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RESUME 

 

La caractérisation des mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation myogénique 

et le contrôle du phénotype musculaire est primordiale pour envisager de traiter l’atrophie musculaire 

associée au vieillissement et à certaines maladies, comme le diabète, le cancer, le sida. La 

phospholipase D (PLD) est une enzyme qui hydrolyse la phosphatidylcholine des membranes 

cellulaires en réponse à des stimuli extracellulaires, libérant le messager acide phosphatidique. Une 

implication de la PLD a été démontrée dans de multiples fonctions, comme la réorganisation du 

cytosquelette, le trafic vésiculaire, la prolifération et la survie cellulaires. La capacité de la PLD à 

influer sur la voie de signalisation de mTOR, acteur central dans le contrôle du tissu musculaire, nous 

a incités à étudier son rôle dans ce tissu. 

 

Le rôle de la PLD dans le muscle squelettique est encore mal défini. Les travaux de ma thèse 

ont pour but d’étudier les mécanismes par lesquels la PLD intervient dans la différenciation 

myogénique, ainsi que  son influence sur la régulation de la masse musculaire.  

 

L’activation de la PLD par la vasopressine dans les myoblastes L6 induit leur différenciation 

en myotubes. Nous montrons que le mécanisme par lequel la PLD contrôle la différenciation des 

myoblastes met en jeu l’activation des deux complexes mTORC1 et mTORC2. mTORC2 active la 

différenciation myogénique, probablement via son effecteur PKCα, alors que le complexe mTORC1 

réprime la différenciation via son effecteur S6 kinase, en induisant la phosphorylation de rictor, un 

composant du complexe mTORC2, et l'inhibition de mTORC2.  

 

Nous avons par ailleurs montré que l'inhibition de l'activité PLD par le butanol-1 ou son 

extinction par interférence de l'ARN induit l'atrophie de myotubes L6 en culture, ainsi qu'une 

diminution de la phosphorylation des effecteurs de la voie mTORC1, S6K1 et 4E-BP1. Inversement, 

la surexpression de la PLD à l'aide de vecteurs adénoviraux induit une hypertrophie des myotubes et 

une activation de la voie mTORC1 et de Akt, et atténue l'atrophie induite par la dexaméthasone. De 

plus, l'acide phosphatidique exogène, ainsi que la vasopressine, activateur de la PLD, sont aussi 

capables de contrer l'effet atrophique de la dexaméthasone. L'ensemble des résultats suggère un rôle 

hypertrophique et anti-atrophique de la PLD, qui s’exercerait  par stimulation de la voie mTOR. 

 

Ces résultats suggèrent un rôle clé de la PLD dans le muscle squelettique, s'exerçant 

potentiellement tant au niveau de la régénération du tissu qu'au niveau de la régulation de sa masse. De 

par ces propriétés, la PLD offre donc d'intéressantes potentialités d'action thérapeutique contre la perte 

de tissu musculaire, facteur aggravant majeur dans de multiples pathologies.  
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INTRODUCTION GENERALE 

 

Les muscles striés squelettiques représentent environ 40 % de la masse corporelle d’un 

individu sain, remplissant des fonctions vitales : la locomotion, la respiration, la thermogenèse, la 

régulation du métabolisme des lipides et glucides. Le muscle est un organe doté d’une plasticité lui 

permettant de s’adapter aux changements physiologiques ou environnementaux, tels que la 

croissance, la stimulation mécanique, l’alimentation, l’âge, la maladie. Le muscle squelettique est un 

assemblage hétérogène de fibres musculaires possédant des capacités contractiles et métaboliques 

différentes, des fibres les plus rapides, au métabolisme glycolytique, aux fibres les plus lentes, au 

métabolisme oxydatif.  

 

Le maintien d’une masse musculaire adéquate est critique pour la survie de l’individu. Deux 

phases sont importantes pour assurer ce maintien: la différenciation myogénique et le contrôle de la 

taille des fibres musculaires.  

 

Lors de la différenciation myogénique, les myoblastes, cellules précurseurs, cessent de 

proliférer et fusionnent pour se différencier en myotubes polynucléés, exprimant les protéines 

spécifiques du tissu musculaire, notamment les constituants du système contractile. La myogénèse 

intervient au cours de la vie embryonnaire, mais aussi lors de la réparation des blessures du tissu 

musculaire déjà constitué, et dans la régénération du muscle dystrophique chez les patients atteints de 

myopathies. La myogénèse peut être perturbée dans diverses situations pathologiques, telles que 

l’exposition à certains toxiques environnementaux. La compréhension des mécanismes qui contrôlent 

ce processus présente donc un intérêt majeur en physiopathologie. 

 

Parmi les mécanismes intervenant dans le processus de myogénèse, la voie de signalisation de 

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) a une importance particulière. mTOR est une sérine-

thréonine kinase qui fait partie de la famille des phosphatidylinositol kinase-related kinases. La voie 

mTOR intègre des signaux intracellulaires et extracellulaires permettant la régulation du 

métabolisme, la croissance et la survie cellulaires. Elle joue un rôle central dans l’organisme par son 

implication dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques incluant la formation des 

tumeurs, l’angiogénèse, la résistance à l’insuline, l’adipogénèse, l’activation des lymphocytes T, etc. 

Un des activateurs de la voie mTOR récemment décrit est la phospholipase D (PLD). La 

régulation de mTOR par la PLD découle de la fixation directe de l'acide phosphatidique produit par la 

PLD sur un site de la protéine. La PLD hydrolyse la liaison phosphodiester distale des 

phosphatidylcholines des membranes cellulaires, libérant de la choline et de l'acide phosphatidique, 

en réponse à des stimuli extracellulaires. Chez les mammifères, deux gènes distincts, PLD1 et PLD2, 
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ont été décrits. Ces deux isoformes de PLD nécessitent du phosphatidylinositol bisphosphate comme 

cofacteur pour leur activité mais sont régulées différemment. La PLD1, caractérisée par une activité 

basale faible, est activée synergiquement par les petites protéines G des familles Rho et ARF, et par 

les PKC conventionnelles. La PLD2, au contraire, a une activité basale élevée, et sa sensibilité à des 

protéines activatrices est peu documentée. Les fonctions cellulaires où une implication de la PLD a 

été démontrée sont multiples: le trafic vésiculaire, la réorganisation agoniste-dépendante du 

cytosquelette, l'explosion respiratoire chez les neutrophiles, la prolifération et la survie cellulaires, 

etc. Il a de plus été décrit dans plusieurs modèles cellulaires (L6 et C2C12) que la PLD joue un rôle 

important dans la différenciation myogénique. Cependant, le mécanisme par lequel la PLD intervient 

dans la myogénèse, et le rôle même de mTOR dans ce processus, restent sujets à controverse, étant 

donné la complexité des réseaux de régulation mis en jeu. 

 

En ce qui concerne la régulation de la taille des myofibres, elle repose sur un équilibre entre 

synthèse et dégradation des protéines musculaires. L’augmentation de la synthèse protéique conduit à 

l’hypertrophie musculaire, observée lors de la croissance ou à l’âge adulte, lors d’une 

activité musculaire soutenue. Alors que l’atrophie musculaire, observée lors du vieillissement ou dans 

certaines situations pathologiques, résulte largement d’une dégradation protéique accrue. 

 

  L’adaptation du muscle aux signaux physiologiques et pathologiques résulte de l’intégration 

de signaux extracellulaires. Cette intégration des signaux extracellulaires met en jeu notamment la 

voie de de signalisation PI3K/Akt/mTORC1 qui contrôle la synthèse protéique, et la voie 

FOXO/ubiquitine ligase et autophagie, connectée à la précédente, qui contrôle la dégradation 

protéique. La littérature suggère que la PLD est probablement aussi impliquée à ce niveau. En effet, la 

PLD est impliquée dans l'activation de la voie mTOR induite par la stimulation mécanique de 

muscles isolés, et pourrait intervenir dans la réponse hypertrophique. Un rôle direct de la PLD dans le 

contrôle de la taille des myocytes n'a cependant pas encore été démontré. 

 

L’objectif de cette étude est d’élucider la régulation de la voie mTOR par la PLD dans les 

cellules musculaires, et de mettre en évidence l’implication de cette régulation dans la différenciation 

myogénique et dans le contrôle de la masse musculaire.  

 

La première partie de ce mémoire est consacrée aux rappels bibliographiques. Le reste du 

mémoire concerne notre travail personnel et s’articule autour de trois parties distinctes. La première 

partie traite les méthodes d'étude utilisées. Les deuxième et troisième parties sont consacrées aux 

résultats expérimentaux et à la discussion des résultats obtenus. Ce mémoire se termine par une 

conclusion générale et par des perspectives. 
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CHAPITRE 1 

 

GENERALITES SUR LE MUSCLE 

SQUELETTIQUE 
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1- Le muscle squeletique  

Les muscles sont des tissus contractiles excitables permettant de mouvoir des parties du corps 

s'il s'agit de muscles squelettiques, ou de mouvoir des substances à l'intérieur du corps s'il s'agit de 

muscles lisses ou cardiaques. Le corps humain comprend plus de 640 muscles squelettiques dont la 

taille varie selon leur fonction. Ces muscles constituent en moyenne 43% du poids sec du corps.  

L’unité de base de ce tissu est la fibre musculaire striée. Ces fibres sont de très longues 

cellules plurinucléées, contenant les protéines contractiles arrangées en structures particulières, qu’on 

appelle myofibrilles. Les fibres sont disposées parallèlement, elles mesurent de 10 à 100 µm de 

diamètre et peuvent atteindre 30 cm de longueur. Chaque fibre musculaire est formée de la fusion de 

plusieurs centaines de cellules précurseurs appelées myoblastes (Figure 1). Les noyaux des fibres 

musculaires sont accolés à la membrane plasmique (sarcolemme), pour ne pas nuire aux éléments 

contractiles. 

 

Plusieurs couches de tissus conjonctifs séparent et protègent les composants des muscles 

squelettiques. L’endomysium recouvre chaque fibre musculaire, le périmysium organise de 10 à 100 

fibres musculaires en faisceaux, et l’épimysium est la couche extérieure qui enveloppe tout le muscle. 

Ces membranes fournissent des fibres de collagène aux tissus conjonctifs qui attachent le muscle à 

d’autres structures (muscle, os, tendons). 

 

Les propriétés contractiles des cellules musculaires découlent de la présence des myofibrilles 

constituées d’éléments du cytosquelette assemblés en unités contractiles appelées sarcomères. Ces 

éléments contractiles élémentaires sont constitués par des microfilaments de myosine, dits épais, 

couplés à des microfilaments d’actine, dits fins. 
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Les microfilaments épais 

Constitués principalement par la myosine, qui associe deux sous unités identiques dont les 

queues sont enroulées l’une sur l’autre, et dont les deux têtes globuleuses sont en saillie à l’une des 

extrémités. Ces têtes forment des ponts entre les filaments épais et fins. Chaque pont possède deux 

sites fondamentaux dans le processus contractile : le site de la liaison à l’actine, et le site de l’ATPase 

(Figure 2). 

 

Les microfilaments fins  

Ils sont constitués de trois types de protéines : l’actine, la troponine et la tropomyosine. Le 

monomère d’actine est la protéine de base. Il a une forme sphérique, et possède un site de liaison à la 

myosine. Il peut polymériser pour former des filaments (actine F). Les filaments d'actine sont 

composés de deux chaînes linéaires qui s'enroulent l'une autour de l'autre pour former une double 

hélice. La tropomyosine forme des filaments disposés au creux du sillon de la spirale d’actine. Dans 

cette position la tropomyosine masque les sites de liaison de l’actine à la myosine, et s’oppose à leur 

interaction. La troponine est composée de trois sous-unités : une qui se lie à la tropomyosine, une 

autre à l’actine et la troisième qui fixe le calcium, et régule l'interaction tropomyosine/myosine 

(Figure 2). 

 

Quand il n'y a pas de calcium lié à la troponine, la tropomyosine est stabilisée en position 

bloquante, et masque les sites de liaison à la myosine. Quand du calcium se lie à la troponine, la 

forme de cette protéine est modifiée de telle façon que la tropomyosine s’écarte de sa position 

sarcomère

Myofibrille

Fibre musculaire

Noyau périphérique

sarcomèresarcomère

Myofibrille

Fibre musculaire

Noyau périphérique

Fibre musculaire

Noyau périphérique

Figure 1: Structure du muscle squelettique. 
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bloquante, l’actine et la myosine peuvent alors interagir au niveau des ponts, ce qui entraîne la 

contraction musculaire. 

 

 

 

 

2- Métabolisme et types des fibres musculaires  

 

L’ATP est nécessaire lors de la contraction et la relaxation des muscles. L’approvisionnement en 

ATP, seule source d’énergie directement utilisable, doit être continuel pour que l’activité contractile 

se prolonge. Les stocks d’ATP immédiatement disponible sont peu importants dans le muscle, mais il 

y a trois sources d’ATP additionnelles qui peuvent être mise à contribution en cas de besoin: 

 

La créatine phosphate  

C’est le premier gisement d’énergie exploité au début de l’activité contractile. La créatine phosphate 

possède un groupe phosphate riche en énergie qui peut être donné à l’ADP pour former l’ATP. 

Comme une seule réaction enzymatique intervient dans ce transfert d’énergie, la production d’ATP à 

partir de la créatine-phosphate est rapide (fraction de seconde). 
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myosine

Filament 
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Figure 2 : Structure de l’unité contractile du muscle 
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La phosphorylation oxydative (cycle de l’acide citrique et chaîne de transport d’électrons)  

La phosphorylation oxydative a lieu dans les mitochondries, quand il y a suffisamment d’oxygène. 

Elle fournit beaucoup de molécules d’ATP pour chaque molécule de nutriment consommée, mais elle 

est relativement lente à cause des nombreuses étapes qu’elle comprend. 

 

 La glycolyse  

 La glycolyse aboutit à des produits destinés à entrer dans la voie de la phosphorylation oxydative 

mais elle n’est pas nécessairement suivie par celle-ci. Une molécule de glucose, après glycolyse, est 

scindée en deux molécules d’acide pyruvique avec production de deux molécules d’ATP. Au cours de 

la phosphorylation oxydative, l’acide pyruvique est dégradé avec fourniture d’énergie 

supplémentaire. La glycolyse produit de l’ATP en absence d’oxygène et elle est plus rapide que la 

phosphorylation oxydative. 

 

En fonction de différences dans les modes de production et d’hydrolyse de l’ATP, les fibres 

musculaires sont classées en trois types : 

 

Fibres de type I (ou lentes) 

Fibres oxydatives à contraction lente et résistantes à la fatigue. Ces fibres contiennent beaucoup de 

myoglobine, de mitochondries et de capillaires (fibres rouges). Ce sont des fibres qui métabolisent 

lentement l’ATP et sont petites en diamètre. L’ isoforme de la myosine présente dans ce type de 

fibres est l’isoforme « β cardiaque » codée par le gène MYH7. Elles sont prépondérantes dans les 

muscles posturaux comme les muscles du cou. Chez le rat, le soleus est très majoritairement composé 

de fibres I. 

 

Fibres de type IIA (ou rapides résistantes) 

Fibres oxydatives à contraction rapide et résistantes à la fatigue. Ces fibres contiennent beaucoup de 

myoglobine, de mitochondries et de capillaires mais, elles possèdent une coloration intermédiaire, et 

ont une forte capacité glycolytique (fibres intermédiaires). MHC2a, l’isoforme de myosine qu’on 

trouve dans ces fibres est codée par le gène MYH2.  Elles sont fréquentes (50%) dans le plantaris du 

rat. Elles se retrouvent en grand nombre dans les muscles de la jambes des athlètes. 

 

Fibres de type IIX / IIB (ou rapides fatigables) 

Fibres glycolytiques, à faible capacité oxydative, à contraction rapide et sensibles à la fatigue. Ces 

fibres contiennent peu de myoglobine, de mitochondries et de capillaires (fibres blanches). Elles ont 

une haute teneur en glycogène et possèdent le plus grand diamètre. Les isoformes de la myosine 

qu’on trouve dans ces fibres sont MHC 2x, codée par le gène MYH1 (fibres IIX, présentes chez 

l’Homme et les rongeurs), et MHC2b codée par le gène MYH4 (fibres IIB, absentes chez l’Homme). 
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Elles sont majoritaires dans le tibialis anterior et le gastrocnemius du rat. On les retrouve en grand 

nombre dans les muscles du bras. 
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CHAPITRE 2 

 

LA MYOGENESE  
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1- Généralités 

 

La  formation des somites au niveau du tube neural est une des étapes importantes dans la 

formation des muscles squelettiques. Ces somites commencent par se diviser en deux parties : le 

sclérotome ventral et le dermomyotome dorsal. Les cellules du sclérotome donnent naissance aux 

vertèbres et aux côtes, alors que le dermomyotome donne naissance à l' épiderme du dos et également 

aux muscles squelettiques du tronc. Des études effectuées chez la caille ont montré que les parties 

médiane et latérale des somites sont contrôlées par les facteurs sécrétés par les tissus environnants et 

donnent  naissance à deux populations différentes de myoblastes, la première générée par la partie 

médiane  du somite est à l’origine des muscles profonds du dos, ou muscles épaxiaux, alors que la 

partie latérale donne naissance aux muscles des parois du corps et des membres, ou  muscles 

hypaxiaux (Sabourin and Rudnicki, 2000) (Figure 3). 

 

De très nombreuses études ont montré l’importance de quatre facteurs de régulation de la 

myogénèse, les MRFs (Myogenic Regulatory Factors), qui contrôlent la spécification et la 

différenciation de la lignée musculaire. Des modèles in vivo et in vitro ont permis de montrer que ces 

MRFs jouent des rôles distincts au cours de la myogenèse. Ils  agissent sur la détermination, la 

migration des cellules, la différenciation et la réparation du tissu musculaire (Perry and Rudnick, 

2000). 
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2- Les facteurs de transcription myogéniques   

 

2.1- Les MRFs  

 

Les MRFs font partie de la superfamille des facteurs de transcription bHLH (basic-Helix-

loop-Helix) qui inclut également c-myc et achaete-scute (ref Olson 1994). La famille des MRFs 

comprend MyoD (ou Myf-3), Myf-5, myogénine (ou Myf-1), et MRF4 (ou Myf-6/herculine) 

(Sabourin and Rudnicki, 2000). 

 

La caractéristique de ces MRFs est la présence dans leur structure d’une région conservée 

« basic DNA-binding domain » qui permet la liaison spécifique à certaines séquences d’ADN, et 

d’autre part d’un motif « Helix-Loop-Helix » nécessaire pour  l’hétérodimérisation de ces protéines 

(Sabourin and Rudnicki, 2000). Les MRFs forment des hétérodimères avec des E-protéines, et se lient 

à l’ADN au niveau d’un motif qu’on appelle « E-box » (de séquence CANNTG). Ce motif se trouve 

dans le promoteur de plusieurs gènes spécifiques au muscle. 
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Figure 3 : Somitogenèse : différenciation du dermomyotome 

D’après Hawke et Garry 2001 
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2.1.1- Rôle des MRFs au cours de la différenciation myogénique 

 

La génération de souris déficientes en chacun des MRFs a permis de montrer qu’ils ont des 

fonctions distinctes et interviennent à des moments différents au cours de la myogénèse. Cependant, 

une certaine redondance de fonction existe aussi. Ainsi, les souris invalidées pour le gène MyoD 

présentent une augmentation de l’expression de Myf-5, avec un phénotype musculaire normal 

(Rudnicki et al., 1992), de même que les souris invalidées pour Myf-5, qui meurent cependant 

rapidement par défaut de formation des côtes (Braun et al., 1992). Par contre, les souris déficientes 

simultanément en ces deux MRFs meurent à la naissance avec une absence complète de muscles 

squelettiques et de myoblastes, ce qui prouve le rôle de MyoD et Myf-5 dans la détermination des 

muscles squelettiques (Rudnicki et al., 1993) (Figure 4). 

 

 

 

 

Les souris déficientes en myogénine meurent aussi à la naissance. Ces souris possèdent un 

nombre normal de myoblastes, mais pas de myofibres, ce qui implique la myogénine dans l'étape de 

la différenciation myogénique (Hasty et al., 1993; Nabeshima et al., 1993). Les souris invalidées pour  

MRF4 possèdent un phénotype musculaire normal avec une augmentation de l’expression de la 

myogénine (Braun and Arnold, 1995; Zhang et al., 1995b). 

