Wif1 au cours 

de l’évolution suggérant un rôle important. Chez les gnathostomes, faisant partie des 

deutérostomiens, nous avons mis en évidence une forte conservation des deux sites potentiels 

de O-fucosylation, présents respectivement au sein des ELDs III et V de Wif1 (avec une plus  
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forte conservation pour l’ELD III). Dans le contexte d’une caractérisation plus globale de la 

glycosylation, nous avons également mis en évidence la conservation, chez ce même 

infra-embranchement, de deux sites de N-glycosylation (caractérisés par la présence de la 

séquence consensus (N-X-(S/T)) localisés dans le domaine WIF et l’ELD III. La très forte 

conservation de l’ensemble de ces sites de glycosylation suggère leur occupation effective par 

des mono ou oligosaccharides et très probablement un rôle important pour le fonctionnement 

de la protéine.  

Une seconde étape a été de démontrer biochimiquement l’occupation de ces sites. Nous 

avons produit de manière recombinante les ELDs III et V (sauvages et mutés sur le site de 

O-fucosylation) de WIF1 murins exprimés dans le périplasme bactérien (E. coli). De plus, 

nous avons exprimé la protéine WIF1 murine entière, sous sa forme sauvage et mutée sur un 

ou plusieurs sites de O-fucosylation ou de N-glycosylation, de manière sécrétée par une lignée 

de cellules de mammifères (CHO). L’élimination des N-glycanes, par traitement enzymatique 

à la PNGase F, nous a permis de conclure que les deux sites de N-glycosylation conservés 

étaient réellement occupés dans la protéine WIF1 de souris. La O-fucosylation in vitro des 

ELDs III et V de WIF1 avait pour objectif de tester rapidement le caractère O-fucosylable ou 

non de ces ELDs. Ainsi, nous avons démontré à l’aide de deux techniques complémentaires 

(la spectrométrie de masse en mode MRM et la chimie click) que seul l’ELD III était capable 

de porter un O-fucose. Des résultats complémentaires ont montré que la protéine WIF1 

entière était O-fucosylable in vitro par POFUT1, sur son ELD III uniquement. Ceci prouve 

que WIF1 est bien une protéine cible de POFUT1 mais aussi que l’expression endogène de 

cette enzyme ne suffit pas à modifier 100% des protéines. Pour révéler la présence effective 

du fucose O-lié sur la protéine WIF1 secrétée par les lignées CHO stables, nous avons choisi 

d’utiliser une autre enzyme produite de manière recombinante, Lunatic Fringe (LFNG). Cette 

dernière ne rallonge que les O-fucoses préexistants en ajoutant un N-acétylglucosamine 

(GlcNAc). Après incubation avec LFNG et révélation par chimie click, nous avons démontré 

que la protéine WIF1 murine était O-fucosylée in cellulo sur son ELD III.  

Afin de statuer sur le rôle potentiel de la N-glycosylation et de la O-fucosylation, nous 

avons d’abord étudié la sécrétion de WIF1 sauvage et muté. Comme attendu, nous avons 

montré que la présence des deux N-glycanes favorisait la sécrétion de WIF1 et de manière 

plus surprenante que la présence du fucose O-lié de l’ELD III avait un effet similaire.  
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Le dernier aspect de notre étude tente d’apporter une explication moléculaire à l’absence 

de O-fucosylation sur le site très conservé présent dans l’ELD V de WIF1. La 

co-cristallisation de POFUT1 avec l’ELD 26 de NOTCH1 (connu pour être O-fucosylé) (Li et 

al., 2017) a révélé l’emplacement précis de cet ELD à l’interface des deux domaines de 

Rossman de POFUT1, ainsi que les résidus clés interagissant principalement par des liaisons 

hydrogène avec les résidus du sous-domaine C
2
-C

3
 de l’ELD 26. L’obtention d’un modèle 

structural par homologie de l’ELD V de WIF1 et son positionnement dans la cavité de 

l’enzyme à la place de l’ELD 26 a révélé un clash stérique important entre l’histidine du 

domaine C
2
-C

3
 (en position C

2
+3) de l’ELD V et un résidu de POFUT1, normalement 

impliqué dans l’interaction avec les ELDs. Ce clash stérique pourrait être suffisamment 

conséquent pour prévenir l’interaction entre POFUT1 et l’ELD V, rendant impossible la 

O-fucosylation.  

Nous avons ainsi pu mettre en évidence une conservation de la protéine WIF1 au cours de 

l’évolution, ainsi qu’une forte pression de sélection pour maintenir deux sites de 

N-glycosylation et deux sites de O-fucosylation. Pourtant, trois d’entre eux seulement sont 

occupés par des mono- ou oligosaccharides, et sont tous les trois nécessaires pour une 

sécrétion optimale de la protéine WIF1.  
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L’étude de la O-fucosylation de WIF1 nous a confronté à la difficulté de mettre en 

évidence cette glycosylation rare. Cela est principalement dû à l’absence d’anticorps ou de 

lectines reconnaissant spécifiquement les O-fucoses, associé au fait qu’il n’existe aucune 

méthode chimique ou enzymatique clivant spécifiquement les fucoses O-liés. A ce jour, les 

techniques les plus couramment utilisées sont la spectrométrie de masse (Kentzer et al., 1990) 

associée ou non au radiomarquage (Rampal et al., 2005).  

Bien qu’étant la plus pertinente, l’étude de la O-fucosylation sur une protéine dans sa 

conformation native et naturelle est souvent inenvisageable. Des contraintes liées à la 

disponibilité, la solubilité et la purification de la protéine d’intérêt imposent fréquemment de 

recourir à l’étude de protéines recombinantes. En effet, l’étude de la O-fucosylation de 

protéines naturelles par spectrométrie de masse n’a été possible que sur des protéines solubles 

et disponibles en grande quantité ; c’est le cas des facteurs de coagulation VII, IX, XII 

(Bjoern et al., 1991; Harris et al., 1992; Nishimura et al., 1992) et de l’UROKINASE (Kentzer 

et al., 1990). Du fait de leurs faibles niveaux d’expression endogène et de leur caractère 

membranaire, le récepteur NOTCH1 et ses principaux ligands DLL1 et JAG1 (Moloney et al., 

2000b; Panin et al., 2002) ont dû être surexprimés dans des systèmes hétérologues pour les 

purifier et étudier leur O-fucosylation. Ainsi, selon la nature de la protéine (sécrétée ou 

membranaire), sa biodisponibilité et la facilité de sa purification, la démarche expérimentale 

doit être adaptée. Une alternative intéressante consiste à produire un ELD d’une protéine 

donnée de manière isolée (Takeuchi et al., 2017) dans un système procaryote et de montrer sa 

capacité ou non à être O-fucosylé in vitro par POFUT1. Si la simplicité et la rapidité de 

production d’une telle protéine recombinante (> 10 kDa) facilitent grandement l’analyse de sa 

capacité à être O-fucosylée ou non, l’amplification par PCR de la séquence codante d’un ELD 

donné est difficile du fait de la grande similarité des ELDs entre eux. Nous proposons dans 

l’article suivant de contourner ces problèmes d’amplification en utilisant une méthode 

d’hybridation d’oligonucléotides, ne nécessitant ni PCR ni de disposer de l’ADNc codant la 

protéine d’intérêt. 

Dans notre étude sur la O-fucosylation de la protéine WIF1 murine (chapitre 2), nous 

avions testé rapidement la capacité des ELDs isolés III et V à être O-fucosylés ou non par 

POFUT1 avant de poursuivre par des productions et analyses plus complexes sur protéine 

entière. Comme évoqué plus haut, nous avons hybridé 4 paires d’oligonucléotides  
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complémentaires pour obtenir un fragment d’ADN double brin à extrémités cohésives portant 

la séquence codante des ELDs III et V de WIF1. Le clonage orienté de ces hybridas est 

finalement réalisé dans un vecteur d’expression procaryote. Après expression dans le 

périplasme, les ELDs sont purifiés et soumis à une incubation avec l’enzyme POFUT1 et un 

GDP-fucose porteur d’un groupement azido. La chimie click, qui permet de greffer sur le 

groupement azido une molécule détectable par blot (comme la biotine alcyne), est une 

technique rapide et peu coûteuse, que nous avons mis en œuvre pour mettre en évidence une 

nouvelle protéine O-fucosylée. En effet, les résultats obtenus précédemment sur la protéine 

WIF1, nous ont amenés à nous interroger sur la possibilité d’étendre cette approche globale à 

l’étude rapide de n’importe quel ELD de n’importe quelle protéine. De plus, plusieurs 

questionnements sur la sensibilité de la technique de chimie click méritaient d’être éclaircis.  