 

 Ces résultats permettent la distinction entre deux types de MRFs, les MRFs primaires (MyoD 

et Myf-5) qui sont impliqués dans la détermination myogénique, et les MRFs secondaires (myogénine 

et MRF4) qui sont impliqués dans la différenciation myogénique. Une autre conclusion est que 
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Figure 4 : Myogenèse chez les souris sauvages, déficientes en MyoD ou en Myf5 

D’après Sabourin et Rudnicki, 2000 
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certains MRFs sont interchangeables sans que cela affecte le développement musculaire normal 

(Sabourin and Rudnicki, 2000). 

 

Les souris " KO MyoD" ont un développement normal des muscles épaxiaux (paraspinaux et 

intercostaux) alors que le développement de leurs muscles hypaxiaux est retardé de 2,5 jours par 

rapport aux souris sauvages. Les souris « KO Myf-5 » ont un développement musculaire normal au 

niveau des muscles des membres et des arcs branchiaux, mais un retard au niveau du développement 

des muscles épaxiaux. Ce qui confirme que MyoD et Myf5 ont des rôles distincts au cours de la 

myogénèse (Sabourin and Rudnicki, 2000). 

 

2.1.2- La régulation de l’activité des MRFs 

 

Les MRFs agissent sous forme d'hétérodimères avec les produits des gènes E2-2 qu’on 

appelle ITF2, et ceux du gène E2A qu’on appelle E12, E47et ITF1. Ces hétérodimères activent la 

transcription de gènes spécifiques aux muscles, possèdant dans leur promoteur un motif E-box 

(Sabourin and Rudnicki, 2000). 

 

L'activité des MRFs est régulée négativement par les protéines Id, qui sont dépourvues de 

domaine de liaison à L’ADN (basic-DNA binding domain). Ces Id, codées par quatre gènes différents 

(Id1-4),  agissent comme des dominants négatifs en s’hétérodimérisant avec les protéines E, 

empêchant ainsi leur association avec les MRFs et l’activation des gènes spécifique des muscles 

(Benezra et al., 1990). 

 

Par ailleurs, d’autres études ont montré que l’activité de MyoD est inhibée in vitro par la 

protéine « Twist murine » (mTwist) (Spicer et al., 1996) qui pourrait avoir le même rôle que les 

protéines Id : séquestrer les protéine E et empêcher leur fixation sur les MRFs. Une troisième protéine 

qui pourrait également jouer un rôle négatif dans la régulation des MRFs est Mist1, qui est aussi un 

facteur bHLH dépourvu de domaine de transactivation (Lemercier et al., 1998). 

 

L’activité des MRFs est intimement liée au cycle cellulaire. D'une part, la protéine Rb 

(retinoblastoma protein), qui est nécessaire au maintien du phénotype différencié des myotubes, 

s’associe sous forme hypophosphorylée à MyoD pour la transactivation des promoteurs des gènes 

muscles-spécifiques contenant une E-box (Gu et al., 1993). 

 

D’autre part, l’induction de la différenciation myogénique en culture induit une augmentation 

de l’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire p21 et p16 (Guo et al., 1995; Parker et al., 1995; 
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Schneider et al., 1994). Au cours de l'embryogénèse, la hausse de l'expression de p21 est corrélée à 

celle de la myogénine (Parker et al., 1995). Le lien inverse entre MRFs et cycle cellulaire a été 

également mis en évidence en montrant que la surexpression de la cycline D1, qui est un activateur de 

Cdk4, inhibe l’activité de MyoD. L’activité MyoD est diminuée par contact direct avec le domaine C-

terminal de Cdk4 (Sabourin and Rudnicki, 2000). 

 

 

 

 

L’activité des MRFs est aussi liée au cycle cellulaire par les effets négatifs de l’hétérodimère 

AP1 Fos/c-Jun. Le proto-oncogène c-Jun se lie directement à MyoD et inhibe son activité (Bengal et 

al., 1992; Li et al., 1992a). Au cours de la différenciation, l’expression de c-Fos est diminuée par 

MyoD , qui se fixe sur son promoteur au niveau d’une E-box (Trouche et al., 1993). D’autres 

oncogènes comme c-myc, N-ras et Ha-ras inhibent également la différenciation des myoblastes in 

vitro, ce qui suggère un effet régulateur négatif sur les MRFs (Sabourin and Rudnicki, 2000). 

 

L’activité des MRFs est également régulée par phosphorylation. Par exemple, la myogénine 

peut être directement phosphorylée par la protéine kinase C (PKC) in vitro et in vivo. Le traitement 

avec FGF (fibroblast growth factor) ou la surexpression de la PKC induisent une phosphorylation de 

Myoblastes en prolifération Myotubes différenciés

Facteurs de
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Figure 5 : La régulation de l’activité des MRFs 

D’après Sabourine et Rudnicki 2000 
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la thréonine-87 au niveau du domaine de liaison à l’ADN, empêchant la fixation de l’hétérodimère 

MRF-E-protéine (Li et al., 1992b). 

 

2.2- Protéines MADS-box et différenciation myogénique 

 

Le motif MADS-box est une région conservée de 56 résidus d’acides aminés trouvée à 

l’intérieur de la séquence de liaison à l’ADN de certains facteurs de transcription. La famille de 

protéines MADS-box inclut les facteurs MCM1, AG, DEFA, et SRF (d'où son nom). La région N-

terminale des protéines MADS-box est hydrophile avec une proportion élevée de résidus basiques, 

alors que la région C-terminale est plutôt hydrophobe (Shore and Sharrocks, 1995). 

 

2.2.1- Les Myocyte Enhancer Factors 2 (MEF2) 

 

Les protéines MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), ont été identifiées par leur fixation 

spécifique au niveau d’une région riche en A et T du promoteur des gènes musculaires (Gossett et al., 

1989). Ces protéines possèdent un domaine MADS-box et un domaine MEF2 propre. Quatre 

isoformes ont été identifiées chez les mammifères: MEF2A, B, C et D, codées par quatre gènes 

distincts  (Breitbart et al., 1993). 

 

L’expression des protéines MEF2 dans de nombreux types cellulaires, dont les neurones, les 

chondrocytes et les cellules musculaires lisses, cardiaques, et squelettiques se produit en même temps 

que l’activation de leur programme de différenciation (Olson et al., 1995; Potthoff et al., 2007). 

 

MEF2 a d’abord été identifié comme un facteur se liant à l'ADN de manière spécifiquement 

musculaire, au niveau d’un motif: (CTA[A/T]4TAG/A)  sur le promoteur du gène de la créatine 

kinase. Tous les facteurs MEF2 identifiés depuis ont la capacité de se lier à ce site MEF2 consensus 

(Gossett et al., 1989). Par la suite, des sites MEF2 ont été identifiés au niveau des régions promotrices 

de la plupart des gènes spécifiquement musculaires (Olson et al., 1995; Wang et al., 1995; Wang et 

al., 1996). MEF2 se fixe sur le promoteur des gènes des protéines bHLH, notamment la myogénine et 

MyoD (Edmondson et al., 1992).  Dans les cellules non musculaires, l’activité MEF2 peut être induite 

après surexpression de la myogénine et de MyoD, ce qui suggère une régulation réciproque de MEF2 

et des protéines bHLH (Chambers et al., 1994). Cette boucle d'amplification pourrait être impliquée 

dans le maintien du taux d’expression de ces deux classes de facteurs de transcription au cours de la 

différenciation myogénique (Edmondson et al., 1992). 

 

L’analyse des régions promotrices de nombreux gènes muscle-spécifique montre que les 

MRFs agissent en étroite coopération avec les protéines MEF2 dans les cellules musculaires 
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squelettiques. Un exemple de cette coopération est la régulation du promoteur du gène codant pour la 

desmine, protéine musculaire sarcomérique. L’expression de ce gène est controlée par une région 

régulatrice distale comprenant un site MEF2 et une E-Box adjacente. Des expériences de mutagénèse 

dirigée ont montré que ces deux sites sont impliqués dans l’activité transcriptionnelle de ce promoteur 

(Li and Capetanaki, 1994), ainsi que dans l’expression de la desmine au cours du développement 

musculaire (Kuisk et al., 1996). 

 

Un site MEF2 et une E-Box sont également présents sur le promoteur de MRF4, et MEF2 

active synergiquement la transcription de MRF4 en présence de MyoD ou de myogénine (Black et al., 

1995; Naidu et al., 1995). MEF2 et MyoD activent également de manière synergique les gènes codant 

la créatine kinase, les chaines légères de la myosine 1 et 3, et la myogénine (Kaushal et al., 1994). De 

façon intéressante, la mutation d’un des deux motifs MEF2 ou E-box sur le promoteur du gène de la 

desmine ou de MRF4 n’abolit pas l’action synergique des MRFs et de MEF2 sur leur transcription. 

Les MRFs et MEF2 peuvent donc agir même si seul un site de liaison pour l’un des deux facteurs est 

présent sur le promoteur du gène cible. Ainsi, certains gènes ne possèdant pas de E-Box au sein de 

leur promoteur peuvent être induit par les MRFs (Navankasattusas et al., 1992; Thompson et al., 

1991) . La transactivation du promoteur du gène de la myogénine par MyoD et par la myogénine elle-

même, par exemple, nécessite un site MEF2 mais pas de E-Box (Buchberger et al., 1994; Edmondson 

et al., 1992; Parmacek et al., 1994). Le gène de la protéine sarcomérique troponine C, dont 

l’expression est activée par la myogénine et MyoD, ne contient qu’un site MEF2 (Parmacek et al., 

1994). Dans ces derniers cas, la mutation du site MEF2 supprime totalement l’activation 

transcriptionnelle par les MRFs, suggérant que les MRFs sont capables d’agir indirectement sur le 

promoteur de ces gènes via un site MEF2. Une étude montre que la myogénine et MEF2, provenant 

d’extrait nucléaire de myotubes, se lient à l’ADN de façon coordonnée (Funk and Wright, 1992). 

 

La démonstration de l’interaction entre MEF2 et les MRFs est apportée par une étude de 

Molkentin et al. (1995), montrant que MEF2, à l’inverse des MRFs, ne possède pas d’activité 

myogénique intrinsèque mais est capable d’induire la conversion myogénique de fibroblastes en 

culture en synergie avec les MRFs. Cette synergie est la résultante d’une interaction protéine-protéine 

directe entre les facteurs MEF2 et les hétérodimères MRF-protéines E. Des expériences 

d’immunoprécipitation montrent que MEF2C peut se lier à l’hétérodimère formé par la myogénine et 

la protéine E-12 (Molkentin et al., 1995). Par contre, MEF2C est incapable de reconnaître l’un de ces 

deux facteurs isolé. La formation du complexe MRF/protéines E permet donc la formation d’une 

surface de reconnaissance et d’interaction avec MEF2. Cette interaction se réalise entre l’extrémité 

amino-terminale de MEF2C regroupant les domaines MADS box et MEF2, et le domaine bHLH de la 

myogénine. Elle permet à chacun des facteurs d'activer la transcription via le site de liaison à l’ADN 

de l’autre.  
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La synergie entre MEF2 et MRFs dépend de la présence de deux résidus alanine et thréonine, 

présents dans le domaine de fixation à l'ADN des MRFs, et leur conférant leurs propriétés 

myogéniques. En effet, la protéine chimérique "MyoD-E12basic" contenant le domaine basique de la 

protéine E12, est incapable d’interagir avec MEF2C pour activer la transcription, sauf si les résidus 

pro-myogéniques alanine-thréonine sont introduits dans le domaine basique de E12 aux positions 

correspondantes à celles rencontrées dans le domaine basique des MRFs. (Molkentin et al., 1995). 

 

D’autre part, comme déjà noté, les expressions des MRFs et de MEF2 sont intimement liées 

par une régulation réciproque. Il est probable que les facteurs MEF2 jouent un rôle d’amplification et 

de maintien de l’expression des MRFs au cours de la différenciation, plutôt qu’un rôle d’initiation de 

leur transcription. 

 

2.2.2- Le facteur de Réponse au Sérum (SRF) 

 

Le Facteur de Réponse au Sérum (SRF) est l’un des membres les plus étudiés de la famille 

MADS-box. D’une masse moléculaire de 67 KDa, ce facteur de transcription se fixe en homodimère 

sur une séquence de dix nucléotides CC(AT)6GG appelée boîte CArG. Les fonctions de la protéine 

sont multiples puisqu’il existe une trentaine de sites CArGs fonctionnels dans des promoteurs de 

différents gènes (Chai and Tarnawski, 2002), dont le gène c-fos (Treisman, 1986), les gènes d’α-

actines squelettique (Muscat et al., 1992) et cardiaque (Miwa and Kedes, 1987). Son inactivation 

génique n’apporte que peu d’indices quant à ses différentes fonctions: en effet, les embryons SRF-/- 

se développent normalement jusqu’à E6,5 puis meurent in utero lors de la gastrulation, 

essentiellement par absence de formation du mésoderme (Arsenian et al., 1998). Aussi les études 

fonctionnelles menées sur la protéine ont-elles été en grande partie réalisées in vitro dans des lignées 

cellulaires. Elles ont permis de distinguer deux fonctions principales de la protéine SRF: l’induction 

de gènes impliqués dans la prolifération et le cycle cellulaire (Gauthier-Rouviere et al., 1996; Miano, 

2003), et la régulation des processus de différenciation, notamment dans le tissu musculaire 

squelettique. 

 

2.2.2.1 SRF et différenciation du muscle squelettique squelettique 

 Le SRF est exprimé de façon constitutive aux niveaux ARN-messager et protéine dans les cellules 

musculaires en culture, son niveau d’expression, de même que sa localisation nucléaire, ne variant pas 

selon le stade prolifératif ou différencié de la cellule (Vandromme et al., 1992). Cette même étude 

démontre que l’inactivation de la protéine SRF par microinjection d’anticorps inhibe la 

différenciation de la lignée musculaire C2 en empêchant la transition myoblaste-myotube. Cela se 

traduit par l’inhibition de l’expression de la Troponine T, marqueur tardif de la différenciation, mais 
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également de la myogénine, témoignant ainsi d’un rôle précoce de la protéine SRF dans le 

programme de différenciation myogénique (Gauthier-Rouviere et al., 1996). Il est par ailleurs 

important de noter que, alors que la Troponine T est effectivement une cible directe de la protéine 

SRF (Wang et al., 1994), aucune séquence CArG fonctionnelle n’a été identifiée dans les séquences 

régulatrices du gène de la myogénine. Son inhibition par extinction de la protéine SRF témoigne donc 

d’un rôle général de cette dernière dans le processus de différenciation, et non d’une régulation 

directe du gène.  La protéine SRF sous forme de dimère n’a pas ou a peu d’activité (Treisman et al., 

1992). Elle doit, pour être activée, être phosphorylée et/ou s’associer à des cofacteurs, et assurer ainsi 

une sorte d’ancrage pour la formation de complexes multiprotéiques sur les régions régulatrices de 

ses gènes cibles. Outre de nombreux gènes impliqués dans l’organisation du cytosquelette au cours de 

la différenciation, les gènes de la famille bHLH, et notamment MyoD, représentent des cibles 

potentielles importantes de la protéine SRF. L’implication du SRF dans la régulation du gène MyoD a 

été prouvée en 1996 par deux études de Gauthier-Rouvière et al., et Soulez et al., montrant que 

l’inactivation de la protéine SRF par microinjection d’anticorps bloquants dans des myoblastes 

prolifératifs, ou la construction de lignées C2 exprimant un oligonucléotide SRF anti-sens, se 

traduisent par une perte d’expression de la protéine MyoD (Gauthier-Rouviere et al., 1996; Soulez et 

al., 1996). Des travaux ultérieurs de Carnac et al. et Wei et al. confirment cette régulation de MyoD 

dépendante de SRF: l’inactivation de la petite protéine G RhoA, régulateur positif du facteur SRF, 

entraîne une perte d’expression de la protéine MyoD, sans toutefois altérer l’expression du facteur 

Myf5 (Carnac et al., 1998; Wei et al., 1998). 

 

3- Les facteurs humoraux inducteurs de la myogènese 

 

3.1- L’arginine vasopressine 

 

L’arginine-vasopressine (AVP) est un nonapeptide cyclique produit principalement par les 

neurones magnocellulaires des noyaux supra-optique et paraventriculaire, qui est ensuite transporté le 

long des axones vers l’hypophyse postérieure, où il est libéré dans la circulation sanguine 

(Kozniewska and Romaniuk, 2008).  

 

Plusieurs études se sont intéressées à la biosynthèse de l'AVP, et ont montré à l'aide de 

techniques immunohistochimiques et d'hybridations in situ chez le rat que, outre l’hypothalamus, 

plusieurs structures comme l’hippocampe et le plexus choroïde sont capables de synthétiser de l’AVP 

(Buijs et al., 1978; de Vries and Miller, 1998). 
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Cette hormone est surtout connue comme un modulateur de l’osmolalité des fluides corporels, 

du volume sanguin, de la pression sanguine, du tonus vasculaire et de la prolifération cellulaire. Elle a 

des effets antidiurétiques et vasoconstricteurs. Les effets biologiques de l’AVP sont déterminés par le  

type de récepteurs sur lesquels l’hormone se fixe. Trois récepteurs ont été identifiés V1a-vasculaire, 

V2-rénal, V1b-pituitaire. Ce sont des récepteurs à plusieurs domaines transmembranaires couplés aux 

protéines G trimériques (Figure 6). 

 

3.1.1- Les récepteurs de l’arginine-vasopressine  

 

Le récepteur V2-rénal agit en activant l’adénylate cyclase et la protéine kinase A. Il est 

présent principalement au niveau de la portion médullaire des reins, et il contrôle d’une part la 

quantité d'eau libre, et d’autre part la réabsorption de l’urée (Thibonnier et al., 1996). 

 

Le récepteur V1a active les phospholipases A2, C et D, ce qui stimule la synthèse de 

prostaglandines, d’inositol 1,4,5-trisphosphate et de diacylglycérol, la mobilisation du calcium 

intracellulaire, l’entrée de calcium extracellulaire, l’activation des protéines kinase C (Thibonnier, 

1992), ainsi que la synthèse d'acide phosphatidique. Le récepteur V1a a été identifié au niveau des 

cellules musculaires lisses, des hépatocytes, des plaquettes sanguines, des lymphocytes, des 

monocytes, des pneumocytes de type II, du cortex surrénal, des organes sexuels et de l’épithélium 

rétinien (Thibonnier et al., 1996). Il joue un rôle important dans la contraction et la prolifération 

cellulaire, l’agrégation plaquettaire, la libération des facteurs de coagulation et la glycogénolyse 

(Thibonnier et al., 1996). Le récepteur V1a a aussi été mis en évidence dans les lignées myogéniques 

L6, L5, RD, C2C12, et dans les myoblastes primaires de poulet.  

 

Le récepteur V1b (ou V3) est localisé au niveau de l’hypophyse postérieure, et l’activation de 

ce récepteur stimule la libération de l’ACTH (Thibonnier et al., 1996). 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  32 

 

 

3.1.2- Rôle de l’AVP dans la différenciation myogénique 

 

En ce qui concerne l’induction de la différenciation myogénique, il a été démontré que l’AVP 

stimule la fusion des myoblastes et accentue le phénotype différencié des myotubes en augmentant 

leur taille. De plus, l’AVP agit en synergie avec les facteurs de croissance IGF pour stimuler la 

différenciation (Minotti et al., 1998).  

 

Au niveau de la signalisation induite par l’AVP, Naro et al. (1997) ont montré que l’induction 

de la différenciation des myoblastes L6 par l’AVP met en jeu l’activation des phospholipases C et D, 

mais que seule l'activité phospholipase D est corrélée avec la réponse myogénique (Naro et al., 1997). 

L’action de l’AVP s'accompagne d'une augmentation de l’expression des régulateurs myogéniques 

MRFs (notamment Myf-5) et MEF2, nécessaires pour l’activation transcriptionnelle de la myogénine 

(Nervi et al., 1995; Scicchitano et al., 2002), suivie par l’apparition des marqueurs tardifs de la 

différenciation, tels que l'accumulation de myosine. 

 

La probable implication in vivo de l’AVP dans la différenciation des muscles fœtaux est 

suggérée par la forte concentration d’AVP présente dans le muscle fœtal humain, qui baisse après la 

naissance (Smith et al., 1992). Une autre étude in vivo suggérant la pertinence physiologique de l'effet 

de l'AVP sur la différenciation a montré que le traitement de souris par l’AVP stimule la régénération 

musculaire et s’oppose aux effets négatifs de TNFα (Moresi et al., 2009).  

 

Libération de l’ACTH Réabsorption de l’eau
Contraction cellulaire

Prolifération cellulaire

Glycogénolyse

V1aR V1bR V2R

AVP

Libération de l’ACTH Réabsorption de l’eau
Contraction cellulaire

Prolifération cellulaire

Glycogénolyse

V1aR V1bR V2R

AVP

Figure 6 : Mode d’action de l’arginine vasopressine 
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In vitro, Komati et al. ont montré que l’AVP induit la différenciation des myoblastes L6 via 

l’activation de la phospholipase D et des petites protéines G Rho. Ils ont également montré que l’AVP 

induit la formation de fibres de stress qui pourraient être impliquées dans la différenciation 

myogénique (Komati et al., 2005). Des études de microscopie de fluorescence ont montré que la 

stimulation des myoblastes L6 par l'AVP induit  une accumulation de PA et de PIP2 au niveau des 

fibres de stress (Komati et al., 2005). 

 

3.2- Les facteurs de croissance IGFs 

 

3.2.1- Généralités  

 

Les IGFs (insulin like growth factors) IGF-I et IGF-II ressemblent structurellement à 

l’insuline. La forme mature de ces hormones est formée de 4 domaines. Les domaines A et B sont 

homologues à ceux de l’insuline ; contrairement à celui de l’insuline, le domaine C n’est pas clivé 

dans les IGFs matures. Le domaine D des IGFs est absent de la structure de l’insuline (Le Roith et al., 

2001). 

 

Les IGFs sont sécrétés principalement par le foie, mais sont aussi produits localement par la 

plupart des tissus, où ils agissent de manière autocrine ou paracrine.  Les deux IGFs sont vitaux pour 

le développement embryonnaire, mais il sont aussi sécrétés après la naissance et contribuent à la 

croissance des différents tissus de l’organisme notamment les muscles, les os, le cartillage, les reins, 

les poumons et le cerveau. Chez l’adulte les IGFs ont un rôle anabolique, et participent à la réparation 

des tissus (Dai et al., 2010). Il semble que IGF-I ait un rôle prépondérant après la naissance, le rôle 

précis d'IGF-II étant mal connu.  

 

Les IGFs jouent un rôle important dans la croissance et le développement chez tous les 

vertébrés (Wood et al., 2005). Les souris invalidées pour IGF-I ou IGF-II  sont plus petites que les 

souris sauvages (- 40% en poids) (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993). Les souris "doubles KO IGF-I-

IGF-II" ne pèsent que 30% du poids des animaux sauvages, et meurent peu après la naissance (Baker 

et al., 1993; Liu et al., 1993). La surexpression d'IGF-I dans les souris augmente le poids corporel de 

30% (Mathews et al., 1988). 

 

En plus de leur rôle dans la croissance et le développement, les IGFs sont important dans la 

maturation du système nerveux central, du tissu musculaire et des organes reproductifs. Chez les 

humains, une délétion homozygote partielle du gène qui code pour IGF-I est associée avec un retard 

mental, un retard de croissance, et une surdité (Woods et al., 1996). 
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3.2.2- Les récepteurs des IGFs  

 

 Le récepteur IGF-IR 

IGF-I induit plusieurs réponses cellulaires comme la prolifération, la différenciation et la 

migration en activant le récepteur IGF-IR (IGF-I receptor), constitué par deux sous-unités α et deux 

sous-unités β liées par des ponts disulfures. Les sous-unités α contiennent un site riche en cystéine qui 

permet la liaison d' IGF-I ; les sous-unités β sont caractérisées par leur activité tyrosine kinase qui 

transmet le signal aux effecteurs. IGF-IR possède une similarité de   séquence et de structure très 

élevée avec le récepteur à l’insuline (De Meyts and Whittaker, 2002). La liaison d'IGF-I sur ce 

récepteur induit son autophosphorylation, et l’activation de multiples signaux intracellulaires via des 

molécules adaptateurs comme IRS-1 (Dupont and LeRoith, 2001; White, 2003). La similarité 

structurale entre IGF-I, IGF-II et l’insuline fait que ces hormones peuvent se fixer et activer les 

mêmes récepteurs. Notamment, IGF-II active IGF-IR (Duan et al., 2010).    

 

 Le récepteur  IGF-IIR 

Ce récepteur agit également comme récepteur à mannose-6-phosphate (M6P). Il a une structure et 

une fonction différentes de celles du récepteur IGF-IR. C'est une protéine transmembranaire 

monomérique, avec un domaine extracellulaire riche en cystéine. Il a une affinité 100 fois plus élevée 

pour IGF-II que pour IGF-I. IGF-IIR lie IGF-II et l'amène vers les lysosomes où il sera degradé 

(Kornfeld, 1992). Son rôle direct en signalisation semble limité. 

 

 Les protéines de liaison aux IGFs 

Les IGFBPs (IGF-binding protein) constituent une famille de protéines sécrétées qui se lient 

spécifiquement et avec une forte affinité aux IGF - I et IGF - II. Ces protéines agissent comme des 

transporteurs des IGFs dans la circulation, et des régulateurs de leur disponibilité et de leur turnover 

(Jones and Clemmons, 1995). 

 

3.2.3- Les IGFs et la myogénèse 

 

Les IGFs jouent un rôle-clé dans la croissance des muscles, alors que leur rôle dans la 

différenciation myogénique est moins clair. Plusieurs études ont montré qu'il y a une augmentation du 

taux d'IGF-II au cours de la myogenèse (Florini et al., 1996; Florini et al., 1993; Florini et al., 1991b). 

Les souris déficientes en IGF-IR présentent une hypoplasie musculaire et meurent après la naissance 

par asphyxie (Liu et al., 1993). La surexpression d'IGF-I chez la souris induit une augmentation de la 

taille des fibres musculaires (Barton-Davis et al., 1998; Barton et al., 2002). Des études in vitro ont 

montré qu'un oligonucléotide antisens-anti IGF-II inhibe complètement la différenciation des 
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myoblastes C2 (Florini et al., 1991b), alors que la surexpression d'IGF-II ainsi que l’addition d'IGF-I 

ou IGF-II exogènes accélèrent la différenciation myogénique (Ren et al., 2010; Ren et al., 2008). 

 

L’étude des voies de signalisation activées par les IGFs au cours de la différenciation 

myogénique a mis en évidence l’implication de la voie PI3K-Akt (Coolican et al., 1997; Wilson and 

Rotwein, 2007; Wilson et al., 2004). Wilson et Rotwein (2007) on notamment montré que des 

fibroblastes embryonnaires surexprimant MyoD subissent une différenciation myogénique complète, 

qui est inhibée par la surexpression d'un mutant dominant-négatif d'Akt. Cette inhibition est due à un 

blocage de l'activité transcriptionnelle de MyoD, pas au blocage de son expression. Elle est reproduite 

par l'expression d'ARNi anti-Akt1, mais pas d'ARNi anti-Akt2, ce qui permet d'attribuer un rôle à la 

seule isoforme Akt1 dans la différenciation myogénique. L’équipe de Wilson a confirmé, en utilisant 

des fibroblastes embryonnaires surexprimant MyoD, que les cellules provenant de souris 

transgéniques déficientes pour Akt1 ne se différencient pas, n’exprimant ni la myogénine ni la 

troponine, et ne fusionnant pas, contrairement aux cellules provenant de souris sauvages. Par contre 

les cellules provenant de souris déficientes en Akt 2 différencient normalement (Rotwein and Wilson, 

2009). 

 

  Contrairement aux études de Wilson, d’autres études effectuées in vitro sur les myoblastes de 

la lignée C2 ont suggéré que c’est plutôt l’isoforme 2 d'Akt qui est impliquée dans la différenciation 

myogénique, son expression étant augmentée au cours de la différenciation, et l’injection d'anticorps 

anti-Akt2 dans les cellules bloquant la différenciation (Vandromme et al., 2001). 

 

Akt contrôlerait l'activité myogénique de MyoD en permettant la formation du 

transcriptosome spécifique du muscle squelettique, comprenant MyoD et les acétyl transférases p300 

et p300/CBP-associated factor, par phosphorylation directe de p300. La phosphorylation directe de 

p300 augmente son activité acétylltransférase envers MyoD et favorise le recrutement de pCAF qui à 

son tour permet l’acétylation de MyoD, p300 et des histones permettant la stabilisation du 

transcriptosome spécifique MyoD/p300/pCAF et l’initiation de la transcription.  L’action de PI3K-

Akt est une étape importante pour le remodelage de la chromatine induit par p38, qui permet le 

recrutement du complexe SWI/SNF au niveau des nucléosomes (Serra et al., 2007). 

 

De plus, Akt2 est capable de se fixer sur la protéine Prohibitine2 (PHB2), un répresseur 

transcriptionnel de la myogénèse. La fixation d'Akt2 réduirait l'interaction PHB2/MyoD, et 

favoriserait l'action myogénique de MyoD (Heron-Milhavet et al., 2008) 

 

Le rôle d'Akt dans la différenciation n'est cependant pas tout à fait clair. Une étude montre 

que chez les souris "double KO" pour les deux isoformes Akt1 et Akt2, les muscles se différencient 
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normalement, sans différence au niveau du nombre des fibres musculaires avec les souris sauvages. 

La seule différence observée est que les myofibres sont plus petites, ce qui implique Akt dans le 

contrôle de la taille des myotubes plutôt que dans leur différenciation (Peng et al., 2003). De plus, la 

surexpression d'un mutant dominant-négatif d'Akt dans des myoblastes primaires de souris n'a pas 

d'effet sur les taux et la cinétique d'expression des marqueurs de différenciation et la fusion des 

cellules (Bois and Grosveld, 2003)  

 

Les IGFBPs, notamment IGFBP-5, pourraient jouer un rôle important au cours de la 

différenciation des myoblastes (Ren et al., 2008). In vitro, il a été montré que l’expression d' IGFBP-5 

augmente au cours de la différenciation myogénique (Bayol et al., 2000). Son rôle est cependant 

controversé: d’une part sa surexpression inhibe la différenciation myogénique (Cobb et al., 2004) et 

les souris "IGFBP-5 KO" présentent une musculature normale (Ning et al., 2007), d’autre part, 

l’addition d'IGFBP-5 exogène avec de l’IGF-I stimule la différenciation myogénique (Ewton et al., 

1998) et l’inhibition de l’expression d'IGFBP-5 par des ARNi inhibe la myogénèse et l’expression du 

gène IGF-II (Duan et al., 2010). 

 

4- Les facteurs répresseurs de la myogènese 

 

4.1- Le facteur de croissance TGF-β  

 

Le TGF-β a été initialement caractérisé comme un inducteur du phénotype transformé dans 

les cellules fibroblastiques. Par la suite on a observé qu’il peut influencer la prolifération et la 

différenciation de types cellulaires d’origine mésenchymateuses (Ignotz and Massague, 1985). Dans 

les lignées de cellules musculaires, ainsi que dans les cultures de myoblastes primaires (rat, caille), 

TGF-β inhibe d’une façon dose-dépendante la différenciation myogénique, et d’autre part il induit la 

prolifération cellulaire (Florini et al., 1991a). 

 

D’après Florini et al. (1991), cet effet inhibiteur de TGF-β est transitoire puisque 

l’élimination de ce facteur du milieu de culture réverse ses effets négatifs (Florini et al., 1991a). Le 

mécanisme par lequel TGF-β inhibe la différenciatin myogénique implique la phosphorylation des 

facteurs Smad2 et Smad3, qui, en combinaison avec certains facteurs de transcription, régulent 

l'expression génique (Glass, 2010). TGF-β inhibe ainsi l'expression de MyoD. De plus, Smad3 

interagit physiquement avec MyoD et MEF2C, et inhibe leur activité de transactivation (Kollias and 

McDermott, 2008). 
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La myostatine, connue aussi sous le nom de GDF-8 (growth and differentiation factor 8) 

appartient à cette famille des TGF-β. C'est un régulateur négatif de la différenciation et de la masse 

musculaire (Lee, 2004). La myostatine bloque la différenciation des myoblastes en myotubes 

(Langley et al., 2002; Yang et al., 2007). Elle induit notamment une diminution de l’index de fusion, 

de l’expression des MRFs myogenine et MyoD, de l’activité de la créatine kinase, et du diamètre des 

myotubes (Glass, 2010). La myostatine est produite principalement dans le muscle squelettique, 

circule dans le sang, et agit sur le muscle en se fixant sur le récepteur de type II de l’activine, qui 

recrute et phosphoryle un récepteur de type I, ALK4 ou 5. Ce dernier recrute les facteurs Smad 2 et 

Smad 3 qui transloquent au niveau nucléaire après phosphorylation (Glass, 2010). Outre leurs effets 

géniques, et l'inhibition directe des MRFs, Smad2 et 3 inhibent Akt, ce qui entraine une 

potentialisation de leur phosphorylation et de leurs effets anti-myogéniques (Trendelenburg et al., 

2009). 

     

4.2- Le facteur de croissance FGF  

 

Le facteur de croissance FGF est connu pour être mitogène pour les cellules dérivées du 

mésoderme et du neuroectoderme, mais surtout c’est un puissant inhibiteur de la différenciation 

myogénique. Il inhibe l’expression des gènes qui codent pour les protéines bHLH. De plus, le FGF 

active la phosphorylation de la myogénine au niveau de la thréonine 114 , ce qui entraîne la perte de 

sa capacité à se lier à l’ADN (Olson, 1993). Ce site de phosphorylation existe également au niveau 

des autres protéines bHLH, ce qui laisse supposer que la phosphorylation de ces autres protéines 

participe à l'inhibition de la différenciation myogénique (Olson, 1993). 

 

5- Voies de signalisation impliquées dans la myogènese  

 

5.1- La voie p38 MAPK  

 

La p38 MAP kinase est une sérine thréonine kinase impliquée dans les processus de 

croissance et de différenciation cellulaires, l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Cette voie de 

signalisation est stimulée par des signaux extracellulaires comme les facteurs de croissance et 

certaines hormones (Keren et al., 2006). 

 

L’activation de la voie de signalisation p38 met en jeu l’activation des MAPK kinases kinases 

(MAP3K). Ces MAP3Ks phosphorylent et activent les deux MAPK kinases (MAP2Ks) MKK6 et 

MKK3 qui à leur tour activent p38 MAPK (Keren et al., 2006). 
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Chez les vertébrés quatre isoformes de p38 ont été identifiées : α, β, γ et δ. Ces isoformes sont 

caractérisées par la présence d’un motif de phosphorylation Thr-Gly-Tyr (TGY). Une fois activée, 

p38 phosphoryle ses substrats qui comprennent plusieurs kinases et facteurs de transcription, ce qui 

implique un rôle de p38 dans la régulation génique (Keren et al., 2006). 

  

Plusieurs études ont montré qu’au cours de la différenciation les isoformes α et β de p38 sont 

phosphorylées et activées. L'implication de ces deux isoformes dans la différenciation myogénique a 

été démontrée. SB203580, un inhibiteur spécifique de p38 α et β, inhibe la différenciation 

myogénique et réduit l’expression des MRFs, de gènes de structure comme la myosine, ainsi que 

l’expression de gènes spécifiques du muscle et le régulateur du cycle cellulaire p21 
waf1 

(Cuenda and 

Cohen, 1999; Wu et al., 2000; Zetser et al., 1999). Une autre preuve de l’implication de la voie p38 

MAPK dans la différenciation myogénique vient du travail de Puri et al. qui ont montré que les 

cellules de rhabdomyosarcome RMS sont incapables de se différencier à cause de l’absence de 

l’activité p38 (Puri et al., 2000). 

 

Le rôle des autres isoformes de p38 dans la différenciation myogénique n’est pas très clair. 

Cependant, Lechner et al. ont montré que la surexpression de p38 γ induit la différenciation 

myogénique des C2C12, alors que la surexpression de mutants négatifs de cette isoforme inhibe la 

différenciation (Lechner et al., 1996). 

 

Le rôle des p38 MAPK pourrait être expliqué par leur capacité à activer les protéines de la 

famille MEF2, notamment MEF2A et MEF2C. Ces dernières pourraient être directement 

phosphorylées par p38 au niveau des leurs domaines de transactivation (Han et al., 1997; Zhao et al., 

1999). Au cours de la différenciation, MEF2C est phosphorylé dans les myoblastes d’une façon p38-

dépendante, et cette phosphorylation est nécessaire pour son activité transcriptionnelle (Wu et al., 

2000; Zetser et al., 1999). 
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De plus, p38 est capable de réguler l’activité des MRFs. L’activité transcriptionnelle de 

MyoD pourrait être contrôlée indirectement par p38 (Lluis et al., 2005; Molkentin et al., 1995). p38 

ne régule pas tous les MRFs positivement, MRF4, par exemple, est régulé négativement. MFR4 

impliqué dans le stade terminal de la différenciation myogénique est exprimé dans les myotubes 

différenciés, et participe au maintien de la transcription des gènes muscles-spécifiques dans le tissu 

adulte. Il est phosphorylé par p38 au niveau des résidus sérines de son domaine de transactivation, ce 

qui réduit sa capacité à induire la transcription des gènes impliqués dans la différenciation 

myogénique (Suelves et al., 2004). p38 inhibe MRF4 au cours de la différenciation, mais une fois que 

les myotubes sont formés, l’activité p38 décline et MRF4 est exprimé normalement pour maintenir le 

phénotype différencié des myotubes (Keren et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

Differenciation precoceDifferenciation precoce

Figure 7 : Rôle de p38 dans l’intiation de la différenciation myogénqiue 

D’après Keren et al. 2006 
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La voie de signalisation p38 MAPK pourrait interagir avec d’autres voies impliquées dans la 

différenciation myogénique, notamment la voie PI3K-Akt. A ce sujet, les résultats sont controversés : 

certains ont montré que l’activation des deux voies est complètement indépendante, en se basant sur 

le fait que l’inhibition d’une voie n’affecte pas l’activation de l’autre (Li et al., 2000; Sarker and Lee, 

2004; Tamir and Bengal, 2000) ; d’autres études ont par contre montré que les inhibiteurs de la voie 

mTOR et ceux de p38 MAPK inhibent simultanément ces deux voies de signalisation au cours de la 

différenciation myogénique. Cuenda et Cohen ont décrit une boucle de rétrocontrôle positif entre ces 

deux voies de signalisation, qui permettrait d’achever la différenciation myogénique (Cuenda and 

Cohen, 1999).  

 

Une autre interaction de la voie de signalisation p38 est possible avec la voie ERK MAPK. 

L’inhibition de l’activité de ERK augmente l’activité de P38, et inversement, ce qui pourrait 

expliquer le rôle de p38 dans l’arrêt de la croissance cellulaire et l’induction de la différenciation 

myogénique (Khurana and Dey, 2002). 

 

Differnciation tardiveDiffernciation tardive

Figure 8 : Rôle de p38 dans le maintien du phénotype différencié des muscles 

D’après Kerner et al. 2006 
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5.2- la petite protéine G Rho  

 

Les GTPases monomériques sont une super-famille de 150 membres environ, dont les masses 

moléculaires varient de 20 à 30 KDa. Ces protéines possèdent un motif consensus de liaison au GTP. 

Elles sont classées, en fonction de leurs homologies de séquences, en 5 familles: Ras, Rho, Rab, ARF 

et Ran. 

 

Les petites protéines G Rho contrôlent une multitude de processus biologiques, comme 

l'organisation du cytosquelette d’actine, la polarité cellulaire, le transport membranaire, et l’activité 

des facteurs de transcription (Bryan et al., 2005). La famille des petites protéines G Rho est constituée 

par 20 protéines divisées en 6 sous-familles, en fonction de leur séquence primaire, de la structure de 

leurs motifs, ainsi que leur activité biologique. Parmi ces sous-familles, on trouve "RhoA-related 

subfamily", "Rac1-related subfamily", et "Cdc42-related subfamily", qui sont connues pour être 

impliquées dans la différenciation myogénique (Bryan et al., 2005). 

 

Les protéines G existent sous deux formes distinctes, l’une active liée au GTP, et l’autre 

inactive, liée au GDP. Dans le cytosol, les protéines Rho sont liées par leur extrémité C-terminale aux 

inhibiteurs de dissociation de GDP (GDIs) qui les maintiennent sous forme inactive. Lors de 

l’activation, les protéines Rho sont transloquées aux membranes où les facteurs d’échange GEFs 

(guanine nucleotide exchange factors) favorisent la dissociation du GDP et la liaison du GTP. Les 

protéines Rho peuvent alors activer leurs protéines effectrices. Il existe aussi des protéines 

activatrices de l’activité GTPase (GAPs) qui favorisent le retour des protéines Rho à leur état inactif 

(Bryan et al., 2005). 