Le but de l’article qui suit a donc été de mieux appréhender les avantages et limites de 

cette nouvelle approche, destinée à évaluer la capacité d’un ELD d’intérêt à être O-fucosylé 

ou non. Pour cela, nous avons opté pour la production de deux ELDs connus pour être 

O-fucosylés, à savoir les ELDs 12 et 26 du récepteur NOTCH1 murin. Ce choix a été motivé 

par la différence d’affinité de l’enzyme POFUT1 pour ces deux ELDs; l’ELD 12 présentant 

une affinité 100 fois inférieure à celle de l’ELD 26 (Li et al., 2017). Pourtant, la superposition 

d’un modèle structural de l’ELD 12 de souris avec la structure 3D de l’ELD 26 murin montre 

une grande similarité. En accord avec la littérature (Li et al., 2017), nos résultats utilisant cette 

nouvelle approche de chimie click montrent bien une propension plus faible de l’ELD 12 à 

être O-fucosylé par rapport à l’ELD 26. Ces analyses ont été confirmées par spectrométrie de 

masse, une technique plus sensible qui nous a permis aussi de quantifier avec précision la 

proportion d’ELDs réellement O-fucosylés.  

Pour conclure, cette étude montre une nouvelle approche permettant de générer 

rapidement et efficacement n’importe quel ELD d’une glycoprotéine issue de n’importe 

quelle espèce afin d’en étudier le caractère O-fucosylable in vitro. L’analyse par chimie click 

associée à des techniques de blot a montré que cette approche est suffisamment sensible pour 

mettre en évidence des différences d’efficacité de POFUT1 à O-fucosyler les ELDs 12 et 26 

de NOTCH1, connus pour se lier à l’enzyme avec des affinités différentes. Enfin, même si 

cette approche demeure moins sensible et moins quantitative que la spectrométrie de masse, 

elle permet néanmoins de discriminer un ELD facilement O-fucosylable d’un autre qui le 

serait beaucoup moins ou pas du tout. 
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DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

La sous-expression de POFUT1 chez les souris Pofut1
cax/cax

 diminue l’activation 

de la voie Notch, en modulant les interactions récepteurs-ligands  

La sous-expression du gène Pofut1 chez les souris Pofut1
cax/cax 

influe sur la 

O-fucosylation globale du domaine extracellulaire (NECD) du récepteur NOTCH et 

probablement aussi sur celle de ses différents ligands (Panin et al., 2002). Cependant, seule la 

O-fucosylation du récepteur NOTCH, et non celle de ses ligands de type DSL (Müller et al., 

2014), est essentielle pour les interactions récepteurs-ligands et donc pour la modulation de 

l’activation de la voie canonique de Notch (Stahl et al., 2008).  

Notre étude sur les souris Pofut1
cax/cax

 montre que la sous-expression de Pofut1 conduit en 

particulier à une diminution d’interaction du ligand DLL1 (apporté de manière exogène) avec 

les récepteurs NOTCH présents à la surface des MDCS Pofut1
cax/cax

 (Al Jaam et al., 2016), 

qui seraient hypo-O-fucosylés comparés à ceux des MDCS sauvages C3H. Contrairement à 

DLL1, le ligand JAG1 ne se lie que très peu aux MDCS. De plus, pour ce ligand, aucune 

différence de fixation n’a été observée entre les MDCS Pofut1
cax/cax

 et sauvages, quelle que 

soit la quantité de ligand testée. Cette absence de variation entre les MDCS Pofut1
cax/cax

 et 

sauvages pour JAG1 n’exclut pourtant pas une diminution de la signalisation Notch induite 

par ce ligand. En effet, une étude récente a suggéré que des modifications du profil de 

O-fucosylation du NECD étaient associées à une inhibition de la voie de signalisation Notch 

induite par JAG1, sans aucune altération de l’interaction récepteur-ligand (Kakuda and 

Haltiwanger, 2017). Les auteurs émettent l’hypothèse que la O-fucosylation du NECD est 

impliquée dans un changement de conformation du récepteur NOTCH1 (sans incidence sur sa 

capacité à interagir avec JAG1) induit par la fixation de JAG1 et qui conduit au clivage du 

NICD.  

Ainsi, la diminution d’activation de la signalisation Notch (moindre clivage du NICD et 

activation plus faible des gènes cibles) chez les MDCS Pofut1
cax/cax

 serait due à 

l’hypo-O-fucosylation des récepteurs NOTCH qui entrainerait une diminution de la 

transduction du signal, induite a minima par DLL1 suite à son défaut d’interaction avec 

NOTCH1. Cette altération de la voie Notch pourrait être renforcée par une plus faible 

activation induite par JAG1, non dépendante d’une diminution de son interaction avec les 

récepteurs NOTCH. 
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Outre son rôle de O-fucosyltransférase, Pofut1 est connue chez la drosophile pour son 

activité chaperonne (Sasamura et al., 2007). Ce rôle reste néanmoins controversé chez les 

mammifères (Stahl et al., 2008). Nous avons montré que la quantité de récepteurs NOTCH1 à 

la surface des MDCS Pofut1
cax/cax

 est équivalente à celle des MDCS sauvages (Al Jaam et al., 

2016). Ces résultats n’étayent donc pas l’hypothèse d’une activité chaperonne de POFUT1 

dans ce modèle murin contrairement à ce qui est connu chez la drosophile. Ainsi, la 

diminution d’interaction de Notch hypo-O-fucosylé avec DLL1 ne peut donc s’expliquer par 

une plus faible expression des récepteurs à la surface cellulaire.  

L’étude de la O-fucosylation des récepteurs NOTCH exprimés à la surface des MDCS 

Pofut1
cax/cax 

n’a pu être effectuée que de manière indirecte. La caractérisation des sites 

réellement O-fucosylés du NECD serait pourtant particulièrement intéressante puisque les 

différents O-fucoses du récepteur NOTCH1 n’ont pas tous la même fonction sur la 

transduction du signal (Kakuda and Haltiwanger, 2017). Il serait donc intéressant de 

déterminer, chez les MDCS Pofut1
cax/cax

, si tous les sites de O-fucosylation du NECD sont 

impactés de la même manière par la sous-expression de Pofut1 ou si certains d’entre eux, 

moins accessibles à l’enzyme, sont plus sévèrement touchés. 

De la même façon que pour la O-fucosylation, l’extension des O-fucoses, catalysée par 

les différentes enzymes de la famille Fringe, est essentielle au bon fonctionnement de la voie 

Notch puisqu’elle module la capacité des différents ligands à induire la transduction du signal. 

Il a également été montré que la présence de Fringe induit un changement conformationnel du 

récepteur NOTCH1, probablement suite à l’extension d’un ou plusieurs O-fucoses qu’il 

contient. Ceci augmenterait l’accessibilité et donc la O-fucosylation de l’ELD 26 

indispensable au bon fonctionnement de cette voie Notch (Kakuda and Haltiwanger, 2017). 

La localisation golgienne de Fringe implique l’existence d’un transport rétrograde de 

NOTCH1 vers le RE suite à la modification de certains de ses O-fucoses par Fringe. Ainsi, le 

site de O-fucosylation de l’ELD 26, libéré de certaines contraintes conformationnelles, peut 

être O-fucosylé. Nous pouvons donc nous poser la question de l’impact de la sous-expression 

de POFUT1 sur le ratio O-fucoses courts/ O-fucoses rallongés car l’expression des enzymes 

de la famille Fringe demeure inchangée. Si ce ratio variait, l’effet des ligands DLL1 et JAG1 

sur l’activation de la voie Notch pourrait aussi être modifié, ce qui expliquerait la grande 

perturbation de cette voie dans notre modèle murin. Malheureusement, de telles études 

nécessitent l’analyse du récepteur NOTCH1 endogène exprimé à la surface des MDCS, ce qui  
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n’est pas envisageable avec les techniques actuelles. En effet, la très faible expression du 

récepteur NOTCH1, qui est une protéine de très grande taille et de nature membranaire, exclut 

la purification de la protéine endogène. De plus, l’absence d’anticorps et de lectines 

reconnaissant les O-fucoses de manière spécifique ainsi que l’absence de traitement 

enzymatique ou chimique supprimant exclusivement ces sucres, accentue fortement la 

difficulté d’analyser la O-fucosylation d’une telle protéine. 