 

Les protéines de la famille Rho sont activées et transloquées du cytosol vers la membrane en 

réponse à de nombreux agonistes dont le LPA, l’endothéline-1, la trombine et l’insuline. Le 

mécanisme par lequel ces agonistes activent les protéines Rho n’est pas bien compris, mais plusieurs 

expériences laissent penser que des PKC, des tyrosines kinases, des PI-3 kinases et surtout les sous-

unités α et βγ de protéines G hétérotrimériques pourraient être impliquées (Exton, 1999). 

 

Carnac et al. ont étudié le rôle de RhoA au cours de la différenciation des myoblastes C2.7, et 

ont montré que RhoA induit l’expression de MyoD. De plus, l’inhibition de RhoA par la lovastatine 

ou la toxine C3-transférase, ou la surexpression de mutants dominants-négatifs de RhoA, provoque 

une diminution du taux de protéine MyoD, ainsi qu’une diminution de l’activité d'un gène rapporteur 

sous contrôle de MyoD (Carnac et al., 1998). L'activation de l’expression de MyoD par RhoA 

nécessite une activation de SRF (Carnac et al., 1998). 
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Wei et al.(1998) ont remarqué que la co-transfection de Rho et de SRF stimule l’expression 

de l’actine musculaire (Wei et al., 1998). Cette même étude a montré que l'expression de mutants 

dominants négatifs de RhoA et SRF inhibe la fusion des myoblastes et diminue l’expression de la 

myogénine et de la myosine. Rho est également impliqué dans l’autorégulation du promoteur du gène 

murin SRF (Bryan et al., 2005).  

 

Un mécanisme par lequel Rho pourrait activer la différenciation est suggéré par les travaux de 

Komati et al. (2005), qui montrent que RhoA est activé lors de la stimulation myogénique de 

myoblastes L6 par l'AVP, et qu'il induit un remodelage PLD-dépendant du cytosquelette (formation 

de fibres de stress) susceptible de participer au processus de myogénèse. 

 

 

5.3- La voie de signalisation mTOR 

 

Une voie nouvelle de régulation de la myogénèse fait l'objet d'études intensives, la voie de 

mTOR, qui est aussi largement impliquée dans le contrôle de la prolifération et de la croissance 

cellulaires.  

 

5.3.1- Généralités 

 

mTOR (mammalian target of rapamycin), également connu sous le nom de FRAP (FKBP-

rapamycin-associated protein), de RAFT1 (rapamycin and FKBP target), ou RAPT1 (rapamycin 

target) (Brown et al., 1994; Sabers et al., 1995), est une sérine-thréonine kinase qui fait partie de la 

famille des phosphatidylinositol kinase-related kinases (PIKK) incluant ATM (ataxia-telangiectasia 

mutated), ATR (ATM and Rad3 related), DNA-PK ( DNA-dependent protein kinase) et hSMG1 

(suppressor with morphological effect on genitalia) (Bakkenist and Kastan, 2004). 

 

TOR est une protéine hautement conservée au cours de l’évolution. Les levures en possèdent 

deux gènes qui codent pour les deux protéines yTOR1 et yTOR2 (Helliwell et al., 1994). Les 

mammifères en ont un seul, qui code pour la protéine mTOR (Hay and Sonenberg, 2004). 

 

  TOR est la seule cible connue de la rapamycine, un macrolide bactérien lipophile, qui a été 

isolé en 1970 (Vezina et al., 1975). Ce macrolide a des effets antifongiques, imunosuppresseurs et 

anticancéreux (Brown et al., 1994). Il forme un complexe avec l’immunophiline FKBP12 (FK506-

binding protein), et ce complexe est capable de se fixer sur mTOR au niveau d’un domaine 

spécifique, bloquant ainsi son activité (Lorberg and Hall, 2004). 
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La voie mTOR intègre des signaux intracellulaire et extracellulaire permettant la régulation 

du métabolisme cellulaire, la croissance et la survie cellulaire. Cette voie joue un rôle central dans 

l’organisme, de par son implication dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques 

incluant la formation des tumeurs, l’angiogénèse, la résistance à l’insuline, l’adipogénèse, l’activation 

des lymphocytes T, etc. 

 

5.3.2- Structure de la protéine mTOR 

 

mTOR est une protéine de 289 kDa. L’analyse de sa séquence peptidique a permis de mettre 

en évidence plusieurs domaines (Figure 9) : 

 

Du coté N-terminal on trouve 20 domaines HEAT (Huntington, EF3, A subunit of PP2A, 

TOR1), répétés en tandem, impliqués dans des interactions protéine-protéine (Andrade and Bork, 

1995). Ces domaines sont constitués de 2 hélices α de 40 acides aminés, avec une alternance 

spécifique de domaines hydrophiles et hydrophobes (Hay and Sonenberg, 2004). 

 

La partie C-Terminale de la protéine mTOR contient le domaine catalytique responsable de 

son activité kinase . Adjacent à ce domaine catalytique, on trouve le domaine FRB (FKBP12-

rapamycin binding domain) (Hay and Sonenberg, 2004). 

 

La séquence peptidique de la kinase mTOR présente des domaines FAT (FRAP, ATM, 

TRAP), présents également dans les autres protéines de la famille PIKK (Bosotti et al., 2000), et du 

côté C-Terminal, des domaines FATC ( focal adhesion targetting C-terminal domain), nécessaires à 

l’activité mTOR. Des études ont en effet montré que la délétion d’un seul acide aminé de ces 

domaines supprime l’activité catalytique de mTOR (Peterson et al., 2000). Entre le domaine 

catalytique et les domaines FATC on trouve le domaine de régulation négative NRD (Negative 

Regulatory Domain)  (Sekulic et al., 2000). 

 

Comme modèle d’activation de mTOR, il a été proposé que les domaines FAT et FATC 

interagissent pour exposer le domaine catalytique, et permettre la phosphorylation des substrats (Hay 

and Sonenberg, 2004).  

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  44 

 

 

5.3.3- Les 2 complexes de mTOR 

 

Au niveau cellulaire la protéine mTOR se trouve associée à d’autres protéines pour former 

deux complexes distincts qui exercent des fonctions différentes : les complexes mTORC1 et 

mTORC2 (Wullschleger et al., 2006) (Figure 9). 

 

5.3.3.1- Le complexe mTORC1 

 

Ce complexe de masse moléculaire 516 kDa est constitué par l’association de 5 protéines qui 

forment l’unité catalytique du complexe. Outre mTOR, il comprend :  

 

- Raptor (regulatory-associated protein of mTOR), de 150 kDa, qui d’après certaines études joue un 

rôle important dans l’assemblage du complexe (Hara et al., 2002) et le recrutement des protéines 

substrats (Kim et al., 2002).  

 

- mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8) ou GBL, de 37 kDa, dont le rôle dans le complexe 

n’est pas clair, la délétion de cette protéine n’affectant pas l’activité de mTORC1 in vivo (Guertin et 

al., 2006). 

 

- PRAS40 (proline-rich AKT substrate, 40 kDa) et Deptor (DEP-domain-containg mTOR interacting 

protein)  qui ont été identifiés comme régulateurs négatifs de mTORC1 (Peterson et al., 2009; Sancak 

et al., 2007).  

 

Des études ont montré que PRAS40 inhibe le recrutement des substrats (Wang et al., 2007). 

D’autres études ont confirmé le rôle négatif de PRAS40 et de Deptor dans l’activation de mTOR en 

Figure 9 : La structure de la protéine mTOR 

D’après Hay et al. 2004 
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montrant que, d’une part le recrutement de ces deux protéines dans le complexe diminue l’activité 

catalytique de mTOR, et d’autre part que l’activation de mTOR induit la phosphorylation de ces deux 

protéines, ce qui inhibe leur association avec mTOR et permet l’activation du complexe 1 (Peterson et 

al., 2009; Wang et al., 2007). 

 

5.3.3.2- Le complexe mTORC2 

 

Six protéines constituent le noyau catalytique du complexe mTORC2: la protéine mTOR, 

Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSIN1 (mammalian stress-activated protein 

kinase interacting protein), Protor-1 (protein observed with rictor-1), mLST8 et Deptor. 

 

Rictor interagit avec Protor-1, (Frias et al., 2006; Jacinto et al., 2004) mais le rôle 

physiologique de cette interaction est mal connu. Comme dans le complexe mTORC1, Deptor 

contrôle négativement l’activité de mTORC2 (Peterson et al., 2009). mLST8 est aussi importante 

pour l’activité de ce complexe, les mutants dominants négatifs de cette protéine diminuant la stabilité 

et l’activité du complexe (Guertin et al., 2006). 

  

Jusqu'à une date récente la rapamycine était considérée comme inhibiteur du seul complexe 

mTORC1. Cependant, des études ont montré que l’utilisation d’une plus forte concentration et 

l’augmentation de la durée de traitement permettent à la rapamycine d’inhiber les deux complexes de 

mTOR, qui peuvent donc participer aux effets biologiques de ce composé (Rosner and 

Hengstschlager, 2008). 

 

Relativement peu d’études ont porté sur la localisation cellulaire des deux complexes de 

mTOR. La plupart des protéines qui sont impliquées dans l’activation de la voie de signalisation de 

mTOR ont été identifiées dans le cytoplasme, mais également dans le noyau, y compris PI3K, PTEN, 

Akt, TSC1/TSC2 et S6 kinase. Les études menées notamment dans les lignées cellulaires comme 

HEK 293 ou CV-1 montrent une distribution nucléaire et cytoplasmique de mTOR, sans faire la 

distinction entre les deux complexes (Kim and Chen, 2000). Rosner et al. (2008) ont montré dans les 

fibroblastes primaires humains que mTORC1 est plus abondant dans le noyau que dans le 

cytoplasme, alors que mTORC2 est présent dans les deux compartiments (Rosner and 

Hengstschlager, 2008).    

 

Des résultats récents ont montré que la petite protéine G Rheb, qui est nécessaire à 

l’activation de mTORC1 par les acides aminés, est localisée au niveau des endosomes tardifs et des 

lysosomes. Sous l’action des acides aminés, le complexe Ragulator-Rag constitué par la protéine Rag-

GTPase associée au complexe Ragulator (p18, MP1, p14) qui permet sa localisation au niveau des 
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lysosomes, joue le rôle d’appui pour la translocation de mTORC1 au niveau des lysosomes, et son 

activation par Rheb (Sancak et al., 2010). 

 

 

 

 

5.3.4- Régulations du complexe mTORC1 (Figure11) 

 

5.3.4.1- Les facteurs de croissance 

 

L’activation des voies de signalisation de l’insuline et de Ras-ERK induit la stimulation de la 

voie de signalisation de mTORC1, via la phosphorylation de TSC2, inhibiteur de cette voie. D’une 

part les facteurs de croissance comme le PDGF activent Akt qui est un activateur puissant de la voie 

mTOR (Potter et al., 2002), et d’autre part ils inhibent TSC2 (Inoki et al., 2002). 

 

Il a été amplement montré que la stimulation in vitro des cellules par les facteurs de 

croissance augmente la phosphorylation de deux effecteurs de mTORC1, S6 kinase et 4E-BP1, d’une 

façon rapamycine-dépendante. Cette activation de la voie mTORC1 met en jeu de manière cruciale la 

lipide kinase PI3K. Une mutation au niveau du récepteur de PGDF rendant ce dernier incapable de se 

fixer sur la PI3K inhibe la phosphorylation mTORC1-dépendante de S6 kinase 1 (S6K1) induite par 

le PDGF (Chung et al., 1994). Une forme mutée de IRS-1 qui active PI3K constitutivement induit la 

phosphorylation mTORC1-dépendante de 4E-BP1 (Chung et al., 1994; Mendez et al., 1996). 

Plusieurs équipes ont aussi montré que la surexpression d’un mutant dominant-négatif de p85, la 

sous-unité régulatrice de PI3K, inhibe la phosphorylation de S6K1 induite par l’insuline (Sharma et 

al., 1998; Ueki et al., 2000). L’implication de PI3K dans l’activation de la voie mTOR a été 

également confirmée in vitro dans plusieurs modèles cellulaires, en utilisant des inhibiteurs de PI3K 

comme LY294002 ou la wortmannine (Brunn et al., 1996; Cheatham et al., 1994). 

Figure 10 : La structure des deux complexes de mTOR 

D’après Sandri et al. 2010 

mTORC1 mTORC2mTORC1 mTORC2
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 Ce rôle de PI3K dans l’activation de la voie mTORC1 induite par les facteurs de croissance 

pourrait expliquer les effets négatifs de PTEN (Phosphatase and Tensin homolog on chromosome 10) 

sur l’activation de la voie mTOR. PTEN est une phosphatidylinositol-3 phosphatase qui agit d’une 

façon opposée à celle de PI3K en déphosphorylant le PI-3,4-P2 et le PI-3,4,5-P3 produits par PI3K. 

La déficience en PTEN est associée avec avec une hyper-phosphorylation de S6K1 et 4E-BP1 

(Neshat et al., 2001; Podsypanina et al., 2001). 

 

Au niveau physiopathologique, une augmentation d’activité de PI3K et/ou une diminution de 

d’activité de PTEN associées à une stimulation de mTORC1, ont été observées dans l’hypertrophie 

des muscles squelettiques (Bodine et al., 2001), dans des désordres hématologiques (Wendel et al., 

2004),  dans l’hypertrophie du muscle cardiaque (Shioi et al., 2003) et dans de nombreux cancers 

(Carracedo and Pandolfi, 2008). 

 

 Régulation de mTORC1 par  Akt 

La protéine kinase Akt est un des effecteurs de PI3K. Akt se lie à son produit PIP3 grâce à son 

domaine PH (Pleckstrin Homology), ce qui induit sa translocation à la membrane, où elle est ensuite 

phosphorylée par PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase-1) sur le résidu Thr 308 du domaine 

catalytique, et par le complexe mTORC2 sur le résidu Ser 473 du domaine C-terminal  (Alessi et al., 

1997; Sarbassov et al., 2005). Ces deux phosphorylations produisent une activation synergique d'Akt. 

 

Trois isoformes ont été identifiées, Akt1, Akt2, Akt3, qui ont des fonctions plus ou moins 

distinctes. Akt1 et Akt2 sont par exemple impliquées dans la survie cellulaire et l’homéostasie du 

glucose respectivement (Chen et al., 2001; Garofalo et al., 2003), alors que Akt3 a un rôle dans le 

développement du cerveau (Tschopp et al., 2005).   

 

Akt joue un rôle important dans le développement, la régénération et l’hypertrophie du tissu 

musculaire induits en réponse à diverses voies de signalisation (Wilson and Rotwein, 2007). Chez la 

souris, les deux isoformes Akt1 et 2 semblent être importantes pour le développement des muscles, 

puisque leur absence provoque une atrophie musculaire sévère (Peng et al., 2003).  

 

Dans les cellules HEK293 la surexpression d’une forme constitutivement active d'Akt induit la 

phosphorylation de 4E-BP1, substrat de mTORC1, en l’absence de facteur de croissance. Cette 

augmentation de la phosphorylation de 4E-BP1 est inhibée par la rapamycine et non pas par la 

wortmannine ce qui permet de positionner Akt comme activateur de mTORC1, en aval de PI3K 

(Gingras et al., 1998)  
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Chez des souris "double-KO" pour Akt1 et Akt2, la phosphorylation de 4EBP1 par mTOR est 

complètement inhibée, alors que l’effet  est moins notable sur S6K1, autre substrat de mTOR. Ceci 

laisse supposer un rôle d’autres kinases, dont peut-être Akt3, dans la phosphorylation de S6K1 (Peng 

et al., 2003). D’autres études ont confirmé l’absence de corrélation entre la phosphorylation de S6K1 

et l’activité Akt (Dufner et al., 1999; Radimerski et al., 2002), ce qui établit que S6K1 n’est pas 

strictement dépendante de l’activité d'Akt. 

 

 TSC1/TSC2 

Les protéines du complexe hétérodimérique TSC, TSC1 et TSC2, connues également sous les 

noms de Hamartine et Tubérine, sont codées par deux gènes disctincts : tuberous sclerosis complex 1 

et tuberous sclerosis complex 2. Ces deux protéines sont identifiées comme des régulateurs de mTOR 

(Cheadle et al., 2000). 

 

La structure de TSC1 montre une domaine hélice super-enroulée au niveau C terminal, qui 

permet la liaison des protéines "ezrin-radixin-moesin actin binding proteins" impliquées dans la 

réorganisation du cytosquelette (Haddad et al., 2002). TSC2 contient un "leucine zipper" au niveau N-

terminal, nécessaire pour l’association avec TSC1, et l'extrémité N-terminale est dotée d'une activité 

"GTPase activating protein" (GAP) (Wienecke et al., 1995). 

 

Un lien étroit a été établi entre le complexe TSC1/TSC2 et la voie de signalisation mTOR. Dans 

plusieurs modèles cellulaires, la baisse de l’expression du complexe TSC1/TSC2 induit une 

augmentation de la phosphorylation de S6K1 (Goncharova et al., 2002; Inoki et al., 2002; 

Kwiatkowski et al., 2002). De plus, TSC2 est directement phosphorylée par Akt in vitro et in vivo, 

sur plusieurs sites (Inoki et al., 2002). 

 

Des expériences de surexpression et de down-régulation du complexe TSC1/TSC2 in vitro 

montrent que ce complexe est un régulateur négatif de mTOR (Inoki et al., 2002). D’une part la 

surexpression des TSC1 et TSC2 dans les cellules HEK293 perturbe la phosphorylation de S6K1 et 

4E-BP1 induite par l’insuline (Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002), d’autre part dans des cellules 

mutées TSC1/TSC2-négatives, S6K1 et 4E-BP1 sont constitutivement activés et  leur activité est 

sensible à l’effet de la rapamycine. De plus, la mutation de TSC2 au niveau du site de 

phosphorylation par Akt bloque complètement l’activation de mTOR induite par les facteurs de 

croissance (Inoki et al., 2002). On peut donc proposer le modèle de régulation suivant: la 

phosphorylation de TSC2 par Akt inactive le complexe TSC, et lève l'inhibition que ce dernier exerce 

sur mTORC1. 
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 Rheb 

Des analyses en système acellulaire ont montré d’une part que l’activité GAP de TSC2 est 

sélective envers la petite protéine G Rheb, et d’autre part que Rheb est capable de se lier directement 

à TSC2 (Castro et al., 2003; Garami et al., 2003). 

 

Garami et al. ont remarqué que l’insuline augmente les taux endogènes de Rheb-GTP d’une façon 

sensible à la wortmannine, et que les mutants TSC2-négatifs possèdent un taux élevé de Rheb-GTP 

(Garami et al., 2003). La surexpression de TSC2 augmente le taux de Rheb-GDP et diminue le taux 

de Rheb-GTP, (Castro et al., 2003), ce qui montre une régulation négative de Rheb par l’hétérodimère 

TSC1/TSC2. 

 

La surexpression de Rheb dans des cellules mammaires induit une activation de la voie mTOR en 

l’absence de facteur de croissance, même en présence de l’inhibiteur de PI3K  wortmannine (Castro 

et al., 2003; Garami et al., 2003; Inoki et al., 2002), alors que la surexpression d’un mutant dominant-

négatif de Rheb bloque l’activation de mTOR induite par les facteurs de croissance et l’insuline. 

L’ensemble de ces résultats montre que Rheb, sous la forme Rheb-GTP,  est un activateur de mTOR 

qui agit en aval de PI3K, Akt et du complexe TSC1/TSC2 (Tabancay et al., 2003)  

 

5.3.4.2- Le métabolisme énergétique 

 

mTOR est un acteur clé de la traduction des ARNm et de la biogénèse des ribosomes, 

processus qui consomment beaucoup d’énergie, ce qui implique la nécessité d’un contrôle de mTOR 

par le métabolisme énergétique. 

 

La manipulation des taux d’ATP dans des cellules HEK293 et en système acellulaire montre 

en effet que l’activité de mTORC1 dépend étroitement du niveau de l’ATP, et suggère que mTORCl 

peut être un senseur de l’état énergétique de la cellule (Dennis et al., 2001). 

 

L’activité de la 5'-AMP activated kinase (AMPK) est modulée par un changement de ratio 

AMP/ATP, une diminution du taux d’ATP  induisant une augmentation d’activité AMPK (Kemp et 

al., 1999). Il a été démontré qu’AMPK régule négativement l’activité mTOR, et  notamment qu’une 

hausse d’AMPK induit une diminution de la phosphorylation de S6K1 (Kimura et al., 2003). 

 

Plusieurs équipes ont étudié le rôle d’AMPK dans la régulation de la voie mTOR en traitant 

les cellules avec le 5-aminoimidazole-4-carboxymide (AICAR), activateur d’AMPK. AICAR 

perturbe la phosphorylation induite par l’insuline de S6K1, qui est dépendante de l’activité de mTOR, 

alors que la phosphorylation d'un mutant de S6K1 mTOR-indépendant (résistant à la rapamycine), 
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n’est pas perturbée (Inoki et al., 2003; Kimura et al., 2003). Ces résultats suggèrent une relation entre 

le taux d’ATP, AMPK, et l’activité mTORC1.  

 

Deux hypothèses ont été avancées pour expliquer comment AMPK régule la voie mTOR. La 

première a été proposée par Inoki et al., qui ont montré que TSC2 possède plusieurs sites 

phosphorylables par AMPK in vitro et in vivo. Ils ont également montré que la mutation des résidus 

amino-acides cibles d’AMPK sur TSC2 rend la phosphorylation de S6K1 plus résistante à la 

suppression du glucose, ce qui prouve qu’ AMPK active TSC2 (Inoki et al., 2003).   

 

La deuxième hypothèse a été proposée par Cheng et al., qui ont montré que la protéine mTOR 

possède des sites qui pourraient être directement phosphorylés par AMPK, notamment la Thr 2446 du 

domaine NRD, ce qui aurait pour conséquence de réduire la phosphorylation de mTOR par Akt et 

d'affecter son activité (Cheng et al., 2004). 

 

5.3.4.3- La disponibilité des nutriments  

 

Plusieurs études ont montré que l’apport d’acides aminés à des cellules in vitro augmente la 

phosphorylation de S6K1 et de 4-EBP1 via une régulation de l’activité de mTOR (Kim, 2009). Cette 

activation de la voie mTOR par les acides aminés semble être contrôlée par la petite protéine G Rheb, 

car une surexpression de Rheb induit l’activation de la voie mTOR en l’absence des acides aminés 

(Long et al., 2005). Une autre observation en faveur du rôle de Rheb est que la stimulation par les 

acides aminés permet la fixation de Rheb sur mTOR (Long et al., 2005). 

 

Cependant, selon Nobukuni et al. la régulation de la voie mTOR par les acides aminés est 

indépendante du complexe TSC1/TSC2 et de Rheb, puisque la privation en acides aminés de cellules 

déficientes en TSC1 et TSC2 n’affecte pas le taux de Rheb-GTP, bien qu’elle supprime la 

phosphorylation de S6K1. Ces auteurs ont suggéré l’implication de la "vacuolar protein-sorting-

associated protein 34" (VPS34), une PI3 kinase de classe 3, dans l’activation de mTOR par les acides 

aminés (Nobukuni et al., 2005). Le mécanisme par lequel cette protéine agirait n’est pas encore 

élucidé. 

 

D’autres hypothèses expliquant l’effet des acides aminés font intervenir les protéines Rag 

(Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008), une famille de 4 petites GTPases qui après stimulation par les 

acides aminés interagiraient avec le complexe mTORC1, notamment avec Raptor, permettant ainsi la 

translocation du complexe au niveau périnucléaire où il pourrait être activé par Rheb (Sancak et al., 

2008). 
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5.3.5- Les effecteurs de mTORC1  

 

5.3.5.1- 4E-BP1 

 

L’interaction entre les facteurs eIF4E et eIF4G, qui joue un rôle important dans l’initiation de 

la traduction des ARNm, est régulée par les membres de la famille eIF4E-binding proteins (4E-BPs). 

Chez les mammifères, cette famille contient 3 régulateurs de la traduction: 4E-BP1, 2 et 3, codés par 

trois gènes distincts, et connus pour réguler négativement la traduction (Poulin et al., 1998). 

 

Ces protéines se fixent sur eIF4E au niveau du site de fixation de eIF4G, empêchant ce 

dernier de s’y fixer, ce qui entraine l’arrêt de l’étape d’initiation de la traduction (Hay and Sonenberg, 

2004). Le complexe mTORC1 est connu pour réguler l’activité des 4E-BPs en les phosphorylant sur 
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Figure 11 : Schéma récapitulatif de la régulation du complexe mTORC1 

D’après Wullschleger et al. 2006 
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plusieurs sites ; l’un d’entre eux est situé  au niveau de la zone  de contact avec eIF4E, à proximité 

d’une région riche en acides aminés acides. La phosphorylation augmente la charge négative et crée 

une répulsion électrostatique entre les deux protéines, permettant ainsi la libération de eIF4E, sa 

liaison avec eIF4G et l’initiation de la traduction (Gross et al., 2003) 

 

L’étude de la séquence des 4E-BPs a permis d’identifier 7 sites de phosphorylation, dont 5 

sont conservés entre les espèces. Quatre de ces sites sont importants pour la dissociation du complexe 

4E-BPs/eIF4E : Thr 37, Thr 46, Ser 65, Thr 70. Deux de ces sites sont directement phosphorylés par 

mTORC1 (Hay and Sonenberg, 2004). 

  

5.3.5.2- S6 kinase 

 

La kinase de la protéine ribosomale S6 (S6 kinase), qui appartient à la grande famille des 

AGC-Ser/Thr kinases, a été identifiée par sa capacité à phosphoryler la protéine ribosomale S6 qui est 

localisée dans la sous-unité 40S, et est un composant-clé de la machinerie traductionnelle. S6 kinase 

est impliquée dans la régulation de la taille des cellules, la croissance et le métabolisme cellulaires 

(Panasyuk et al., 2006). Deux isoformes de S6 kinase ont été identifiées, codées par deux gènes 

distincts : S6K1 et S6K2 qui donnent naissance à deux variants chacunes, l’un avec une localisation 

nucléaire et l’autre avec une localisation cytoplasmique. La différence entre les variants 

cytoplasmique et nucléaire est la présence, en N-terminal, d’une séquence de 13 à 23 résidus d’acides 

aminés qui constituent un signal de localisation nucléaire (Panasyuk et al., 2006) (Figure 12). 

 

Les deux S6 kinases présentent une homologie élevée au niveau de leur domaine catalytique, 

et beaucoup de différences au niveau de leurs extrémités N et C terminales, qui ont été identifiées 

comme des régions permettant les interactions protéine-protéine. Les deux protéines sont 

phosphorylées et leurs sites de phosphorylations sont conservés (Panasyuk et al., 2006). 

 

 

Figure 12 : Structure des deux isoformes de S6 kinase 1 

D’après Panasyuk et al. 2006 
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S6 kinase est un effecteur direct de mTOR : elle est directement phosphorylée par le 

complexe mTORC1 sur plusieurs residus Ser et Thr, ce qui entraine son activation. La S6 kinase 

jouerait un rôle important dans la croissance cellulaire (Radimerski et al., 2002) en augmentant  la 

traduction des ARNm, notamment les ARNm possédant une extrémité 5’-TOP (terminal 

oligopyrimidine tract), courte séquence  polypyrimidine (4-14 nucléotides) adjacente à leur 5’-cap 

(coiffe méthylée). Ces ARNm codent pour les composants de la machinerie de la traduction, y 

compris les protéines ribosomales, les facteurs d’élongation, et les poly(A)-binding proteins (PABP) 

(Hay and Sonenberg, 2004). Il en résulterait une augmentation de la capacité traductionnelle. 

 

La surexpression de mutants de S6 kinase résistants à la rapamycine rend  la traduction des 

ARNm 5’TOP également résistante à la rapamycine, ce qui suggère une relation étroite entre 

l’activité S6 kinase et la traduction des ARNm 5’-TOP (Jefferies et al., 1997). La S6 kinase semble 

donc jouer un rôle important dans le recrutement des ARNm 5'-TOP au niveau des ribosomes, et dans 

l’activation de la protéine ribosomale S6. 

 

Cependant, le rôle de S6 kinase dans la traduction des ARNm 5'-TOP est controversé. 

Notamment, l’étude de cellules souches embryonnaires S6K-/- 
montre que la traduction des ARNm 5’-

TOP est toujours activée par les acides aminés et les facteurs de croissance, malgré l’absence 

complète de phosphorylation de la protéine S6 ribosomale (Stolovich et al., 2002; Tang et al., 2001). 

Pende et al. ont montré également que dans les cellules déficientes en S6K1 ou 2, le recrutement des 

ARNm 5'-TOP au niveau des polysomes n’est pas affecté et reste sensible à la rapamycine, ce qui 

suggère l’implication d’autres voies de signalisation en aval de mTOR, indépendantes de S6 kinase 

(Pende et al., 2004). 

 

Un effecteur de S6 kinase, autre que S6, qui pourrait expliquer ses effets sur la traduction et la 

croissance cellulaire est eIF4B, une "RNA-binding protein" qui stimule spécifiquement l’activité 

ATPase et hélicase du facteur d'initiation eIF4A (Rogers et al., 2002). eIF4B est activé en réponse à 

divers stimuli qui induisent la prolifération et la croissance cellulaire, comme l’insuline, les esters de 

phorbol et le sérum (Duncan and Hershey, 1985). Le résidu Ser 422 de eIF4B est le site de 

phosphorylation spécifique pour les S6 kinases 1 et 2, in vitro et in vivo (Raught et al., 2004). Chez 

des doubles mutants pour S6 kinases 1 et 2, la phosphorylation de Ser 422 de eIF4B est fortement 

inhibée (Hay and Sonenberg, 2004). 

 

D’après plusieurs études, eIF4B semble plus impliqué dans la traduction des ARNm 

contenant une structure secondaire. D’une part, des « foot printing assays » ont montré un 

recrutement de eIF4B au niveau du ribosome au cours de la traduction des ARNm pourvus d’une 
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structure secondaire (Dmitriev et al., 2003); d’autre part, l’utilisation d’ARNi anti- eIF4B induit une 

inhibition de la traduction des ARNm dotés d’une structure complexe au niveau de leur 5’-UTR (Hay 

and Sonenberg, 2004). 

 

5.3.5- Rôles physiologiques de la voie mTORC1  

 

5.3.5.1- La transcription  

 

La voie de signalisation mTORC1 joue un rôle important dans la transcription des gènes 

impliqués dans la biogénèse des ribosomes et la machinerie de la traduction, y compris la 

transcription des gènes des ARNr par l’ARN polymerase 1, la transcription des gènes des protéines 

ribosomales par l’ARN polymerase 2, ainsi que la transcription des gènes des ARNt et 5S par l’ARN 

polymerase 3. (Hannan et al., 2003; Mahajan, 1994; Powers and Walter, 1999; Zaragoza et al., 1998). 

 

D’après Mayer ce rôle de mTOR dans la transcription peut en partie être attribué à sa capacité 

à réguler, par phosphorylation, l’activation des deux facteurs de transcription TIF-1A et UBF 

spécifiques de l’ARN polymérase I (Mayer et al., 2004). TIF-1A, facteur de transcription essentiel 

pour l’activité de l'ARN Pol-1, est capable de réverser les effets inhibiteurs de la rapamycine sur la 

transcription de l'ADNr. Hannan et al. n’ont pas pu démontrer une régulation directe de TIF-1A par 

mTOR, par contre ils ont montré que le facteur de transcription UBF, qui joue un rôle important dans 

la stimulation de la transcription de l’ADNr, est régulé par mTOR et que cette régulation est 

indépendante de l’activité de S6 kinase (Hannan et al., 2003). mTOR régule en effet UBF par une  

phosphorylation directe, au niveau de son extrémité C-terminale. Cette phosphorylation est nécessaire 

pour l’activation de UBF (Hay and Sonenberg, 2004). De plus, il a été montré que mTOR se fixe au 

niveau des promoteurs des gènes transcrits par Pol-1 et Pol-3, notamment ADNr,  5S-ARNr et les 

gènes ARNt, et que cette association est régulée par les signaux de croissance et inhibée par la 

rapamycine (Tsang et al., 2010). 

 

 

5.3.5.2- Le contrôle de la taille et de la prolifération cellulaires  

 

Il est connu que la voie de signalisation de mTOR stimule la synthèse protéique et, en 

conséquence, la croissance cellulaire, via divers effecteurs. Comme décrit ci-dessus, S6 kinase et 

4EBP1 agissent au niveau des facteurs d'initiation et d'élongation.  

 

La stimulation de mTORC1 induit aussi une augmentation de la biogénèse des ribosomes en 

agissant au niveau de la transcription des ARN et des protéines ribosomaux. mTOR régule cette 
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transcription via TIF-IA, un facteur d'initiation essentiel, dont l'activité dépend de la phosphorylation 

du résidu sérine 44, sous le contrôle de la phosphatase PP2A. La stimulation de mTOR inactive 

PP2A, ce qui en retour active TIF-IA (Mayer et al., 2004). 

 

mTORC1 active aussi la traduction des ARNm "5'-topés"qui constituent environ 15-20% des 

ARNm totaux de la cellule et codent pour les protéines ribosomales, les facteurs d’élongation, etc. Le 

rôle de S6K et de son substrat S6 dans cette régulation est remis en cause (Pende et al., 2004; 

Ruvinsky et al., 2005), certains auteurs suggérant qu'elle dépend plutôt de la phosphorylation par 

mTOR de 4E-BP1 (Holz et al., 2005). 

 

Récemment, "S6K1 aly/REF-like target" (SKAR), une cible de S6K1, a été identifiée comme 

une protéine d'échafaudage impliquée dans le recrutement de S6K1 aux ARNm nouvellement 

synthétisés, et dans leur épissage. SKAR contribue ainsi à l'efficacité de la transcription (Ma and 

Blenis, 2009). 

 

 Ces diverses études montrent clairement le rôle régulateur de mTOR à différents niveaux de 

la machinerie de traduction des protéines. mTOR assure de cette manière la régulation de la taille des 

cellules. Chez la drosophile, l'invalidation de dTOR produit des larves de taille réduite, dont les 

cellules sont elles-même de petite taille. De même, chez les mammifères, la rapamycine réduit la 

taille des cellules, et la restauration de la voie mTOR rétablit une taille normale (Fingar et al., 2004). 

Cette régulation dépend, au moins en partie, de S6K1, car les souris invalidées pour S6K1 possèdent 

des myoblastes de taille réduite, qui prolifèrent et différencient normalement, mais  produisent des 

myotubes plus petits in vitro. De même, in vivo, elles présentent des fibres musculaires de taille 

diminuée (Ohanna et al., 2005). 

 

D’autre part, mTORC1 contrôle aussi le cycle cellulaire: le traitement par la rapamycine 

bloque la cellule dans la phase G1 du cycle cellulaire; la poursuite de la progression nécessite 

l’activité des deux effecteurs S6 kinase et 4E-BP1 (Fingar et al., 2004). Cet effet de mTOR sur la 

progression du cycle cellulaire est en partie dépendant de la traduction des ARNm des régulateurs 

positifs du cycle cellulaire comme la cycline D1 et c-myc. Il provient aussi de la diminution de la 

traduction des ANRm des régulateurs négatifs du cycle cellulaire comme p27 (Gera et al., 2004). 

Plusieurs études ont montré que c’est via son rôle dans la régulation du cycle cellulaire que mTOR est 

impliqué dans le cancer. Neshat et al. ont montré que le dérivé de la rapamycine CCI-779 inhibe 

l'hyperprolifération des cellules déficientes en PTEN. CCI-779 ralentit aussi le développement des 

tumeurs chez les souris PTEN+ /-
. D’autres études ont montré que Akt confère aux cellules 

cancéreuses (B-cell lymphoma) une certaine résistance à l’apoptose induite par des cytotoxiques 

comme la doxorubicine. La rapamycine est capable d’inverser ces effets, ce qui implique mTOR dans 
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le développement des cancers, et justifie l'intérêt porté à la rapamycine et ses analogues comme 

agents anti-cancéreux. 

 

5.3.5.3- Le contrôle négatif de l’autophagie 

 

L’autophagie est la séquestration de composants intracellulaires à l’intérieur de phagosomes 

et leur dégradation par les lysosomes. Ce processus est important pour la dégradation des organites 

cellulaires et le turnover des protéines. L’autophagie permet à la cellule de s’adapter à la pénurie 

d’apport nutritionnel, la dégradation des organites et des complexes protéiques permettant de fournir 

les matériaux nécessaires au maintien des fonctions cellulaires essentielles comme la synthèse 

protéique et la production d’énergie, en situation de déséquilibre (Codogno and Meijer, 2005). 

 

De nombreuses études ont montré l’implication de la voie mTOR dans la régulation de 

l’autophagie. D’une part l’inhibition du complexe mTORC1 par la rapamycine augmente 

l’autophagie, d’autre part la stimulation du complexe mTORC1 diminue ce processus. Le complexe 

mTORC1 phosphoryle et inhibe des protéines comme ULK1 (unc-51-like kinase 1), ATG13 

(autophagy-related gene 13), FIP200 (focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kDa) 

qui participent au mécanisme de l’autophagie (Ganley et al., 2009; Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 

2009) (Figure 14).      

 

5.3.5.4- La synthèse des lipides 

 

 Un rôle important de la voie mTORC1 est son implication dans le métabolisme lipidique, de 

par la régulation de l’activité de SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1) (Porstmann et 

al., 2008) et de PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor-γ) (Kim and Chen, 2004), deux 

facteurs de transcription régulant l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme des lipides et 

du cholestérol (Figure 13). 

 

L’inhibition de mTORC1 diminue l’activité de PPARγ et SREBP1, mais le mécanisme par 

lequel mTOR contrôle l’activité de ces facteurs de transcription est mal connu (Kim and Chen, 2004). 

La rapamycine est par ailleurs connue pour empêcher la phosphorylation de la lipine-1 (Huffman et 

al., 2002), qui est une phosphatase de l’acide phosphatidique impliquée dans la synthèse des 

glycérophospholipides et dans l’activation de facteurs de transcription ou co-activateurs 

transcriptionnels impliqués dans le métabolisme lipidique, comme PPARγ, PPARα, PGC1-α 

(Laplante and Sabatini, 2009) (Figure 13). 
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5.3.5.5- Le métabolisme et la biogénèse mitochondriaux  

 

Une autre fonction attribuée à mTORC1 est la régulation du métabolisme et de la biogenèse 

des mitochondries. D’une part Schieke et al. ont remarqué les effets négatifs de la rapamycine sur le  

potentiel de membrane mitochondrial, la consommation d’oxygène, ainsi que sur le taux d’ATP 

cellulaire (Laplante and Sabatini, 2009). D’autre part Chen et al. et Cunningham et al. ont montré que 

la rapamycine peut altérer le nombre de copies d’ADN mitochondrial, ainsi que l’expression des 

gènes impliqués dans le métabolisme oxydatif (Chen et al., 2008; Cunningham et al., 2007) 

 

La génération de souris transgéniques conditionnellement inactivées pour Raptor a permis de 

démontrer l’importance de la voie mTORC1 dans la biogénèse des mitochondries (Laplante and 

Sabatini, 2009). L'ablation de mTOR (Risson et al., 2009), ou Raptor (Bentzinger et al., 2008) , mais 

pas de Rictor, spécifiquement dans le muscle, induit une myopathie sévère, incluant un métabolisme 

oxydatif et une régulation mitochondriale perturbés. Notamment, mTORC1 contrôle l’activité de 

PGC1-α, cofacteur nucléaire jouant un rôle clé dans la biogenèse des mitochondries et le métabolisme 

oxydatif (Cunningham et al., 2007) (Figure 14). 

Par ailleurs, mTOR par lui-même, indépendamment de mTORC1 et mTORC2, contrôle la 

formation du complexe dystrophine/glycoprotéines, nécessaire au fonctionnement musculaire (Risson 

et al., 2009). 

 

SREBP1
SREBP1 Synthèse lipidique

PPARγ Synthèse lipidique

Lipine-1
NR

Lipine-1PGC1-α
Métabolisme lipidique

SREBP1
SREBP1 Synthèse lipidique

PPARγ Synthèse lipidique

Lipine-1
NR

Lipine-1PGC1-α
Métabolisme lipidique

Figure 13 : Rôle du complexe mTORC1 dans la synthèse et le métabolisme lipidique 

D’après Laplante et al. 2009 
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5.3.6- Rôles de la voie mTORC2 

 

Plusieurs signaux, y compris les facteurs de croissance et le sérum, ont été identifiés comme 

activateurs du complexe mTORC2, mais les voies par lesquelles ils agissent sont encore mal connues 

(Laplante and Sabatini, 2009). Huang et Manning ont récemment proposé l'intervention du complexe 

TSC1/TSC2, indépendamment de l'activité GAP de TSC2 et de Rheb. En effet, l'activité mTORC2 est 

sévèrement compromise dans les fibroblastes de souris déficientes en TSC1 ou TSC2. 