Comme beaucoup d’études, nous nous sommes particulièrement intéressés au récepteur 

NOTCH1. Néanmoins, il serait intéressant d’analyser le comportement de NOTCH3 par des 

techniques similaires à celles utilisées pour NOTCH1. En effet, le récepteur NOTCH3 est très 

proche structurellement de NOTCH1 et partage un certain nombre de ses caractéristiques, à 

savoir plusieurs ELDs O-fucosylables (20 pour NOTCH1 et 15 pour NOTCH3) et les mêmes 

ligands DSL. Son étude serait d’autant plus intéressante que la signalisation induite par 

NOTCH3 semble antagoniste à celle de NOTCH1 (Beatus et al., 1999; Bellavia et al., 2008). 

Ainsi, l’effet de la sous-expression du gène Pofut1 sur la O-fucosylation de NOTCH3 aurait 

pu contrebalancer celle de NOTCH1, ce qui ne semble pas être totalement le cas. Il est donc 

possible que la diminution de la quantité de POFUT1 ait plus d’incidence sur la 

O-fucosylation de NOTCH1 que sur celle de NOTCH3 dans notre modèle murin ou que 

l’expression de ce récepteur soit bien moindre pour que la diminution de son taux de 

O-fucosylation ait un effet majeur.  

Enfin, dans un souci d’analyser l’altération de la voie de signalisation Notch dans sa 

globalité chez les souris Pofut1
cax/cax

, il serait pertinent d’étudier l’effet de la diminution de 

quantité de l’enzyme POFUT1 sur l’expression en surface des récepteurs NOTCH 2 et 4, leur 

clivage et l’activation des gènes cibles. Dans le même esprit, l’analyse de l’apport exogène de 

leurs différents ligands canoniques, non testés dans notre étude (JAG2, DLL3 et DLL4), nous 

permettrait d’avoir une vue d’ensemble sur le bon fonctionnement de la voie Notch et le 

caractère essentiel de la O-fucosylation induite par POFUT1. 

 

Effets induits par la sous-expression du gène Pofut1 chez les souris Pofut1
cax/cax

  

L’analyse des souris Pofut1
cax/cax 

a révélé plusieurs défauts phénotypiques en relation avec 

la dérégulation de la voie Notch tels que des altérations de la somitogenèse (corps compact, 

queue tordue, vertèbres fusionnées…) e t du développement musculaire post-natal  
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(hypertrophie musculaire, diminution du pool de cellules satellites…) (Al Jaam et al., 2016; 

Schuster-Gossler et al., 2009). Il a également été observé chez ces souris Pofut1
cax/cax

 une 

sous-expression de POFUT1 dans de nombreux tissus et organes. Cette sous-expression de 

POFUT1, montrée de manière ubiquitaire (Heu, 2013), pourrait perturber via la dérégulation 

de la voie Notch, de nombreux processus développementaux autres que le développement 

musculo-squelettique ainsi que le maintien de l’homéostasie adulte (Dou et al., 2011; 

Janghorban et al., 2018; Zhang et al., 2018).  

Dans le but de révéler d’autres effets potentiels de la sous-expression de POFUT1 chez 

les souris Pofut1
cax/cax

, un crible phénotypique primaire a été réalisé à la clinique de la souris 

en Allemagne (www.mouseclinic.de/). Ce crible avait pour but d’analyser sur 10 semaines 19 

fonctions biologiques telles que le comportement, le profil neurologique, le métabolisme 

énergétique, la nociception, la morphologie oculaire, les propriétés hématologiques, la 

biochimie clinique, l’immunologie, etc… Ce crible phénotypique a confirmé les défauts 

musculo-squelettiques et mis en évidence un certain nombre de nouvelles fonctions altérées 

chez les souris Pofut1
cax/cax 

telles que des défauts d’audition, des perturbations du système 

digestif et urinaire, une résistance à l’anesthésie, des variations morphologiques (oculaires et 

squelettiques) mais aussi des problèmes comportementaux (potentiellement liés à l’anxiété, 

l’hyperphagie et l’hyperactivité), métaboliques (plus faible concentration d’insuline, de 

glucose, de fer et de LDH) et hématologiques (quantité différente d’hématies, de leucocytes, 

et de plaquettes) (Annexe). L’autre objectif de ce crible phénotypique était d’évaluer les 

conséquences de l’hypertrophie musculaire modérée des souris Pofut1
cax/cax 

sur la force et la 

résistance musculaire. Cependant, la comparaison avec des souris sauvages C3H n’a pas 

révélé de différences significatives. 

Certaines expériences faisant partie du criblage phénotypique et montrant une altération 

de fonction ont été effectuées une seconde fois (à quelques semaines d’intervalle) mais les 

résultats n’ont pas tous été confirmés; c’est notamment le cas pour les tests hématologiques. 

De plus, certaines perturbations physiologiques (coordination, concentration d’insuline, perte 

d’eau, température de surface) ne sont retrouvées que chez un des deux sexes. Ces problèmes 

de reproductibilité des résultats pourraient s’expliquer par des différences individuelles dans 

le niveau d’expression du gène Pofut1 au sein des souris Pofut1
cax/cax

. En effet, ces souris 

présentent des défauts squelettiques de sévérité variable (Schuster-Gossler et al., 2009) liés à 

la nature même de la mutation, à savoir l’insertion d’un élément rétrotransposable de type IAP 

dans l’intron 4 du gène Pofut1. Or, les éléments IAP sont connus pour posséder 
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leurs propres séquences promotrices de type LTR et pour s’intégrer dans le génome en 

position anti-sens (Qin et al., 2010). Leur présence pourrait par conséquent induire la synthèse 

de transcrits chimères potentiellement capables de s’hybrider aux transcrits sauvages de 

Pofut1 et de les dégrader par un mécanisme d’interférence. Bien que ce mécanisme 

d’interférence n’ait pas été démontré chez les souris Pofut1
cax/cax

, la présence de transcrits 

chimères de Pofut1 a bien été mise en évidence (Heu, 2013). Ainsi, il est tout à fait 

envisageable que la régulation épigénétique du promoteur de l’élément IAP intégré au 

génome des souris Pofut1
cax/cax

 induise une diminution de la quantité de transcrits Pofut1, de 

manière variable en fonction des individus et par conséquent de la quantité de l’enzyme 

associée. Ceci pourrait entrainer une dérégulation variable de la voie de Notch en fonction des 

individus, avec comme conséquence des défauts squelettiques de sévérité plus ou moins 

importante. Cela pourrait aussi expliquer la non-reproductibilité ainsi que la faible 

significativité de certains résultats obtenus lors du crible phénotypique primaire. 

Il serait intéressant d’effectuer ce même crible phénotypique mais en séparant les souris 

Pofut1
cax/cax 

selon la sévérité de leur phénotype squelettique et en s’assurant de la corrélation 

avec leur niveau d’expression de Pofut1. Cependant, cela nécessiterait la génération d’un 

grand nombre d’animaux afin de pouvoir les catégoriser en fonction de leurs sexes et de la 

sévérité de leur phénotype squelettique. Ceci s’avère assez délicat étant donné la difficulté 

d’obtenir un grand nombre de souris avec un phénotype sévère, induisant souvent une létalité. 

Une autre possibilité serait d’effectuer des analyses plus précises sur les différentes fonctions 

biologiques altérées de façon significative chez les souris Pofut1
cax/cax

. Cependant, la plupart 

de ces fonctions (comportement, neurogenèse, morphologie oculaire, hématologies, 

métabolisme, etc…) sont beaucoup trop éloignées de nos thématiques actuelles et nécessitent 

donc de se rapprocher de différents laboratoires ou d’envisager certains cribles phénotypiques 

secondaires réalisables à la clinique de la souris.  