Réciproquement, l'activité mTORC2 kinase est stimulée par la surexpression de TSC2 dans les 

cellules sauvages. Ils ont de plus mis en évidence une interaction physique entre le complexe TSC et 

mTORC2, et une corrélation entre la capacité de TSC1/TSC2 à se fixer sur mTORC2, et l'effet de 

stimulation de mTORC2 par les facteurs de croissance (Huang and Manning, 2009). 

 

Il a par ailleurs été démontré que mTORC1, via son effecteur S6 kinase, induit la 

phosphorylation du résidu T1135 de Rictor, composant du complexe mTORC2. Cette 

phosphorylation n’affecte ni l’activité in vitro, ni la localisation cellulaire, ni l’assemblage de 

mTORC2, mais une mutation de ce site de phosphorylation augmente l’activité du complexe 

mTORC2, ce qui met en évidence une régulation négative de mTORC2 par mTORC1 (Julien et al., 

2009). 

YY1
mTORC1 PGC1-α Prolifération mitochondriale 

Métabolisme oxydative

Metabolisme mitochondrial

ULK1 ATG13

FIP200 Autophagie

YY1
mTORC1 PGC1-α Prolifération mitochondriale 

Métabolisme oxydative

Metabolisme mitochondrial

ULK1 ATG13

FIP200 Autophagie

Figure 14 : Rôle du complexe mTORC1 dans la prolifération mitochondriale, le 

métabolisme oxydatif et l’autophagie D’après Laplante et al. 2009 
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5.3.6.1- La survie cellulaire, le métabolisme et la prolifération 

 

Ces trois fonctions sont hautement dépendantes de l’activité d'Akt, qui est un des effecteurs 

principaux du complexe mTORC2 (Manning and Cantley, 2007). mTORC2 est considéré comme la 

kinase "PDK2", responsable de la phosphorylation de Ser473, qui assure, en synergie avec la 

phosphorylation de Thr308 par PDK1, la pleine activation d’Akt. L’utilisation de "souris KO" pour 

les différents composants du complexe mTORC2 a permis de montrer que la désorganisation de ce 

complexe bloque la phosphorylation d'Akt au niveau de Ser 473 et inhibe l’activation de certains de 

ses substrats (Guertin et al., 2006). Ainsi, l’inactivation de mTORC2, et par conséquent d'Akt, 

supprime la phosphorylation et la séquestration cytosolique des facteurs de transcription "forkhead 

box protein O1" (FOXO1), et 3 (FOXO3). Ces facteurs sont alors transloqués au noyau où ils activent 

l’expression de gènes impliqués dans la résistance au stress, dans le métabolisme, dans l’arrêt du 

cycle cellulaire, et dans l’apoptose (Calnan and Brunet, 2008). 

 

Outre  Akt, d’autres effecteurs de mTORC2 ont été décrits. La "serum and glucocorticoid-

induced protein kinase 1" (SGK1), a des homologies avec Akt, mais à la différence d'Akt qui garde 

une activité partielle quand mTORC2 est complètement inhibé, l’activité de SGK1 est complètement 

dépendante de mTORC2 (Laplante and Sabatini, 2009).  Parmi les effecteurs de mTORC2 on trouve 

également PKCα, qui est impliquée dans plusieurs processus biologiques comme l’apoptose, la 

croissance cellulaire, le contrôle du cycle cellulaire, la régulation de la forme cellulaire et la 

réorganisation du cytosquelette d’actine (Sarbassov et al., 2004). 

 

L’impact physiologique de la régulation par mTORC2 de ces autres effecteurs est encore peu 

connu. Chez la levure S. cerevisiae il a été démontré que la protéine TORC2 est impliquée dans la 

synthèse des sphingolipides en activant Ypk2, une AGC kinase qui est l’équivalent de SGK1 chez les 

mammifères (Aronova et al., 2008).   

 

5.3.6.2- L’organisation du cytosquelette d’actine 

 

Plusieurs équipes ont montré que la downrégulation de mTORC2 a un impact sur la 

polymérisation de l’actine, et perturbe la morphologie cellulaire. Ces études ont suggéré que 

mTORC2 joue son rôle via l’activation de la protéine kinase Cα (PKCα), des petites protéines G Rho 

et Rac1, de la paxilline (Laplante and Sabatini, 2009). Cependant, les effets de mTORC2 sur les 

filaments d'actine ont été décrits soit comme négatifs, soit comme positifs. 
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Notamment, Sarbassov et al. ont montré que des cellules HeLa invalidées pour rictor ont une 

forme plus aplatie et plus carrée. Des filaments épais d'actine sont présents dans le cytosol et l'actine 

corticale est diminuée par rapport aux témoins. La réorganisation du cytosquelette d’actine semble 

impliquer la down- régulation de PKCα (Sarbassov et al., 2004).  

 

D’autre part, Jacinto et al. ont décrit la formation rapamycine-insensible de fibres de stress 

dans des fibroblastes 3T3 en réponse à l'addition de serum, de LPA, ou d'amino-acides.   

L'inactivation de mTORC2, mais pas de mTORC1, empêche la formation des fibres de stress. Celle-

ci est rétablie par la surexpression d'une forme constitutivement active de RhoA, suggérant que 

mTORC2 contrôle la polymérisation de l’actine en régulant l’activité Rho-GTPase (Jacinto et al., 

2004). 

 

5.3.7- mTOR et différenciation myogénique 

 

L’implication de la voie mTOR dans la différenciation myogénique est évidente, puisque la 

rapamycine l’inhibe complètement. Mais le mécanisme par lequel mTOR induit la différenciation est 

mal connu et controversé. 

 

Selon l'équipe de J.Chen, dans le modèle C2C12 l’activité du promoteur P3 du gène qui code 

pour IGF2 est légérement augmentée dans les myotubes, comparativement aux myoblastes. La 

rapamycine inhibe l’expression d’IGF2. Les acides aminés augmentent l’activité du promoteur P3, et 

cette augmentation est inhibée par la rapamycine. mTOR jouerait donc un rôle important dans la 

différenciation myogénique via l’activation du promoteur P3 et l’expression d’IGF2, qui agirait d’une 

façon autocrine pour activer la voie PI3K/Akt et induire ainsi la différenciation myogénique (Erbay et 

al., 2003). Une autre étude de la même équipe s’appuie sur l’expression d’une forme mutante de 

mTOR résistante à la rapamycine, qui permet de restaurer l’expression d’IGF2 et la différenciation en 

présence de rapamycine. Par contre, un mutant de S6K1 résistant à la rapamycine ne rétablit pas la 

différenciation myogénique, ce qui montre que S6K1 n’est pas impliquée. De plus, il semble que 

l’activité kinase de mTOR ne soit pas nécessaire à l’initiation de la différenciation (fusion des 

myoblastes), mais seulement à la maturation des myotubes. Les auteurs ont suggéré que mTOR 

contrôle de manière kinase-indépendante l’initiation de la différenciation, via l'expression d'IGF2, 

l’activité kinase de mTOR n’étant mise en jeu, via la sécrétion d’un facteur non identifié, que lors de 

la maturation des myotubes (Erbay and Chen, 2001). 

 

Selon Yoon et Chen la réponse myogénique des C2C12 met en jeu la phospholipase D qui 

pourrait activer la voie mTOR, et ainsi la sécrétion d’IGF2, induisant la différenciation d’une façon 

autocrine via la voie PI3K/Akt (Yoon and Chen, 2008) 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  61 

 

Un autre modèle impliquant mTOR dans la différenciation cellulaire a été proposé par Sarker 

et al.. Selon ce modèle, deux voies de signalisation parallèles induisent la différenciation : d’une part, 

p38 MAPK et l’activation en aval de MEK3/6 et MEF2, et d’autre part la voie mTOR, qui active S6 

kinase et en aval p35/cdk5 (Sarker and Lee, 2004). 

 

La myostatine est un facteur régulant négativement la croissance musculaire. Elle inhibe la 

différenciation myogénique en induisant la phosphorylation de Smad 2, qui inhibe alors la voie Akt. 

Dans des myoblastes primaires humains, l’inhibition de mTORC1 amplifie cette réponse et bloquerait  

ainsi la différenciation myogénique. Un rôle de mTORC1 serait donc de supprimer l'effet anti-

myogénique de Smad 2 sur Akt (Trendelenburg et al., 2009). 

 

Une autre étude implique la voie de signalisation de mTOR dans la différenciation des C2C12 

induite par la créatine. La créatine agirait via Akt et l’activation, en aval, de mTORC1 et de ses 

effecteurs p70-S6 kinase et 4E-BP1, ainsi que par l’activation de la voie p38/ERK1/2 (Deldicque et 

al., 2007) 

 

Pratiquement toutes les études du rôle de mTOR dans la myogénèse ont porté sur la voie 

mTORC1, et ont négligé les effecteurs du complexe mTORC2. Shu et al. ont cependant proposé 

l'implication du complexe mTORC2 dans la réponse myogénique des C2C12 ,  l’inhibition du 

complexe mTORC1 par downrégulation de raptor n’ayant aucun effet sur la différenciation. Selon ces 

auteurs, mTORC2 induirait la différenciation myogénique via l’inhibition de la kinase Rho-

dépendante ROCK1 (Shu and Houghton, 2009). 

 

A l’opposé de ce qui a été décrit par l'équipe de Chen, Shu et al. ont montré que l’activité 

kinase de mTOR est nécessaire pour la différenciation myogénique. La surexpression de mutants 

kinase-déficients de mTOR inhibe en effet la différenciation myogénique. Cette activité kinase ne met 

pas en jeu l’effecteur S6 kinase, puisque la surexpression d’une forme constitutivement active de S6 

kinase n’inverse pas les effets négatifs de la rapamycine sur la différenciation des C2C12 (Shu et al., 

2002). 
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CHAPITRE 3    

 

 

LA PHOSPHOLIPASE D
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Un nouveau facteur régulateur de mTOR a été identifié il y a quelques années, l’acide 

phosphatidique (PA), second messager phospholipidique produit par la phospholipase D (PLD), 

enzyme sensible à de nombreux stimuli extracellulaires. 

 

1- Généralités  

 

La phospholipase D fait partie d’une superfamille de phosphohydrolases qui comprend la 

cardiolipine synthase, la phosphatidylsérine synthase, les deux protéines d’enveloppe des proxivirus 

p37K et K4, la toxine murine de Yersinia pestis, et plusieurs endonucléases. Toutes ces enzymes sont 

caractérisées par la présence du motif HxK(x)4D(x)6GSxN (motif HKD). 

 

La phospholipase D est largement distribuée dans les règnes animal et végétal ainsi que chez 

les bactéries, les levures et les champignons. Elle catalyse l’hydrolyse de la liaison phosphodiester 

distale des glycérophospholipides, pour libérer l’acide phosphatidique d’une part, et un alcool polaire 

d’autre part. 

 

La PLD possède deux domaines catalytiques portant le motif HKD. La première histidine 

attaque le groupe phosphate des phospholipides, ce qui permet leur fixation sur le site catalytique de 

l’enzyme et la formation d’une structure intermédiaire qu’on appelle « phosphatidyl-enzyme ». La 

deuxième histidine agit comme un donneur de proton, ce qui permet la libération de la tête polaire du 

phospholipide. En présence d’un accepteur nucléophile (l’eau dans les conditions physiologiques, ou 

les alcools primaires) la deuxième  histidine récupère son proton  et génère un nucléophile 

(groupement hydroxyl) qui attaque la forme intérmédiaire PLD-PA pour libérer l’acide 

phosphatidique (Stuckey and Dixon, 1999). 

 

2- La transphosphatidylation 

 

La PLD agit en deux étapes, la première aboutit à la formation d’un intermédiaire 

phosphatidyl-enzyme, la deuxième étant l’hydrolyse ou la transphosphatidylation (Stanacev and 

Stuhne-Sekalec, 1970). En présence d’alcools primaires à chaînes courtes qui sont de meilleurs 

accepteurs nucléophiles que l’eau, la PLD les utilise préférentiellement et produit les 

phosphatidylalcools, des lipides plus stables que le PA, ce qui permet, d’une part, de doser l’activité 

de la PLD, et d’autre part de bloquer la production d’acide phosphatidique. Il faut noter que seuls les 

alcools primaires à chaînes courtes comme le butanol-1 et l’éthanol peuvent être des substrats de la 

PLD. Les alcools secondaires ne sont pas utilisables par les PLD animales (Figure 15). 
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3- Les deux isoformes de la PLD 

 

Il existe deux isoformes de PLD chez les mammifères, PLD1 (120kDa) (Hammond et al., 

1995) et PLD2 (102kDa) (Colley et al., 1997), codées par deux gènes distincts. Deux variants de 

PLD1 (a et b) ont été décrits, le variant b  résultant de la délétion de 38 acides aminés entre les 

séquences conservées I et II (Hammond et al., 1997). PLD2 possède 50% d’homologie avec PLD1 

(Colley et al., 1997). Ces deux isoformes ont pour substrat préférentiel la phosphatidylcholine (Figure 

16). 
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Figure 15 : Action enzymatique de la PLD 
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4- Localisation subcellulaire 

 

Une localisation périnucléaire de la PLD a été décrite par Colley et al. en 1997 dans les 

fibroblastes embryonnaires de rat (Colley et al., 1997). Cette localisation concerne un compartiment 

vésiculaire qui semble associé avec l’appareil de Golgi, le reticulum endoplasmique et les endosomes 

tardifs (Colley et al., 1997). Cependant, dans les cellules RBL-2H3, des protéines de fusion 

recombinantes GFP-PLD1b et HA-PLD1b ont été trouvées associées principalement avec les granules 

de sécrétion et les endosomes tardifs, alors qu’aucune association avec l’appareil de Golgi ou le RE 

n’a été remarquée. Les mêmes auteurs ont montré également que l’activation des récepteurs des IgE 

induit une translocation de la PLD vers la membrane plasmique (Brown et al., 1998). Des résultats 

similaires ont été obtenus par Toda et al. en 1999, avec les cellules NRK (Toda et al., 1999). Hughes 

et Parker (2001) ont montré que PLD1a et PLD1b ont une localisation au niveau des endosomes et ne 

colocalisent pas avec les marqueurs de l’appareil de Golgi, ni avec les cavéoles et les vésicules à 

clathrine  (Hughes and Parker, 2001). Ces études permettent de dire que PLD1 a une localisation 

principalement vésiculaire, au niveau des vésicules de sécrétion, des endosomes tardifs, et également 

au niveau de sous-compartiments de l’appareil de Golgi et du reticulum endoplasmique. 

 

PLD2 a été décrite au niveau de la membrane plasmique, notamment dans les cavéoles et les 

microdomaines (Colley et al., 1997), et au  niveau du cytosol, où elle est colocalisée avec la β-actine 

(Lee et al., 2001). Aucune colocalisation de PLD2 n’a été observée avec les marqueurs de l’appareil 

de Golgi et du reticulum endoplasmique (Honda et al., 1999). 
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Figure 16 : la Structure des deux isoformes de la phospholipase D 

     

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  66 

5- La structure de la PLD 

 

Quatre domaines conservés (I-IV) ont été décrits comme responsables de l’activité catalytique 

de la PLD. Les domaines II et IV sont particulièrement conservés et contiennent le motif HKD 

(McDermott et al., 2004). 

 

 Les domaines HKD  

Diverses expériences de mutagénèse dirigée ont permis de montrer l’importance des domaines 

HKD dans l’activité catalytique de la PLD. Par exemple, le remplacement du résidu lysine dans le 

second motif HKD par un résidu arginine supprime l’activité catalytique de l’enzyme in vitro 

(McDermott et al., 2004). L’histidine du domaine HKD fonctionne comme un nucléophile dans 

l’activité catalytique de l’enzyme (Gottlin et al., 1998). De nombreuses études ont mis aussi en 

évidence l’importance de la  lysine et de l’aspartate dans le rôle catalytique du domaine HKD 

(Iwasaki et al., 1999). Ils permettent en effet la liaison du substrat et la neutralisation de sa charge 

négative (Stuckey and Dixon, 1999). D’autre part, le motif IGSANIN adjacent à la partie C-terminale 

de la région HDK, qui est hautement conservé entre les espèces, joue un rôle important. Manifava et 

al. ont montré que la substitution du résidu sérine de ce motif provoque une perte de l’activité de 

l’enzyme et empêche sa palmitoylation et sa translocation (Manifava et al., 1999). 

 

Deux modèles de fonctionnement du domaine HKD ont été suggérés. Le premier suppose que les 

deux motifs du domaine HKD fonctionnent indépendamment, alors que le deuxième considère 

chaque motif comme étant la moitié du site actif de l’enzyme. Ce dernier modèle semble plus proche 

de la réalité, puisque des mutations dans un des deux motifs suppriment complètement l’activité 

enzymatique (Ponting and Kerr, 1996; Sung et al., 1997). Il est aussi soutenu par les études de 

Stuckey et Dixon (1999) montrant que les endonucléases de Salmonella typhimurium, qui possèdent 

un seul motif HKD, se dimérisent grâce à des ponts hydrogènes pour former un seul site actif 

(Stuckey and Dixon, 1999) (Figure 17). 
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 Domaine III 

Une autre région conservée (domaine III) contient le motif IYIENQFFF qui est également 

nécessaire à l’activité catalytique de l’enzyme, la mutation de la tyrosine de ce motif en sérine 

diminue l’activité de 15%, alors que la mutation de cette tyrosine en cystéine ou en isoleucine 

diminue l’activité de 40 et de 45 % respectivement. Ce motif serait peut-être responsable de  

l’interaction avec le groupement choline de la phosphatidylcholine, et expliquerait l’affinité 

préférentielle des PLD de mammifères pour ce substrat. Le domaine III contient également la 

séquence ΦxΦxxxxΦ (où Φ est un acide aminé aromatique), qui permet la fixation des cavéolines et 

favoriserait la liaison des PLD à la membrane plasmique et aux cavéoles (Frohman et al., 1999). 

 

 Plextrin homology domain (PH) 

Un domaine PH identifié chez certaines PLD, notamment les PLD de mammifères, au niveau de 

la région C-terminale  chevauche le second domaine HKD (Qin et al., 1997). Cette région est 

importante pour l’activité catalytique de l’enzyme, une délétion ou un mutation de cette région 
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Figure 17 : Modèle théorique de catalyse par la PLD 

D’après Mcdermott et al. 2004 
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bloquant complètement l’activité catalytique in vivo.  Bien que ce domaine PH ne soit pas 

responsable de l’activation de la PLD par le PtdIns(4,5)P2 (PIP2), sa mutation  provoque une 

translocation incorrecte de l’enzyme  dans la cellule (Hodgkin et al., 2000; Sciorra et al., 2002). 

 

 Phox homology domain (PX) 

Un domaine « Phox homology » ou PX, a été identifié au niveau de la région N terminale de la 

PLD (Liscovitch et al., 2000). Ce domaine semble être impliqué dans l’association de la PLD aux 

phosphoinositides, comme PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P2, PtdIns(4,5)P2, PtdIns(3,5)P2, PtIns(3,4,5)P3 (Xu 

et al., 2001). Certaines études ont suggéré que le domaine PX pourrait jouer un rôle dans l’association 

à certains facteurs qui permettent la translocation ou l’interaction de la PLD avec la membrane 

cellulaire, ou qu’il permet l’interaction de la PLD avec des kinases (Rudge et al., 1998). PtdIns(3)P et 

PtdIns(3,4)P2 se lient à la PLD indépendamment du domaine PH, ce qui suggère un rôle important du 

domaine PX dans la liaison de l’enzyme à ces lipides (Honda et al., 1999). 

 

 La région « boucle » de la PLD 

La PLD1 des mammifères possède une région de 116 acides aminés entre les domaines I et II. 

Cette région n’existe pas dans la séquence de PLD2, ni chez les organismes inférieurs, sauf les 

nématodes et les drosophiles (McDermott et al., 2004). L’addition de cette région dans la séquence de 

PLD2 diminue son activité (Hammond et al., 1997; Sung et al., 1999a). Par contre, la délétion de cette 

région de la séquence de PLD1 augmente son activité, ce qui suggère que c’est un élément de 

régulation négative de l’enzyme, responsable de son activité basale basse (Sung et al., 1999b). 

 

 Le motif polybasique 

Le motif polybasique est un domaine formé d’acides aminés chargés positivement, séparés par 

des acides aminés aromatique et aliphatiques. Cette séquence est identique aux séquences trouvés 

dans les protéines du cytosquelette qui interagissent avec les phosphoinositides. Ce domaine est 

responsable de l'activation de la PLD par le PtdIns(4,5)P2 (Sciorra et al., 2002). 

 

 Les séquences carboxy et amino terminales. 

L’extrémité N-terminale de l’enzyme est très peu conservée. Elle tolère des modifications comme 

la fusion avec la GFP sans que l’activité, la localisation, ou même certaines régulations de l’enzyme 

en soient affectées (McDermott et al., 2004). La délétion de 325 acide aminés N-terminaux de PLD1 

donne une enzyme qui a la même activité que la forme sauvage mais est peu sensible à l’activation 

par ARF ou Rac1 (Sung et al., 1999b). Chez PLD2, également, la suppression de la région N-

terminale de PLD2 n’a pas d’effet sur l’activité catalytique mais diminue l’activation par ARF (Sung 

et al., 1999a). Il a été démontré que cette région joue un rôle important dans la stimulation de 

l’enzyme par les protéines kinases C (Zhang et al., 1999). 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  69 

Contrairement à l’extrémité N-terminale, l’extrémité C-terminale est hautement conservée et ne 

tolère pas de modifications. La suppression de 99 acides aminés de la région C-terminale de PLD1 

supprime son activité catalytique (Sung et al., 1999b). Même de petits changements dans la séquence 

C-terminale de l’enzyme peuvent affecter l’activité : par exemple, le remplacement de la thréonine 

terminale (T1074) par l’alanine diminue l’activité catalytique de l’enzyme (Liu et al., 2001). La 

suppression de 113 acides aminés de la région C-terminale des deux  variants PLD1a et PLD1b 

diminue leur activité catalytique et change leur localisation (Hughes and Parker, 2001). Outre son rôle 

dans la localisation et l’activité de l‘enzyme, l’extrémité C-terminale  joue un rôle dans l’interaction 

de l’enzyme avec les petites protéines G de la famille Rho, et dans la stabilisation de la conformation 

fonctionnelle du site actif de l’enzyme (Liu et al., 2001).   

 

6- La régulation de la PLD 

 

6.1- Régulation par les protéines kinase C  

 

Plusieurs études mettent en avant l’implication des protéines kinases C dans la régulation de 

l’activité PLD. Ceci a été démontré par des approches diverses : surexpression des PKC, 

downrégulation par les ARNi ou par traitement prolongé avec les esters de phorbol (Exton, 2002b). 

Seules PKCα et PKCβ sont capable d’activer la PLD1 recombinante in vitro (Hammond et al., 1997; 

Min et al., 1998). La synergie entre PKCα et certains activateurs de PLD1, notamment les petites 

protéines G Rho et ADP-ribosylation factor (ARF)  a été mise en évidence (Hammond et al., 1997). 

 

La stimulation des PKC par les esters de phorbol ainsi que d’autres agonistes in vivo induit 

une forte activation des deux isoformes PLD1 et PLD2 (Hammond et al., 1997; Park et al., 1998; 

Sung et al., 1999b). Cette stimulation induit une phosphorylation des deux isoformes (Kim et al., 

2000), mais cette phosphorylation ne semble pas être responsable de l’activation. En effet, la 

surexpression d’une forme mutante de PKCα dépourvue d’activité kinase supprime la 

phosphorylation des PLD mais  pas leur activation, ce qui suggère que celle-ci dépend d’interactions 

protéine-protéine (Exton, 2002b). Des études ultérieures de mutagénèse dirigée et d’interactions 

protéine-protéine ont confirmé ce point en montrant la présence de sites d’interaction avec la PKC au 

niveau des extrémités C et N terminales de PLD1 (Min and Exton, 1998; Park et al., 1998; Sung et 

al., 1999b). 
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6.2- Régulation par les petites protéines G Rho  

 

Plusieurs études ont montré une activation de PLD1, et non de PLD2, par les petites protéines 

G de la famille de Rho (RhoA, Rac1, Cdc42) (Bae et al., 1998; Colley et al., 1997; Hammond et al., 

1997; Sung et al., 1999a). RhoA semble le plus impliqué, mais Rac1 et Cdc42Hs induisent aussi une 

activation significative de PLD1 (Bae et al., 1998). Le site d’interaction entre RhoA et PLD1 a été 

localisé dans la région C-terminale (Yamazaki et al., 1999). 

 

In vivo, le rôle de RhoA dans l’activation de la PLD a été mis en évidence en présence d’ 

agonistes qui se fixent sur des récepteurs couplés aux protéines hétéromériques G13 (Plonk et al., 

1998; Xie et al., 2002). D’une part l’utilisation de mutants de PLD délétés dans la région C-terminale 

a permis de démontrer une interaction directe entre RhoA et PLD1 (Xie et al., 2002). D’autre part, 

RhoA est capable de réguler l’activité de la PLD indirectement, via l’activation de la  

phosphatidylinositol-4P 5-kinase, l’enzyme responsable la synthèse de PIP2 , un des co-facteurs 

activateurs de la PLD (Chong et al., 1994; Oude Weernink et al., 2000). In vivo, l’activation de la 

PLD par RhoA a été confirmée en utilisant l’ exoenzyme C3 de Clostridium botulinum, et la toxine B 

de Clostridium difficile, deux agents qui modifient covalentement et inactivent RhoA (Schmidt et al., 

1996), ainsi que par des études de transfection de dominants négatifs ou de formes constitutivement 

actives de RhoA et de Rac1 (Exton, 2002a). 

 

6.3- Régulation par les petites protéines G de la famille ARF  

 

Toutes les isoformes d’ARF (ADP-ribosylation Factor) activent la PLD, notamment 

l’isoforme PLD1 (Exton, 2002b), l’isoforme 2 étant peu ou pas activée (Colley et al., 1997; Sung et 

al., 1999b). 

Le site d’interaction de la PLD avec ARF a été localisé au niveau de l’extrémité N-terminale de la 

protéine (Jones et al., 1999; Zhang et al., 1995a). L’implication d'ARF dans la régulation de PLD1 a 

été bien étayée in vitro, mais relativement peu in vivo (Exton, 2002b). 

 

 Deux isoformes d’ARF notamment ont été décrites comme régulateurs importants de PLD1, 

ARF1 et ARF6, qui sous forme activée sont transloqués à la membrane où ils activent PLD (Caumont 

et al., 1998). ARF6 et ARF1 sont également connus pour activer la phosphatidylinositol-4P 5-kinase 

et la synthèse de PIP2 susceptible de participer à l’activation de la PLD (Honda et al., 1999). 

 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  71 

7- Rôle de la phospholipase D et de l’acide phosphatidique  

 

De nombreux agonistes tels que les cytokines, les antigènes, les molécules d’adhésion 

cellulaire, les facteurs de croissance, sont capables d’activer la PLD (Rizzo and Romero, 2002). La 

mise en évidence de l’activation de la PLD après stimulation de récepteurs couplés aux protéines G 

ou aux tyrosines kinases a permis de l’impliquer dans la transduction de signaux intracellulaires et 

dans diverses fonctions cellulaires. 

  

L’activation de la PLD conduit à la génération de l’acide phosphatidique, qui est un second 

messager capable d’une part d’activer directement diverses cibles protéiques, et d’autre part, d'être 

métabolisé en d’autres messagers bio-actifs. Il est ainsi métabolisé en DAG (diacylglycérol) sous 

l’action de la phosphatidate-phosphohydrolase, enzyme très active in vivo (Jenkins and Frohman, 

2005). L’acide phosphatidique peut aussi être transformé en un autre messager lipidique, l’acide lyso-

phosphatidique (LPA), par désacylation sous l’action d’une phospholipase A2 spécifique (Jenkins and 

Frohman, 2005). L’acide phosphatidique, directement ou indirectement, est donc impliqué dans de 

multiples fonctions biologiques. 

 

7.1- la PLD et le trafic vésiculaire, la sécrétion et l’endocytose  

 

Les travaux de Brown et al. (1993) et de Cockcroft et al. (1994) montrant que la PLD est 

activée par ARF laissaient supposer que la PLD pourrait, comme cette protéine G, être impliquée 

dans le trafic vésiculaire et la sécrétion. Effectivement, l’addition d’un alcool primaire empêche le 

transport de protéines du RE vers le Golgi, et l’ajout de liposomes contenant du PA rétablit 

partiellement ce transport (Jones et al., 1999).  

 

Le rôle de l'acide phosphatidique dans la sécrétion pourrait être le recrutement de protéines 

nécessaires à la formation des vésicules sécrétoires à partir du trans-Golgi (Chen et al., 1997). 

Les deux isoformes de PLD régulent le transport de protéines entre le réseau trans-golgien et la 

membrane plasmique apicale dans les cellules épithéliales, et chacune des isoformes agit à une étape 

différente de ce trafic vésiculaire (Denmat-Ouisse et al., 2001). 

 

La surexpression de PLD1, mais pas celle de PLD2, augmente l’exocytose dans les cellules 

neuroendocrines, alors que l’inactivation de PLD1 inhibe ce phénomène (Vitale et al., 2001; Vitale et 

al., 2002). La PLD a été impliquée dans la régulation de l’exocytose dans d’autres types cellulaires 

notamment les adipocytes, les cellules béta du pancréas, et les mastocytes (Jenkins and Frohman, 

2005). La PLD joue un rôle dans l’exocytose de manière ARF dépendante (Jones et al., 1999). Le PA 
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pourrait agir en activant la PI-4P 5-kinase et générant du PIP2, qui permettrait le recrutement du 

facteur CAP impliqué dans l’exocytose de vésicules à cœur dense (Olsen et al., 2003). 

 

La PLD serait aussi impliquée dans l’internalisation des récepteurs par endocytose. Par 

exemple, dans les cellules HEK293, le butanol-1 et les ARNi spécifiques de PLD2 bloquent 

l’endocytose du récepteur métabotropique au glutamate (Bhattacharya et al., 2004). De même la 

surexpression de PLD2 catalytiquement inactive, ou les ARNi dirigés contre PLD2, bloquent 

l’internalisation du récepteur de l’angiotensine II de type 1 (Du et al., 2004). 

 

Par ailleurs l’addition de PA à des vésicules de membrane plasmique isolées de neutrophiles 

humains augmente le taux de fusion vésiculaire (Harsh and Blackwood, 2001). Le PA est en effet 

considéré comme un lipide fusogène, de par sa structure comportant une petite tête polaire chargée 

négativement à proximité de deux chaines longues d’acides gras, ce qui lui confére une forme en 

cône. Le PA généré au niveau du feuillet interne de la membrane diminuerait la quantité d’énergie 

nécessaire pour la fusion des vésicules en introduisant une courbure négative de la membrane 

(Cazzolli et al., 2006). En confirmation de cette hypothèse, la lysophosphatidylcholine, qui induit une 

courbure positive de la membrane, lorsqu'elle est ajoutée sur le feuillet externe, rétablit l’exocytose 

préalablement bloquée par la suppression de l'activité PLD (Cazzolli et al., 2006). 

 

7.2- la PLD et le remaniement du cytosquelette  

 

Les PLD de mammifères jouent un rôle dans le remaniement du cytosquelette induit par 

différents agonistes. Plusieurs équipes ont pu établir un lien entre l’acide phosphatidique et la 

polymérisation de l’actine, dans différents types cellulaires, dont les fibroblastes IIC9 (Ha and Exton, 

1993), les cellules endothéliales de l’aorte de porc (PAEC) (Cross et al., 1996), les neutrophiles 

(Siddiqui and English, 1997) et les monocytes (Zhou et al., 1995). Ha et Exton ont montré que le 

changement morphologique des fibroblastes IIC9, d’une forme semi-circulaire à une forme allongée, 

peut être induit par l’α-thrombine et s’accompagne de la formation de fibres de stress. L’ajout de PA 

exogène, ou d’une PLD bactérienne, produit les mêmes effets que l’α-thrombine, alors que d’autres 

phospholipides, ou le PMA, le DAG, et une PLC bactérienne ne permettent pas de reproduire ces 

effets (Ha et al., 1994). 

 

 Le PA produit par la PLD peut être métabolisé en LPA sous l’action d’une phospholipase 

A2 spécifique (Thomson and Clark, 1995). Ce dernier phospholipide est un agoniste qui intervient 

dans l’organisation du cytosquelette d’actine (Moolenaar, 1995). Ha et al. (1994) ont montré que le 

LPA entraîne une augmentation de la polymérisation de l’actine et une hausse très rapide des taux de 

PA endogène, dues à l’activation de la PLD. Le LPA stimulerait la PLD via une protéine G sensible à 
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la toxine pertussique (Ha et al., 1994). La stimulation des récepteurs au LPA active la PLD ainsi que 

la formation de fibres de tension dans les cellules PAEC (Cross et al., 1996). Le même effet est 

observé quand on ajoute du PA exogène aux cellules. En présence de butanol-1, la production de PA 

stimulée par le LPA est détournée au profit de la synthèse de phosphatidylbutanol par 

transphosphatidylation. Il en résulte une inhibition de la formation des fibres de stress. Dans les 

cellules U937, PLD1 est associée à une fraction insoluble à l’octylglucoside correspondant 

vraisemblablement au cytosquelette : cette PLD1 est activée par RhoA et ARF (Iyer and Kusner, 

1999). L’exoenzyme C3 qui inactive les protéines Rho inhibe la formation des fibres de stress 

stimulées par le LPA ou le PA dans les fibroblastes (Ridley, 1999). L’AVP aussi peut induire une 

formation Rho-dépendante de fibres de stress, via la médiation des protéines Gα12 (Gohla et al., 

1999). Nous équipe a précédemment montré que la PLD intervient dans la réponse myogénique via 

une réorganisation du cytosquelette. Les inducteurs de différenciation AVP et TPA provoquent une 

formation de "Stress Fiber Like Structures" (SFLS) dans les myoblastes L6, concomitante avec 

l’activation de la PLD, et PLD-dépendante. Dans ce modèle, PLD1 est transloquée au niveau des 

fibres d’actine. A l’aide d’une sonde fluorescente intracellulaire liant spécifiquement le PA, nous 

avons montré que ce messager participe activement au processus de mise en place des SFLS. En effet, 

il est sélectivement accumulé au niveau des SFLS naissantes (Komati et al., 2005. De nombreux 

auteurs ont montré que les deux isoformes PLD1 et PLD2 ont des fonctions différentes dans le 

contrôle du cytosquelette. Ainsi, dans les mastocytes, PLD2, et non PLD1, est impliquée dans la 

formation des «ruffles» au niveau de l’actine corticale après stimulation antigénique (O'Luanaigh et 

al., 2002). La surexpression de PLD2 provoque l’apparition de filopodes dans les cellules 

fibroblastiques (Colley et al., 1997). Au contraire, PLD1 et non PLD2 participe à la formation des 

fibres de stress dans les fibroblastes (Kam and Exton, 2001). Cette différence dans les rôles 

physiologiques des deux isoformes de PLD peut être attribuée à leurs localisations subcellulaires 

distinctes (Colley et al., 1997). 

 

7.3- La PLD et la prolifération cellulaire  

 Le PA est un second messager important dans le contrôle de la prolifération. La PLD est 

connue pour être activée par divers mitogènes et des facteurs de croissance dont les récepteurs 

possèdent une activité tyrosine kinase intrinsèque, comme celui de l’EGF (Zhang and Akhtar, 1998), 

ou sont couplés à une protéine G. L’effet de la PLD sur la prolifération semble s’exercer via le PA, 

mais aussi le LPA. L’addition de PA ou de LPA exogènes à des cellules de carcinome, des 

fibroblastes ou des cellules mésangiales, stimule la synthèse d’ADN (Knauss et al., 1990). Dans de 

nombreux modèles cellulaires, l’inhibition de la PLD par des alcools primaires provoque l’arrêt de la 

prolifération (Kotter et al., 2000). Il est important de noter que la PLD et ses produits métaboliques 

(PA, LPA, DAG) ne représentent qu’une des voies de signalisation permettant la prolifération 

cellulaire. L’activation de la PLD est très souvent parallèle à celle de la PLC et à la stimulation de 
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PKC et la mobilisation du calcium intracellulaire, eux-mêmes activateurs directs de la PLD (Boarder, 

1994). La réponse mitogénique ne dépend pas toujours de l’activation de la PLD et inversement 

l’activation de la PLD n’est pas systématiquement associée à la prolifération cellulaire. Ainsi, 

l’activation de la PLD dans les lymphocytes est connue pour induire des signaux antiprolifératifs 

(Gilbert et al., 1998). Diaz et al. ont montré que l’activation de la PLD produite par l’enrichissement 

en acide docosahexaénoïque (DHA) des membranes de PBMCs (cellules sanguines mononucléées) 

inhibe fortement la réponse lymphoproliférative aux mitogènes. L’exclusion de PLD1 des 

microdomaines membranaires semble responsable de son activation après enrichissement des 

membranes en DHA  (Diaz et al., 2002). 

 

8- mTOR et la phospholipase D 

 

Fang et al. ont montré une régulation directe de la voie mTOR par la PLD dans les cellules 

HEK293 : en effet, le PA exogène stimule la phosphorylation des deux effecteurs de mTORC1 S6 

kinase et 4E-BP1 (Fang et al., 2001) Ces résultats ont été confirmés par l’équipe de Blenis (Tee et al., 

2003), et cette phosphorylation est inhibée par la rapamycine (donc mTOR-dépendante). De plus, 

comme le PA exogène, des analogues stables de PA activent les effecteurs de mTORC1 (Xu et al., 

2004). De plus, la surexpression de PLD2 ou PLD1 induit une augmentation de la phosphorylation de 

S6 kinase dans les cellules MCF7 et les fibroblastes de rat, respectivement (Chen et al., 2005; Hui et 

al., 2004). 

 

Certaines études ont montré l’implication préférentielle de PLD1 dans la régulation de la voie 

mTOR, d’autres ont plutôt suggéré un rôle de l’isoforme 2. En faveur de PLD1, Kam et al. ont montré 

que l’activation de la voie mTOR par le LPA passe par la petite protéine G Rho (Kam and Exton, 

2001) ; Fang et al. ont montré l’implication de PLD1 dans la réponse de la voie mTOR à la 

stimulation par la petite protéine G Cdc42 (Fang et al., 2001) ; Ohguchi et al. ont montré que la 

suppression de l’expression de PLD1 inhibe la phosphorylation de S6 kinase dans les cellules de 

mélanome B16 (Ohguchi et al., 2005). En ce qui concerne PLD2, il a été observé que cette isoforme 

peut se lier au complexe mTORC1 en se fixant sur Raptor, via le motif TOS (TOR signaling) de 

PLD2 (Ha et al., 2006) 

 

En fait, il est difficile d’attribuer de manière non ambiguë l’activation de la voie mTOR à 

l’une ou l’autre isoforme, parce que leurs activités sont liées : l’activation de PLD1 induit une 

stimulation de PI-4P, 5-kinase, et l'accumulation de PIP2, co-facteur activateur de PLD2 (Sun and 

Chen, 2008). 
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8.1- Les mécanismes d’activation de la voie mTOR par la PLD 

 

8.1.1- La voie PI3K-Akt 

 

Le mécanisme par lequel la PLD active la voie mTOR est encore incomplètement  connu. 

Certaines études ont mis en cause la voie PI3K-Akt, au vu de l’effet négatif de LY294002, inhibiteur 

de PI3K, sur la phosphorylation de S6 kinase induite par l’activation de la PLD (Hui et al., 2004).  

Cependant, d’autres ont remarqué que le PA exogène est capable d’induire la phosphorylation de S6 

kinase même en présence de wortmannine, autre inhibiteur de PI3K (Tee et al., 2003). L’implication 

de la voie PI3K-Akt dans l’activation de la voie mTOR induite par la PLD n’est donc pas clairement 

établie. 