Enfin, nous pourrions étudier l’effet de la sous-expression du gène Pofut1 sur le processus 

de régénération musculaire chez les souris Pofut1
cax/cax

. En effet, la déplétion en cellules 

satellites chez ces souris pourrait fortement impacter leur capacité à régénérer un muscle lésé 

suite à une blessure ou une pathologie. Il serait également intéressant d’observer ces capacités 

de régénération chez des souris âgées, puisque le vieillissement est associé à une diminution 

du pool de cellules satellites dans les conditions physiologiques (Brack et al., 2005). Ainsi, les 

potentiels problèmes de régénération musculaires des souris Pofut1
cax/cax

 pourraient être 

accentués chez les individus âgés. 
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Autres protéines potentiellement affectées par la sous-expression du gène Pofut1 

chez les souris Pofut1
cax/cax

 

L’hypo-O-fucosylation du récepteur NOTCH1 entraine une dérégulation de la voie Notch 

associée à des défauts de somitogenèse et de myogenèse chez les souris Pofut1
cax/cax

 ainsi que 

différentes altérations révélées par le crible phénotypique. Le récepteur NOTCH1 n’est 

cependant pas la seule protéine à être impactée par la sous-expression du gène Pofut1. En 

effet, plusieurs autres protéines sont également O-fucosylées ; c’est notamment le cas du 

récepteur NOTCH3 (Arboleda-Velasquez et al., 2005) qui possède une fonction antagoniste à 

celle du récepteur NOTCH1 (Beatus et al., 1999) et dont l’altération du profil de 

O-fucosylation pourrait conduire à une activation atténuée ou exacerbée de la signalisation 

Notch (selon le rôle des O-fucoses de NOTCH3). Les ligands des différents récepteurs 

NOTCH, DLL1 et JAG1, sont également porteurs de O-fucoses (Panin et al., 2002). Il est 

néanmoins admis que les fucoses O-liés portés par ces ligands n’influent pas sur l’activation 

de la voie Notch (Müller et al., 2014) ; néanmoins d’autres effets peuvent être envisagés 

concernant l’adressage, la maturation et/ou la régulation de ces ligands.  

Des protéines indépendantes de la voie de signalisation Notch possèdent aussi des fucoses 

O-liés. C’est le cas de la protéine CRIPTO dont la présence d’un O-fucose sur son unique 

ELD favorise la signalisation de NODAL (Schiffer et al., 2001), essentielle à la formation du 

mésoderme et de la structure axiale lors du développement embryonnaire. Etant donné que le 

mésoderme est le feuillet embryonnaire responsable de la mise en place de somites, il est donc 

possible que la perturbation de la O-fucosylation de CRIPTO puisse induire une altération de 

la signalisation de Nodal et donc de la somitogenèse. Ainsi, CRIPTO pourrait aussi participer 

au défaut de mise en place des somites chez les souris Pofut1
cax/cax

, se traduisant 

principalement par les troubles musculo-squelettiques. Néanmoins, une autre étude montre 

que l’effet de CRIPTO sur Nodal serait plutôt dépendant de la présence de la thréonine 

O-fucosylable et non du fucose O-lié lui-même (Shi et al., 2007). 

D’autres protéines pourraient être corrélées aux perturbations des différents processus 

physiologiques révélées par le crible phénotypique primaire des souris Pofut1
cax/cax

. La perte 

de la O-fucosylation de l’AGRINE stimule la formation de cluster des récepteurs à 

l’acétylcholine (AChR) (Kim et al., 2008), ce qui pourrait éventuellement expliquer la 

résistance à l’anesthésie observée chez les souris Pofut1
cax/cax

. Les facteurs de coagulation VII, 

IX et XII ainsi que l’UROKINASE (impliquée dans la fibrinolyse), également O-fucosylés  
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chez l’Homme (Bjoern et al., 1991; Harris et al., 1992; Kentzer et al., 1990; Nishimura et al., 

1992), pourraient quant à eux être associés aux altérations hématologiques (excepté pour le 

facteur IX, dont la séquence de O-fucosylation est absente chez la souris) mises en évidence 

par la clinique de la souris (Annexe) mais également au sein de notre équipe (plus forte 

viscosité sanguine chez les souris Pofut1
cax/cax

). Il faut également noter l’existence d’une autre 

protéine O-fucosylée, AMACO (Gebauer et al., 2008), dont le rôle est encore inconnu, ce qui 

rend impossible d’anticiper un éventuel rôle de sa O-fucosylation. 

L’étude de la O-fucosylation de ces protéines s’avère très délicate pour les mêmes raisons 

que celles évoquées pour le récepteur NOTCH1. Seuls les facteurs de coagulation VII, IX et 

XII ainsi que l’UROKINASE sont naturellement présents en quantité suffisante pour pouvoir 

être étudiés directement (Bjoern et al., 1991; Harris et al., 1992; Kentzer et al., 1990; 

Nishimura et al., 1992). Au sein de l’équipe, des tentatives ont été initiées pour déterminer les 

profils de O-fucosylation des protéines sériques des souris Pofut1
cax/cax

 par spectrométrie de 

masse (Heu, 2013). Cependant, la faible proportion des facteurs de coagulation par rapport à 

d’autres protéines sériques comme l’albumine ainsi que la présence de nombreuses 

glycosylations ont empêché l’obtention de résultats concluants. La déplétion des échantillons 

sanguins en albumine est une solution envisageable afin de concentrer les autres protéines 

sériques dont les facteurs de coagulation. Néanmoins, nous nous heurterons toujours aux 

problèmes liés à la présence de nombreuses glycosylations au sein des protéines sériques 

restantes. En effet, s’il est possible de supprimer les N-glycanes des protéines par traitement 

enzymatique, il est impossible de cliver les O-glycanes sans que les O-fucoses soient touchés. 

Outre ces protéines O-fucosylées, il en existe d’autres susceptibles de porter des 

O-fucoses. Deux listes de protéines (humaines et murines), basées sur la présence d’un ou 

plusieurs ELDs possédant une séquence consensus de O-fucosylation, ont révélé la présence 

d’un peu moins d’une centaine de protéines potentiellement O-fucosylables (Al Jaam, 2016; 

Schneider et al., 2017). Toutes ces protéines jouent des rôles très divers et l’altération de leur 

éventuelle O-fucosylation pourrait être associée aux phénotypes des souris Pofut1
cax/cax

. Il est 

cependant nécessaire de démontrer la nature O-fucosylée ou non de ces protéines 

potentiellement cibles de POFUT1, avant de s’intéresser aux rôles de ces sucres dans 

l’activité de ces protéines et particulièrement dans le contexte des souris Pofut1
cax/cax

.  

Récemment, nous avons démontré que la protéine WIF1, connue pour inhiber la voie de 

signalisation Wnt, pouvait être O-fucosylée (Pennarubia et al., 2018a). Chez les souris  
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Pofut1
cax/cax

, la O-fucosylation de WIF1 pourrait être diminuée voire absente, ce qui pourrait 

avoir une incidence sur la modulation de la voie Wnt impliquée notamment dans la 

myogenèse mais aussi dans d’autres processus développementaux. Par conséquent, l’étude de 

la O-fucosylation de WIF1 chez les souris Pofut1
cax/cax 

s’avère très intéressante, mais la 

présence de WIF1 en très faible quantité rend son étude inenvisageable. Il serait néanmoins 

possible d’étudier la voie de signalisation Wnt dans le contexte de la sous-expression de 

Pofut1 de notre modèle murin afin de détecter d’éventuelles dérégulations de cette voie. 

 

La protéine WIF1 est une nouvelle protéine O-fucosylée : Quels sont les rôles 

possibles du fucose O-lié ? 

Nous avons démontré que la protéine WIF1 murine était porteuse d’un O-fucose 

uniquement sur son ELD III et que ce fucose O-lié était favorablement impliqué dans la 

sécrétion de cette protéine (Pennarubia et al., 2018a). Cependant, nous ignorons encore si ce 

O-fucose peut être impliqué dans les autres fonctions biologiques de WIF1, ce qui offre des 

perspectives intéressantes pour la poursuite de notre étude. 

WIF1 est un inhibiteur de la voie Wnt, qui exerce son activité en se liant directement aux 

protéines de la famille Wnt; les empêchant ainsi de se fixer à leur récepteur Frizzled et donc 

d’induire la transduction du signal. Le domaine WIF est indispensable et suffisant pour 

conférer à WIF1 son activité inhibitrice envers les protéines Wnts (Hsieh et al., 1999). 

Néanmoins, les ELDs renforcent l’interaction WIF1/Wnt et donc l’inhibition de la voie Wnt 

(Malinauskas et al., 2011). Un des rôles connus des O-fucoses est de moduler les interactions 

protéines-protéines, comme c’est le cas pour le récepteur NOTCH et ses ligands (Moloney et 

al., 2000a; Rampal et al., 2005). Il est donc probable que la O-fucosylation de WIF1 puisse 

avoir un effet modulateur sur ces interactions protéiques, c’est d’ailleurs l’objet de plusieurs 

expérimentations en cours dans l’équipe.  

La structure de la protéine WIF1 humaine, obtenue après cristallisation et diffraction aux 

rayons X, montre une zone d’interaction hydrophobe entre l’ELD III et le domaine WIF, qui 

procure à la protéine plus de stabilité (Malinauskas et al., 2011). Nous avons révélé la 

présence d’un O-fucose et aussi d’un N-glycane sur l’ELD III de la protéine WIF1 murine, 

qui pourraient être impliqués dans cette interaction et donc influer sur la conformation de la 

protéine WIF1. Ainsi, le défaut de sécrétion de la protéine WIF1 murine mutée au niveau du  
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site de O-fucosylation de l’ELD III pourrait être lié à un changement de conformation dû à 

l’absence du O-fucose.  

Il a été montré que les ELDs II à V (globalement chargés positivement) de la protéine 

WIF1 étaient capables d’établir des liaisons ioniques avec des protéoglycanes à héparane 

sulfate (HSPGs), globalement chargés négativement. Cette liaison de WIF1 au HSPGs 

permettrait de contrôler le gradient morphogénétique des Wnts, en empêchant une partie des 

protéines Wnt d’aller se fixer à leur récepteur Frizzled (Malinauskas et al., 2011). La 

quantification des interactions WIF1 (sauvage ou muté)/HSPGs nous permettrait ainsi de 

savoir si la O-fucosylation de l’ELD III de WIF1 influe sur ces interactions avec les HSPGs 

de la matrice extracellulaire. Des tests in cellulo consistant en l’ajout de WIF1 (sauvage et 

muté) exogène sur des cultures cellulaires, suivi d’une quantification de leur fixation à la 

surface cellulaire pourraient nous éclairer sur l’implication des fucoses O-liés dans 

l’interaction WIF1/HSPGs. Cependant, ces méthodes ne nous permettraient pas de savoir si la 

O-fucosylation influe directement sur l’interaction WIF1/Wnt ou uniquement sur la liaison 

WIF1/HSPGs. En effet, la variation de la liaison de WIF1 aux HSPGs a une grande 

probabilité de se répercuter sur la disponibilité des Wnts à se fixer sur leur récepteur, sans que 

l’affinité de liaison entre WIF1 et Wnt ne soit modifiée. Parmi les approches visant à étudier 

l’interaction WIF1/Wnt, la technique NanoLuc sera expérimentée dans l’équipe. Elle consiste 

à produire nos deux protéines recombinantes d’intérêt (WIF1 et une protéine Wnt 

potentiellement partenaire), fusionnées chacune avec une partie tronquée non fonctionnelle de 

la protéine NanoLuc. Si l’interaction WIF1/Wnt est effective, elle induira la reconstitution de 

la protéine NanoLuc, ce qui la rendra active pour émettre un signal lumineux quantifiable. 

Selon le même principe, il est également possible d’utiliser des anticorps secondaires 

spécifiques fusionnés à ces deux parties tronquées de la protéine NanoLuc, ciblant les 

anticorps primaires dirigé contre nos protéines d’intérêt. Cette deuxième stratégie, nécessitant 

de disposer de très bons anticorps primaires, est à privilégier car elle éviterait la production de 

nouvelles protéines recombinantes, fusionnées à un peptide supplémentaire susceptible 

d’influer sur l’interaction WIF1/Wnt. 

Nous avons aussi montré que le O-fucose porté par l’ELD III de WIF1 pouvait être 

rallongé in vitro par un GlcNAc, suite à l’action de Lunatic Fringe produit de manière 

recombinante. Il est connu que l’allongement des O-fucoses du récepteur NOTCH1 module 

son interaction avec ses différents ligands DSL (Kakuda and Haltiwanger, 2017). Ainsi, 

l’action de Fringe sur le O-fucose de WIF1 pourrait moduler les interactions WIF1/Wnt et/ou  
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WIF1/HSPGs. Cependant, avant d’étudier le rôle biologique de l’extension du O-fucose de 

WIF1 par Fringe, il est nécessaire de démontrer que ce processus a réellement lieu in cellulo. 

Pour cela, des analyses par spectrométrie de masse visant à mettre en évidence le disaccharide 

GlcNAcβ1-3Fucose sur la protéine WIF1 recombinante ont été entreprises. Malheureusement, 

nous n’avons pas réussi à détecter le peptide portant le site de O-fucosylation sur l’ELD III 

après digestion trypsique, même après traitement à la PNGase F de la protéine WIF1 entière. 

Ceci pourrait résulter de problèmes de clivages, d’une mauvaise ionisation ou de peptides trop 

longs pour être détectés. Plusieurs expériences supplémentaires sont actuellement en cours, 

elles consistent à digérer la protéine WIF1 avec d’autres enzymes (Glu-C,…) pour générer 

des peptides différents et potentiellement détectables. Si la présence d’un O-fucose allongé est 

avérée, il serait alors intéressant de savoir quelles enzymes de la famille Fringe (Lunatic, 

Manic et/ou Radical) sont impliquées. Cette information serait utile pour décider du ou des 

KO d’enzymes à effectuer sur nos lignées afin d’obtenir une protéine WIF1 portant 

uniquement des fucoses O-liés non allongés. Une fois ces protéines obtenues, nous pourrions 

par les techniques citées précédemment nous concentrer sur l’effet possible de l’allongement 

du O-fucose de WIF1 sur sa sécrétion et/ou sa capacité à inhiber la voie Wnt.  

Outre l’impact possible de la O-fucosylation sur l’interaction WIF1/Wnt, il serait 

intéressant d’évaluer en amont le rôle biologique de WIF1 dans nos modèles cellulaires 

(C2C12 et cellules cancéreuses colorectales humaines). Pour cela, nous pourrions regarder 

l’effet de l’apport exogène de WIF1 (sauvage ou muté) sur les capacités de prolifération et de 

différenciation des C2C12, comme cela a été réalisé pour les protéines sFRP1 et 2 (Descamps 

et al., 2008), également antagonistes de la voie Wnt. Nous pourrions ainsi évaluer le rôle de 

WIF1 dans la différenciation myogénique et le rôle éventuel du fucose O-lié, qu’il soit allongé 

ou non. Des expérimentations similaires sur nos lignées cancéreuses colorectales nous 

permettraient d’en apprendre davantage sur le rôle de WIF1 et éventuellement de sa 

O-fucosylation dans la capacité proliférative et migratoire des cellules cancéreuses. En effet, 

il est connu que l’expression de WIF1 est très souvent inactivée par hyperméthylation de son 

promoteur dans de nombreux cancers, ce qui conduit à une sur-activation de la voie Wnt 

associée à une prolifération accrue (He et al., 2005; Mazieres et al., 2004; Yang et al., 2010).  
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Une conservation inégale des sites de O-fucosylation chez les gnathostomes 

Nous avons montré par des approches phylogénétiques que le site de O-fucosylation de 

l’ELD III de la protéine WIF1 était fortement conservé chez les gnathostomes, ce qui suggère 

l’occupation réelle de ce site par un O-fucose et son maintien au cours de l’évolution. 

Cependant, dans quelques cas particuliers, comme chez le pika (Ochotona princeps), 

l’ornithorynque (Ornithorhynchus anatinus), les serpents et les ambulacraires, ce site de 

O-fucosylation est absent dans l’ELD III (Pennarubia et al., 2018a). Nous avons montré pour 

la protéine WIF1 murine que son ELD III portait bien un O-fucose, nécessaire à une sécrétion 

optimale de la protéine. Ainsi, il serait intéressant d’étudier, pour les espèces précédemment 

citées, l’effet de l’absence du site de O-fucosylation sur l’ELD III sur la sécrétion de WIF1 et 

potentiellement sur son activité inhibitrice. Il est cependant possible que, chez ces espèces, 

l’absence de fucose O-lié sur l’ELD III soit compensée par la présence d’un autre site 

O-fucosylable. Cela pourrait être le cas de l’ornithorynque et des ambulacraires, pour lesquels 

on retrouve un site de O-fucosylation respectivement dans l’ELD I et l’ELD II. Nos modèles 

structuraux suggèrent que ces ELDs seraient de bons substrats pour POFUT1 et donc 

probablement O-fucosylés (Pennarubia et al., 2018a). Il serait donc pertinent de tester 

biochimiquement la O-fucosylation de ces ELDs par notre approche expérimentale in vitro 

(Pennarubia et al., 2018b) puis de se focaliser sur les effets de la présence de fucose O-lié 

(ailleurs que sur l’ELD III) sur la sécrétion de WIF1 pour ces espèces et ses interactions avec 

les protéines Wnt et les HSPGs. Dans l’hypothèse où ces protéines WIF1 seraient moins 

sécrétées et/ou moins actives, il serait judicieux de regarder le profil d’expression des 

protéines Wnt et des autres inhibiteurs de cette voie (Dickkopf, Cerberus et sFRP), afin de 

vérifier la présence d’un éventuel phénomène de compensation pour contrôler la signalisation 

Wnt. 

Des études similaires, relatives à la détermination du caractère O-fucosylable in vitro 

d’ELDs d’intérêt (Pennarubia et al., 2018b), pourraient être envisagées pour les différentes 

espèces de protostomiens, qui présentent de nombreuses divergences de séquences protéiques 

et donc de séquences consensus de O-fucosylation. Cependant, de telles études nécessitent 

d’élucider en amont le rôle de la O-fucosylation de WIF1 (en dehors de la sécrétion) afin de 

rendre toute comparaison possible. Cela suggère la production de nombreuses protéines 

recombinantes pour chaque espèce étudiée (WIF1, Wnts). Néanmoins, les résidus de POFUT1 

impliqués dans l’interaction avec les ELDs et donc dans le processus de O-fucosylation sont 

très conservés (Pennarubia et al., 2018a): il semble donc possible de O-fucosyler un ELD  
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d’une espèce donnée avec une O-fucosyltransférase d’une autre espèce (Lira-Navarrete et al., 

2011). Ceci suggère qu’une seule lignée puisse être utilisée (cellules CHO) pour produire des 

protéines WIF1 recombinantes correctement O-fucosylées et cela peu importe l’espèce dont 

elles sont issues. 

 

L’interaction POFUT1/ELD est à étudier au cas par cas 

Nos deux dernières études ont montré que la présence d’une séquence consensus de 

O-fucosylation, (C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3
) (Müller et al., 2014), était nécessaire mais 

insuffisante pour prédire le caractère O-fucosylable d’un ELD que ce soit in vitro ou in vivo. 

En effet, l’affinité de POFUT1 pour les ELDs module l’efficacité de transfert du O-fucose 

puisque l’interaction POFUT1-ELD est étroitement dépendante de la nature des résidus qui 

composent leur sous-domaine C
2
-C

3
 (portant le site de O-fucosylation) mais aussi leur 

sous-domaine C
5
-C

6
 et leur boucle C

1
-C

2
 (Li et al., 2017; Pennarubia et al., 2018a, 2018b). 

L’interaction POFUT1-ELD se fait principalement par l’établissement de liaison hydrogène 

entre le sous-domaine C
2
-C

3
 de l’ELD et certains résidus conservés de POFUT1. Ces 

interactions permettent le positionnement correct de l’ELD dans la cavité acceptrice (au fond 

de laquelle est logé le GDP-fucose), située entre les deux domaines de Rossman de l’enzyme, 

pour qu’il soit O-fucosylé. Ainsi, chaque ELD devrait être testé individuellement afin de 

déterminer son caractère O-fucosylable ou non.  

Cependant, il est important de garder à l’esprit que la O-fucosylation de chaque ELD est 

dépendante de son accessibilité à POFUT1 au sein de la protéine qui le porte. En effet, alors 

que l’ELD 26 du récepteur NOTCH1, est globalement moins O-fucosylé que l’ELD 12 in 

cellulo (Kakuda and Haltiwanger, 2017), nous avons montré in vitro que l’ELD 12 était 

beaucoup plus difficile à O-fucosyler par POFUT1 du fait d’une affinité beaucoup plus faible 

pour cette enzyme (Li et al., 2017; Pennarubia et al., 2018b). Ainsi, la O-fucosylation 

importante d’un ELD isolé in vitro ne signifie pas forcément une O-fucosylation efficace au 

sein de la protéine entière. Cependant, l’inverse semble plus révélateur puisque si un ELD 

isolé n’est pas apte à recevoir un O-fucose in vitro, il est peu probable qu’il puisse être 

O-fucosylé in cellulo. Il est donc indispensable d’étudier la O-fucosylation des ELDs dans le 

contexte de la protéine entière, pour se rapprocher le plus possible des conditions cellulaires. 
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Même si l’étude des protéines entières paraît plus pertinente, elle est toutefois plus 

difficile à réaliser du fait de leur disponibilité, de leur solubilité et de la possibilité de les 

purifier. Ainsi, il serait intéressant de faire un premier criblage des ELDs portés par les 

protéines cibles de POFUT1, afin de connaitre leur aptitude à recevoir un O-fucose in vitro ou 

non. Cela permettrait d’éliminer tous les ELDs inaptes à être O-fucosylés in vitro et donc 

probablement in cellulo. Enfin, des analyses par spectrométrie de masse et/ou chimie click 

pourraient être effectuées sur les protéines entières portant des ELDs O-fucosylables in vitro. 

Cela permettrait de savoir si leur O-fucosylation in cellulo est également possible ou soumise 

à diverses contraintes, telles que l’accessibilité. 

 

Vers une nouvelle séquence consensus de O-fucosylation ? 

A ce jour, la séquence consensus de O-fucosylation d’un ELD est C
2
-X-X-X-X-(S/T)-C

3 

(Müller et al., 2014). Cependant, la nature des résidus du sous-domaine C
2
-C

3
 influe sur la 

capacité de POFUT1 à interagir avec un ELD et donc à transférer un fucose sur la sérine ou la 

thréonine O-fucosylable. En effet, il a été montré sur l’ELD 12 du récepteur NOTCH1 que la 

présence d’un aspartate en position C
2
+3 (C

2
QNDATC

3
) était associée à une faible affinité de 

POFUT1 pour cet ELD. L’aspartate, du fait de sa longue chaîne latérale, induit un clash 

stérique avec la tyrosine 78 de POFUT1 (Li et al., 2017). Par contre, la mutation de ce résidu 

aspartate en glycine provoque une forte augmentation d’affinité de POFUT1 pour l’ELD (Li 

et al., 2017). Ceci est en accord avec le fait que la glycine, qui ne dispose pas de chaîne 

latérale capable d’induire un encombrement stérique, est fréquemment retrouvée en position 

C
2
+3 dans de nombreux ELDs O-fucosylés, tels que l’ELD 26 du récepteur NOTCH1 

(C
2
FNGGTC

3
) et l’ELD du facteur VII de coagulation (C

2
QNGGSC

3
), tous deux fortement 

affins pour POFUT1. Nous avons confirmé que l’ELD  12 de NOTCH1 était moins 

efficacement O-fucosylé in vitro par POFUT1 que l’ELD 26 (Pennarubia et al., 2018a), ce qui 

peut être relié à la faible affinité de l’enzyme pour l’ELD 12 (Li et al., 2017). Nous avons 

également montré que l’ELD V de WIF1 murin, dont la séquence de O-fucosylation est 

largement conservée chez les gnathostomes, n’était pas O-fucosylable in vitro ni O-fucosylé 

in cellulo. A l’aide de modèles par homologie et de la structure cristallographique du 

complexe murin POFUT1/ELD 26 (Li et al., 2017), nous avons corrélé ce défaut de 

O-fucosylation à la présence dans l’ELD V d’une histidine en position C
2
+3 (C

2
GAHGTC

2
), 

dont la longue chaîne latérale induirait un clash stérique important avec le résidu Y
78

 de  
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POFUT1. Ce clash, plus important encore que celui occasionné par l’aspartate de l’ELD 

12 de NOTCH1, aboutirait à défaut d’interaction entre l’ELD V et POFUT1, prévenant toute 

O-fucosylation. Ainsi, on peut penser que selon l’importance du clash stérique à cette position 

C
2
+3, l’affinité de POFUT1 pour un ELD peut être plus ou moins diminuée voire nulle, 

provoquant dans ce dernier cas un défaut d’interaction et donc de O-fucosylation. Etant donné 

que les ELDs sont structurellement très proches entre eux, il est fort probable que la présence 

d’une histidine en position C
2
+3 dans un ELD l’empêche d’interagir correctement avec 

POFUT1 et par conséquent d’être O-fucosylé. Ainsi, il pourrait être utile de redéfinir la 

séquence consensus de O-fucosylation en précisant, notamment pour la position C
2
+3, les 

résidus favorables à une interaction avec POFUT1 et ceux qui le sont peu comme l’aspartate 

ou pas du tout comme l’histidine. Tous les résidus avec une chaîne latérale plus courte que 

celle de l’aspartate (glycine, alanine, valine, sérine, thréonine, cystéine et proline) ne 

devraient pas induire de clash stérique : parmi ceux-ci, notons que la cystéine n’est jamais 

retrouvée dans le sous-domaine C
2
-C

3
 d’un ELD. Les résidus avec une chaine latérale 

comparable à celle de l’aspartate (asparagine, leucine et isoleucine) ou légèrement plus 

imposante (glutamate, glutamine, lysine et méthionine) devraient induire un clash stérique 

suffisant pour diminuer l’interaction avec POFUT1, sans toutefois empêcher totalement la 

O-fucosylation. Par contre, il est fort probable que des résidus possédant une chaîne latérale 

plus encombrante que celle de l’histidine (tyrosine, arginine, phénylalanine et tryptophane) 

induisent un clash stérique drastique prévenant toute O-fucosylation. Afin de déterminer 

précisément quels résidus ne peuvent être présents en position C
2
+3 pour qu’un ELD soit 

O-fucosylé, nous pourrions nous focaliser sur l’un d’entre eux connu pour être très favorable à 

la O-fucosylation comme l’ELD 26. L’étude de formes variantes de cet ELDs, où seul le 

résidu en position C
2
+3 est remplacé par ceux susceptibles d’induire un clash stérique, nous 

permettrait donc de redéfinir la séquence consensus de O-fucosylation par exclusion des 

résidus défavorables.  

Toujours dans l’optique de redéfinir une séquence consensus de O-fucosylation plus 

pertinente, il faudrait également considérer les résidus aux positions C
2
+1, C

2
+2 et C

2
+4, qui 

sont impliqués dans la formation de liaisons hydrogène avec certains résidus clés de l’enzyme 

POFUT1 (Li et al., 2017). L’établissement de toutes ces liaisons permet le bon 

positionnement de l’ELD dans la cavité d’interaction de POFUT1, afin de permettre sa  

O-fucosylation. En se basant sur la liste des ELDs O-fucosylables, nous pouvons noter 

certaines similarités entre les résidus présents à chacune de ces trois positions. Si la présence  
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d’une glutamine en position C
2
+1 induit la formation d’une liaison hydrogène avec POFUT1, 

de nombreux autres résidus peuvent la remplacer sans que cela ne perturbe la O-fucosylation. 

Cependant, aucun des ELDs démontrés comme étant O-fucosylés ne comporte de résidu 

polaire chargé négativement (glutamate ou aspartate) à cette position. Concernant les 

positions C
2
+2 et C

2
+4, la variation est beaucoup plus restreinte avec respectivement trois 

(asparagine, glutamine et histidine) et deux (alanine et glycine) acides aminés retrouvés chez 

tous les ELDs cibles de POFUT1. Etant donné que tous ces résidus varient de façon beaucoup 

plus importante pour les ELDs des protéines potentiellement cibles de POFUT1, la même 

approche expérimentale que celle citée précédemment pourrait être entreprise pour déterminer 

les résidus favorables ou non à chacune des positions du sous-domaine C
2
-C

3
. 

Enfin, pour aller plus loin, nous pourrions aussi nous intéresser aux résidus présents hors 

du sous-domaine C
2
-C

3
 des ELDs. En effet, certains d’entre eux sont associés à la formation 

de liaisons hydrogène ou apolaire (Li et al., 2017). De plus, nos modèles structuraux révèlent 

que le défaut d’interaction de l’ELD V de WIF1 avec POFUT1 pourrait être renforcé par la 

présence d’un second clash stérique potentiellement associé à une répulsion de charge en 

position C
5
+1 (Pennarubia et al., 2018a). Cependant, l’effet de ces résidus hors du domaine 

C
2
-C

3
 sur la capacité d’interaction de POFUT1 et donc sur l’efficacité de la O-fucosylation 

semble beaucoup moins important (Li et al., 2017). L’affinage progressif de la séquence 

consensus de O-fucosylation nous permettrait de diminuer de manière non négligeable la liste 

des ELDs potentiellement aptes à recevoir un O-fucose et donc de redéfinir de manière plus 

pertinente la liste des protéines cibles de POFUT1. A terme, nous pourrions étudier la 

O-fucosylation in cellulo des protéines portant ces ELDs et entreprendre des études 

structure-fonction pour évaluer les différents rôles possibles de cette modification 

post-traductionnelle rare. 

 

Qu’en est-il des autres O-glycosylations rares des ELDs, la O-glucosylation et la 

O-GlcNAcylation ? 

Les ELDs peuvent être modifiés par deux autres O-glycosylations rares : la 

O-glucosylation catalysée par l’enzyme POGLUT1 (Takeuchi et al., 2012) et la 

O-GlcNAcylation induite par l’enzyme EOGT (Sakaidani et al., 2011). Il serait intéressant de 

dresser une liste de protéines cibles de POGLUT1 et d’EOGT puis de confronter ces listes à 

celle établies pour POFUT1 afin d’identifier l’ensemble des ELDs portant plusieurs séquences  
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de O-glycosylation. De la même façon que pour POFUT1, nous pourrions utiliser la structure 

3D des complexes POGLUT1/ELD 12 de NOTCH1 (Li et al., 2017) et y positionner in silico, 

à la place l’ELD 12, les différents modèles structuraux générés de manière automatique pour 

chacun des ELDs potentiellement O-glucosylables afin d’identifier d’éventuels problèmes 

d’interaction. Ces problèmes d’interaction potentiels pourraient par la suite être confirmés ou 

infirmés expérimentalement par des approches in vitro similaires à celles utilisées dans nos 

études (Pennarubia et al., 2018a, 2018b).  

En ce qui concerne la O-GlcNAcylation, nous ne disposons pas de la structure 3D de 

l’enzyme EOGT. Nous ignorons donc comment cette enzyme interagit avec un ELD et quels 

sont les résidus clés impliqués dans l’interaction. Cependant, le manque d’informations sur les 

mécanismes d’interaction EOGT/ELD ne représente pas un frein à l’étude expérimentale de la 

capacité d’EOGT à transférer in vitro un GlcNAc sur un ELD. En effet, nous avons montré, à 

l’aide de la même stratégie expérimentale que celle utilisée pour étudier la O-fucosylation, la 

capacité des enzymes POGLUT1 et EOGT à ajouter respectivement un O-glucose et un 

O-GlcNAc sur un ELD recombinant produit de manière isolé. 

Pour aller plus loin dans l’étude du fonctionnement de ces trois enzymes, il serait très 

intéressant d’étudier certains ELDs possédant les trois O-glycanes (O-fucose, O-glucose et 

O-GlcNAc) tel que l’ELD 20 de NOTCH1 (Kakuda and Haltiwanger, 2017). Nous pourrions 

ainsi aborder la question des capacités de transfert de ces trois enzymes réticulaires (POFUT1, 

POGLUT1 et EOGT), sont-elles dépendantes ou indépendantes les unes des autres ?  
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ANNEXE 

 

Catégorie du test Test 
Tendance 

♀ Cax 
Tendance 

♂ Cax 
Tendance 

Cax 
p-value ♀ p-value ♂ p-value 

Comportement 

(locomotion) 
Nombre d'explorations 

verticales 
↑ ↑ ↑ 

  
< 0.001 

Comportement 

(Anxiété) 
% de temps passé au 

centre 
↑ ↑ ↑ 

  
0.001 

Comportement 

(Habituation) 

Amplitude de sursaut 

acoustique 
↓ ↓ ↓ 

  
0.001 

Inhbition de la pré-

impulsion à 81 dB 
↓ ↓ ↓ 

  
0.026 

Neurology 

Activité locomotrice ↑ ↑ ↑ 
  

0.05 

Elévation de la queue ↑ ↑ ↑ 
  

0.035 

Urination durant la 

période d'observation 
↑ ↑ ↑ 

  
0.009 

Latence de la chute ↓ → → < 0.05 NS NS 

Résistance à l'anesthésie ↑ ↑ ↑ 
   

Métabolisme 

énergétique 

Prise alimentaire ↑ ↑ ↑ 
  

0.002 
Consomation minimum 

O
2 

↑ ↑ ↑ 
  

0.005 
Ratio d'échange 

respiratoire VCO
2
/VO

2 
↑ ↑ ↑ 

  
< 0.001 

Œil 

Epaisseur de la rétine ↑ ↑ ↑ 0.001 < 0.001 
 

Epaisseur de la lentille ↓ ↓ ↓ 0.04 0.002 
 

Longueur axiale de l'œil ↓ ↓ ↓ 0.008 0.008 
 

Hématologie et 

chimie clinique 

AUC [Glucose] 0-30 ↓ ↓ ↓ 
  

0.014 

AUC [Glucose] 30-120 ↓ ↓ ↓ 
  

0.001 

Concentration d'insuline 

plasmatique 
↓ ↑ ↓ 0.023 NS NS 

Glycémie à jeun ↑ ↑ ↑ 
  

< 0.001 

Concentration ASAT / 

GOT 
↑ ↑ ↑ 

  
0.01 
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Hématologie et 

chimie clinique 

Glycémie ↓ ↓ ↓ 
  

< 0.001 

Concentration LDH ↑ ↑ ↑ 
  

< 0.001 

Concentration en Fer ↓ ↓ ↓ 
  

0.002 
Capacité de liaison du fer 

insaturé 
↑ ↑ ↑ 

  
0.004 

Saturation en transferrine ↓ ↓ ↓ 
  

0.001 
Nombre d'hématies (Test 

1) 
↓ ↓ ↓ 

  
0.01 

% Hémoglobine (Test 1) ↓ ↓ ↓ 
  

0.038 
Moyenne corpusculaire 

(Test 1) 
↑ ↑ ↑ 

  
0.02 

Nombre de leucocytes 

(Test 1) 
↑ ↑ ↑ 

  
0.014 

Volume plaquettaire 

moyen (Test 1) 
↑ ↑ ↑ 

  
< 0.001 

Nombre d'hématies (Test 

2) 
→ → → 

  
NS 

% Hémoglobine (Test 2) → → → 
  

NS 

Moyenne corpusculaire 

(Test 2) 
→ → → 

  
NS 

Nombre de leucocytes 

(Test 2) 
→ → → 

  
NS 

Volume plaquettaire 

moyen (Test 2) 
→ → → 

  
NS 

Autres 

Perte d'eau 

transépidermique 
↓ ↑ → 0.006 0.001 NS 

Température moyenne à 

la surface du corps 
↑ → → 0.031 NS NS 

Masse corporelle ↓ ↓ ↓ NS 0.016 NS 

Masse du cœur ↓ ↓ ↓ NS 0.008 NS 

Masse du foie ↓ ↓ ↓ NS 0.008 NS 

  

Annexe 1 : Données significativement différentes pour les souris Pofut1
cax/cax 

révélées par le crible primaire 

réalisé à la clinique de la souris en Allemagne (www.mouseclinic.de/) 
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Résumé 

La O-fucosylation, catalysée par Pofut1, est une glycosylation rare qui consiste en l’ajout d’un fucose 

O-lié sur la sérine ou la thréonine d’une séquence consensus (C
2
X4(S/T)C

3
), portée par un domaine 

EGF-like (ELD) d’une glycoprotéine membranaire ou sécrétée. Notre analyse de la lignée murine 

Pofut1
cax/cax

, hypomorphe pour le gène Pofut1, a révélé une hypertrophie musculaire post-natale 

associée à une diminution du pool de cellules satellites. Ce phénotype est en partie associé à un défaut 

d’interaction entre les récepteurs NOTCH hypo-O-fucosylés des myoblastes dérivés de cellules 

satellites (MDCS) et leurs ligands DSL, ce qui aboutit à une plus faible activation de la signalisation 

Notch. D’autres protéines potentiellement impliquées dans la myogenèse peuvent également être la 

cible de POFUT1. C’est notamment le cas de la protéine Wnt inhibitory factor 1 (WIF1), qui dispose 

de cinq ELDs, dont deux sont potentiellement aptes à recevoir un O-fucose (ELDs III et V). Par une 

approche phylogénétique, nous avons montré la conservation de ces deux sites de O-fucosylation et de 

deux sites de N-glycosylation chez la plupart des bilatériens. Nos expériences démontrent l’occupation 

de tous ces sites, excepté le site de O-fucosylation de l’ELD V, chez la protéine WIF1 murine. La 

capacité de l’ELD III, produit de manière isolée, à recevoir un fucose O-lié a été démontrée après 

O-fucosylation in vitro, par l’association de cycloaddition azide-alcyne assistée au cuivre (CuAAC) et 

de spectrométrie de masse en mode MRM. Cette nouvelle approche expérimentale a par la suite été 

standardisée et sa sensibilité évaluée en comparant deux autres ELDs (ELDs 12 et 26 de NOTCH1) 

connus pour être O-fucosylés mais présentant des affinités différentes pour POFUT1. De façon 

surprenante, l’ELD V de WIF1 ne peut être O-fucosylé, probablement en raison d’un clash stérique 

entre cet ELD et POFUT1, prévenant ainsi leur interaction. L’analyse de la protéine WIF1 entière a 

confirmé les résultats obtenus sur les ELDs isolés et démontre l’occupation des deux sites de 

N-glycosylation. Enfin, nos résultats montrent également l’importance de ces deux N-glycanes, mais 

également celle du O-fucose de l’ELD III, pour une sécrétion optimale de la protéine WIF1 murine.  

      Mots clés: POFUT1, O-fucosylation, EGF-like, WIF1, CuAAC  

Abstract 

The, Pofut1-catalyzed O-fucosylation, is a rare glycosylation which consists of the addition of an 

O-linked fucose to the serine or threonine of a consensus sequence (C
2
X4(S/T)C

3
), carried by an 

EGF-like domain (ELD) of a membrane or secreted glycoprotein. Our analysis of the murine line 

Pofut1
cax/cax

, hypomorphic for the Pofut1 gene, revealed post-natal muscle hypertrophy associated with 

a decrease in the satellite cell pool. This phenotype was partly associated with a lack of interaction 

between hypo-O-fucosylated NOTCH receptors of satellite cell-derived myoblasts (SCDM) and their 

DSL ligands, which resulted in a lower activation of Notch signaling. Other proteins potentially 

involved in myogenesis may also be the target of POFUT1. This is indeed the case for the protein Wnt 

inhibitory factor 1 (WIF1), which has five ELDs, whose only two are potentially able to receive an 

O-fucose (ELDs III and V). Using a phylogenetic approach, we showed in most bilaterians that these 

two O-fucosylation sites and two N-glycosylation sites were conserved. Our experiments showed the 

occupation of all these sites, except for the O-fucosylation site of murine WIF1 protein ELD V. The 

ability of the ELD III, produced as an isolated protein, to receive O-linked fucose was demonstrated 

after an in vitro O-fucosylation by combination of copper-catalysed azide-alkyne cycloaddition 

(CuAAC) and MRM-mass spectrometry. This new experimental approach was then standardized and 

its sensitivity was evaluated by comparing two other ELDs (NOTCH1 ELDs 12 and 26) known to be 

O-fucosylated but with different affinities for POFUT1. Surprisingly, WIF1's ELD V could not be 

O-fucosylated, probably due to a steric clash between this ELD and POFUT1, thus preventing their 

interaction. The analysis of the full-length WIF1 protein confirmed our results obtained with isolated 

ELDs and demonstrated the occupation of the two N-glycosylation sites. Finally, our results also 

showed the importance of these two N-glycans, but also the importance of ELD III’s O-fucose, for 

optimal secretion of the murine WIF1 protein. 

Keywords: POFUT1, O-fucosylation, EGF-like, WIF1, CuAAC  