 

Par ailleurs, Sun et al. ont montré que la petite protéine G Rheb, régulateur positif de 

mTORC1, est aussi un activateur direct de la PLD. Akt, via l’inactivation du complexe TSC1/2, 

régulateur négatif de Rheb, pourrait donc participer à l’activation de PLD (Sun et al., 2008) 

 

8.1.2- Fixation de PA sur mTOR 

 

La rapamycine se fixe sur la protéine cytosolique FKBP12, ensuite ce complexe se fixe sur le 

domaine FRB de mTOR pour inhiber son activité. Fang et al. expliquent l’inhibition de mTOR par la 

rapamycine par une compétition entre le complexe FKBP12/rapamycine et le PA, pour la fixation sur 

le domaine FRB (Chen and Fang, 2002; Fang et al., 2001). Ces auteurs ont montré qu’un peptide 

correspondant au domaine FRB de mTOR peut se lier sur des vésicules qui contiennent au moins 

10% de PA, mais pas un autre phospholipide. Cette fixation du PA sur le domaine FRB est bloquée 

par FKBP12/rapamycine. Le domaine FRB portant la mutation conférant à mTOR une résistance à la 

rapamycine fixe l’acide phosphatidique même en présence de rapamycine. De plus, le résidu Arg 

2109 joue un rôle important dans l’interaction entre le domaine FRB et le PA (Fang et al., 2001). 

 

Veverka et al. ont déterminé par résonnance magnétique nucléaire la structure 

tridimensionnelle en solution du domaine FRB de mTOR, et identifié le site de fixation spécifique de 

l’acide phosphatidique sur le domaine FRB. Le groupement phosphate du PA se fixe sur la chaîne 

latérale, chargée positivement, de l’arginine 2109. Un des deux chaînes acyles se fixe sur le même 

site que la rapamycine et établit des liaisons de van der Waals avec les chaînes latérales de leucine 

2031, phénylalanine 2039, tryptophane 2101, et tyrosine 2105, l'autre se fixant sur une région 

adjacente formée par les chaînes latérales d’aspartate 2102, tyrosine 2105 et histidine 2106. Le 

chevauchement entre les domaines de liaison des deux ligands permet de penser que la rapamycin 

inhibe mTOR en empêchant la fixation de l’acide phosphatidique (Veverka et al., 2008).  
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D’autres résultats cohérents avec cette hypothèse ont été obtenu par l’équipe de Foster, qui a 

observé que l’élévation de l’activité PLD diminue l’effet de la rapamycine sur la prolifération de 

cellules cancéreuses : ainsi, dans les cellules MDA-MB-231, qui ont une activité PLD elevée, la 

DE50 de la rapamycine pour l’inhibition de la prolifération cellulaire est de 10 µmol/L, alors que 

dans les MCF7 qui ont une activité PLD basse, la DE50 de la rapamycine est de 20 nmol/L (Chen et 

al., 2003). 

     

Toschi et al. ont de plus montré que l’acide phosphatique est nécessaire à la formation et la 

stabilisation des deux complexes mTORC1 et mTORC2, et que la rapamycine, en entrant  en 

compétition avec le PA, empêche l’assemblage de ces deux complexes. Dans la même étude, ils ont 

montré que l’affinité du PA pour le complexe mTORC1 est plus faible que pour le complexe 

mTORC2, ce qui expliquerait l’inhibition préférentielle du complexe mTORC1 par la rapamycine 

(Toschi et al., 2009). 

 

Lehman et al. ont par ailleurs montré que l’acide phosphatidique est capable de se fixer sur, et 

activer, la S6 kinase d’une façon indépendante de l’activité mTOR. Le mécanisme d’activation n’est 

pas clair : il se pourrait que le PA se fixe spécifiquement sur la forme phosphorylée (activée) de S6 

kinase, et ainsi la stabilise (Lehman et al., 2007). 

Figure 18 : Fixation de PA sur le complexe mTORC1 

D’après Yip et al. 2010 
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CHAPITRE 4 

 

L’ATROPHIE ET L’HYPERTROPHIE 

MUSCULAIRES 
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Le muscle squelettique possède des capacités intrinsèques pour adapter sa masse aux besoins 

fonctionnels et aux contraintes environnementales. Par exemple, il peut transformer des signaux 

mécaniques en signaux biochimiques qui induisent une augmentation de la synthèse protéique. Les 

changements de la masse musculaire résultent d’un équilibre délicat entre la synthèse et la 

dégradation protéique, dans lequel interviennent des facteurs humoraux, mécaniques, des voies de 

signalisation et de régulation transcriptionnelle complexes. 

 

1- Les régulateurs positifs de la masse musculaire 

 

1.1- La voie de signalisation Akt/mTOR  

 

La voie de signalisation Akt/mTOR est un régulateur clé de l’atrophie et de l’hypertrophie 

musculaires, agissant notamment au niveau des facteurs d’initiation et d’élongation de la traduction 

pour induire une augmentation de la synthèse protéique (Hornberger et al., 2004). 

 

Les mutants dominants-négatifs d'Akt induisent une diminution de la taille des myotubes 

C2C12 in vitro, alors que la surexpression d’Akt sauvage induit une hypertrophie (Rommel et al., 

2001). In vivo, une activité physique entraîne une augmentation de l’activité de PI3K et une 

augmentation de la phosphorylation des protéines Akt, mTOR, p70 S6 kinase, de la protéine 

ribosomale S6, de 4E-BP1 et GSK3-β (Favier et al., 2008). Les mêmes résultats sont obtenus avec 

d’autres procédures entraînant une hypertrophie musculaire, comme la stimulation électrique de haute 

fréquence (HFES) (Atherton et al., 2005), ou l’étirement passif (Hornberger et al., 2004). Le rôle 

d'Akt dans l’hypertrophie musculaire a été confirmé in vivo chez des souris transgéniques dans 

lesquelles on surexprime conditionnellement une forme constitutivement active d'Akt. Dans ces 

conditons, les myocytes ont une taille double de ceux des animaux sauvages, à cause de 

l’augmentation de la synthèse protéique (Lai et al., 2004). 

 

L’inhibition de la voie mTOR par la rapamycine bloque l’hypertrophie induite par surcharge, 

ce qui montre clairement un rôle important de la voie mTOR dans la régulation de la masse 

musculaire (Bodine et al., 2001). D’autre part, la suspension des pattes postérieures, ainsi que la 

dénervation des membres, procédures induisant l'atrophie des muscles immobilisés, diminuent la 

phosphorylation des différentes protéines de la voie mTOR (Bodine et al., 2001; Hornberger et al., 

2001). 

 

La perte musculaire est associée à une stabilité du complexe 4E-BP1/eIF4E (correspondant à 

une inhibition de la traduction), ainsi qu’à une augmentation du taux de TSC1 (associée à une 
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inhibition de mTORC1) (Bodine et al., 2001). Chez les rats âgés atteints d'atrophie musculaire, la 

phosphorylation d'Akt est diminuée au niveau du tibialis antérieur et du gastrocnemius médian, et la 

réponse à une HFES est réduite, ce qui suggère un perturbation de la voie mTOR (Haddad and 

Adams, 2006). 

 

Le traitement des rats avec AICAR, un activateur de l’AMP kinase, réduit la synthèse des 

protéines musculaires en induisant une inhibition d'Akt et de la voie mTOR. AMPK est capable 

d’inhiber mTOR via l’activation du complexe TSC1/TSC2, ou directement par phosphorylation de 

mTOR au niveau de la Thr2446, ce qui empêche la phosphorylation de ce dernier par Akt sur la 

Thr2448 (Cheng et al., 2004). 

 

mTOR joue également un rôle important dans le maintien de la fonction oxydative des 

mitochondries, en induisant la synthèse des gènes mitochondriaux et en favorisant la consommation 

d’oxygène d’une façon Akt-dépendante (Cunningham et al., 2007). Les auteurs ont montré qu’une 

inhibition de la voie mTOR induit une diminution du niveau d’expression des gènes régulateurs de la 

transcription mitochondriale comme PGC-1α, "estrogen-related receptor α" et "nuclear respiratory 

factors", ainsi qu’une perturbation de la consommation de l’oxygène dans les muscles squelettiques 

(Cunningham et al., 2007). 

 

Cependant, PI3K/Akt n'est pas la seule voie de régulation de mTOR impliquée dans le 

contrôle de la masse musculaire. La stimulation mécanique induit l’activation de la voie mTOR, mais 

d’une façon Akt-indépendante, puisque d’après l’équipe de Hornberger les muscles isolés de souris 

invalidées pour Akt répondent normalement à la stimulation mécanique par étirement passif, par une 

activation de la voie mTOR. (Hornberger et al., 2004). Celle-ci semble dépendre d'une activation de 

la PLD (Hornberger et al., 2006a). Les acides aminés sont aussi fortement impliqués dans le contrôle 

de la masse musculaire. Une supplémentation alimentaire en acides aminés essentiels et en glucides 

permet chez l’homme d’améliorer l’état du soleus, mais pas du vastus lateralis, affaiblis et atrophiés 

après une longue période d’immobilisation (Fitts et al., 2007). L'apport aux muscles de nutriments 

comme les acides aminés induit la phosphorylation de p70S6 kinase, sans activer Ak, ce qui montre 

que les nutriments activent la voie mTOR d’une façon Akt indépendante (Hornberger and Chien, 

2006). 

 

1.2- IGF-I 

 

 Il est considéré comme un anabolisant fort qui permet l’activation de la voie Akt/mTOR et 

inhibe TSC2, induisant ainsi une augmentation de la synthèse protéique conduisant à une 

hypertrophie musculaire (Favier et al., 2008). 

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  80 

 

Cependant, le rôle d’IGF-1 dans l’hypertrophie musculaire n'est pas tout à fait clair : d’une 

part l’augmentation de la concentration d’IGF-1 induite par injection ou manipulation génétique dans 

le muscle squelettique est suffisante pour induire une hypertrophie (Adams and McCue, 1998; 

Musaro et al., 2001), d’autre part, l’administration systémique d’IGF-1 et d’hormone de croissance 

(GH) n’induit pas forcément une hypertrophie musculaire. Par exemple, l’administration de GH/IGF-

1 à des rats dont les pattes sont suspendues n’a aucun effet sur la masse musculaire en absence de 

charge mécanique (Allen et al., 1997). De plus, le traitement par GH/IGF-1 de personnes âgées 

soumises à un entraînement physique n’a pas d’effet sur leur masse musculaire, ce qui suggère que la 

baisse des taux de l’hormone de croissance et d’IGF-1 au cours du vieillissement n’est pas 

responsable de la perte de masse musculaire (Taaffe et al., 1996). 

 

De même, dans les conditions atrophiques, le rôle d’IGF-1 n’est pas évident : une 

augmentation de l’ARNm d’IGF-1 dans le soleus a été montrée après deux jours de mise en décharge 

des pattes arrières, mais le taux revient aux valeurs contrôles après 8 jours (Awede et al., 1999). 

D’autres études ont montré que le taux de la protéine IGF-1 diminue au bout de 14 jours  

d’immobilisation des pattes, dans le plantaris mais pas dans le tibialis (Yimlamai et al., 2005). Chez 

l’Homme, la section du nerf spinal ou l’immobilisation des membres n’ont aucun effet sur les taux 

d’ARNm et de protéines d’IGF-1. Par contre des études ont montré que l’âge est associé à une 

diminution de MGF (mechano growth factor), un variant d’épissage de l’IGF-1 produit localement 

par le tissu musculaire en réponse à l’exercice ou à une lésion (Favier et al., 2008). 

La surexpression par adénovirus d’IGF-1Ea (peptide précurseur d’IGF-1) et MGF induit une 

hypertrophie musculaire chez les jeunes souris, cependant  MGF n’a aucun effet sur la masse 

musculaire des animaux âgés (Barton, 2006). 

 

La biodisponibilité d’IGF-1Ea est régulée par les IGF-binding proteins, notamment IGFBP-4 

et IGFBP-5, et il a été démontré que les conditions hypertrophiques, comme les exercices de 

résistance ou l’électromyostimulation, sont accompagnées par une forte augmentation des taux 

d’ARNm d’IGFBP-4, alors que le taux d’IGFBP-5 est peu variable (Favier et al., 2008). De même, la 

testostérone augmente le taux d’ARNm d’IGFBP-4 dans le muscle squelettique de personnes âgées, 

ainsi que la synthèse protéique (Urban et al., 1995). Ceci suggère que les IGFBPs pourraient jouer un 

rôle important dans l’action des IGFs au niveau des muscles squelettiques. 
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1.3- La stimulation mécanique  

 

Il est bien connu que la tension appliquée au muscle est un facteur important dans la 

régulation de sa masse : la surcharge induit une augmentation de la masse musculaire, alors que la 

mise au repos a l’effet inverse (Hornberger et al., 2006b). 

 

Ces résultats sont observables in vitro. Vandenburgh et al. en 1987 ont montré que la 

stimulation mécanique induit une nette augmentation de la synthèse protéique, alors que la diminution 

de la protéolyse est minime, ce qui montre que la synthèse protéique a un rôle prépondérant dans 

l’hypertrophie mécano-induite (Vandenburgh, 1987). Comme les facteurs de croissance et les 

nutriments, la stimulation mécanique induit une augmentation de la phosphorylation de S6 kinase. 

Cette activation est sensible à la rapamycine, mais pas à la wortmannine, ce qui suggère que la 

stimulation mécanique contrôle la voie m TOR d’une façon PI3-K indépendante (Hornberger et al., 

2006b). La stimulation de mTOR semble dépendante de la PLD, puisqu’elle est supprimée par le 

butanol-1 (Hornberger et al., 2006a). La stimulation mécanique induit une augmentation de la 

concentration du PA dans les muscles squelettiques, qui est supprimée par l’inhibition de la PLD 

(Hornberger et al., 2006a). 

 

2- Les régulateurs négatifs de la masse musculaire 

 

L’atrophie musculaire est associée à de nombreuses pathologies telles que le SIDA, le cancer, 

l'insuffisance rénale, etc. L’atrophie musculaire caractérise également la sarcopénie, un état 

physiologique  de déclin de la masse et de la force musculaires survenant lors du vieillissement 

normal. La perte musculaire associée à ces diverses conditions représente un problème de santé 

majeur, de par la perte d'autonomie, la détérioration de la qualité de vie, et la mortalité qu'elle 

entraîne.  

 

La fonte musculaire résulte principalement d'une dérégulation du métabolisme protéique, 

avec une baisse de la synthèse protéique et une accélération de la protéolyse, entrainant une réduction 

importante du contenu en protéines contractiles des fibres musculaires.  

 

Les mécanismes précis sous-tendant la perte musculaire ne sont pas encore clairement établis. 

Dans de nombreux cas (cancer, vieillissement), les cytokines pro-inflammatoires telles que le Tumor 

Necrosis Factor alpha (TNFα), ou l'interferon gamma (IFNγ), semblent jouer un rôle important. Les 

glucocorticorticoïdes sont probablement aussi largement impliqués. 
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La comparaison de l’expression de gènes dans diffèrents modèles d’atrophie musculaire a 

permis l’identification d’un groupe de gènes régulés négativement ou positivement dans les muscles 

atrophiés, quelle que soit la cause de l’atrophie (immobilisation, diabète, insuffisance rénale, etc.). 

Ces gènes en commun ont été considérés comme impliqués dans l’atrophie musculaire, et ont par la 

suite été désignés comme « atrogènes » (Sandri, 2008; Sandri et al., 2004). Ces gènes concernent les 

principaux systèmes impliqués dans la protéolyse associée à l’atrophie : le système ubiquitine 

/protéasome, et l’autophagie. Ces systèmes sont largement sous la dépendance d'une régulation par 

les facteurs de transcription FOXO. 

 

 

2.1- Les facteurs de transcription FOXO  

 

FOXO (sous-classe O des facteurs de transcription Forkhead box) est une famille de facteurs 

de transcription comprenant  FOXO1, 3a, 4 et 6, qui sont des substrats d'Akt, et de SGK (serum and 

glucocorticoid-induced protein kinase). Les protéines FOXO interagissent avec la séquence 

GTAAA(C/T) sur l’ADN des gènes cibles (Greer and Brunet, 2005). 

  

Chez les mammifères, les FOXOs jouent un rôle important dans des fonctions biologiques 

comme l’arrêt du cycle cellulaire, la réparation d’ADN et l’apoptose. La perte de la fonction FOXO 

peut induire une prolifération cellulaire incontrôlée, une diminution de la réparation de l’ADN 

endommagé, ainsi qu’un tendance à la carcinogénèse (Greer and Brunet, 2005). 

 

2.1.1- Rôles de FOXO 

 

Les facteurs FOXO  régulent l’expression de certains gènes comme p27kip1
, p130(RB2), 

cycline D1/2 et Bcl-6 qui sont impliqués dans la progression du cycle cellulaire. Ils régulent 

également l’expression de gènes comme Bim, Fas ligand, TRAIL (tumor-necrosis-factor-related 

apoptosis-inducing ligand) et Bcl-X1 qui sont impliqués dans l’apoptose. Akt et SGK, en 

phosphorylant FOXO, provoquent sa séquestration dans le cytoplasme, empêchant ainsi sa 

translocation au noyau et son effet sur l’expression des gènes cibles. La phosphorylation de FOXO 

par Akt réduit en outre sa capacité à se fixer sur l’ADN et stimule sa dégradation (Lam et al., 2006). 

 

Outre leur rôle dans le cycle cellulaire et l’apoptose, les FOXOs jouent un rôle important dans 

la protection contre la génotoxicité et le stress. Des études récentes ont montré l’implication d’un 

certain nombre de facteurs de transcription dans la réponse aux stress oxydant et calorique et dans la 

réparation de l’ADN (Greer and Brunet, 2005), notamment FOXO3a, qui induit l’expression 
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d’enzymes mitochondriale telles que la MnSOD (manganese superoxide dismutase) et les catalases, 

qui permettent la dégradation des radicaux oxygénés (Kops et al., 2002). 

 

FOXO3a est un important senseur du stress cytotoxique induit par des agents 

chimiothérapeutiques comme le taxol et la doxorubicine (Sunters et al., 2003; Sunters et al., 2006). 

D’une part, l’activation de FOXO3a par un agent anticancereux induit l’arrêt du cycle cellulaire, 

d’autre part, elle entraîne l’apoptose. Cependant, une activation chronique de FOXO3a peut 

provoquer une résistance à la chimiothérapie en induisant l’expression de gènes de résistance comme 

le transporteur de drogues MDR1 (ABCB1) (Lam et al., 2006). De plus, FOXO3a stimule la survie 

des cellules cancéreuses en activant la voie PI3K/Akt selon un méchanisme mal connu (Lam et al., 

2006). 

 

2.1.2- Régulation de FOXO 

 

L’activité transcriptionnelle de FOXO est contrôlée à plusieurs niveaux : l’expression 

génique, la localisation, la dégradation de la protéine, ainsi que par des modifications post-

traductionnelles (Van Der Heide et al., 2004). 

 

L’activité transcriptionnelle de FOXO peut être régulée négativement par certaines kinases 

comme Akt, SGK, CK1 (casein kinase 1), DYRRK1A (dual-specificity tyrosine phosphorylated and 

regulated kinase 1A) qui entraînent sa séquestration cytosolique (Greer and Brunet, 2005) (Figure 

19). 

  

Elle est aussi régulée par son état d’acétylation (Vogt et al., 2005). Les protéines FOXO sont 

acétylées dans les cellules, leur état d’acétylation étant modulé par les signaux de stress. Il a été 

démontré que le stress oxydatif facilite la fixation des désacétylases SIRTs (sirtuins) sur FOXO3a 

acétylé, et entraîne une activation préférentielle par FOXO3a des gènes impliqués dans l’arrêt du 

cycle cellulaire et la résistance au stress oxydant, et une diminution de l’expression des gènes pro-

apoptotiques. SIRT1 active également FOXO1 et FOXO4 impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire 

via l’expression de  p27kip1
, et dans la résistance au stress oxydant via les taux de MnSOD et de 

GADD45 (Lam et al., 2006). 
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L’activité de FOXO peut également être régulée par l’interaction avec des cofacteurs de 

transcription, comme la β-caténine, facteur de transcription impliqué dans le développement et le 

renouvellement des tissus, qui interagit avec FOXO et augmente son activité transcriptionnelle (Lam 

et al., 2006). D’autres facteurs de transcription comme Myc, NF-κB, Smad et p53 sont impliqués dans 

la régulation de l’activité de FOXO (Greer and Brunet, 2005). 

 

 

2.2- Le système Ubiquitine/Protéasome 

 

Comme les autres tissus, le muscle est équipé de plusieurs systèmes de protéolyse, la 

protéolyse lysosomale ou autophagie, la protéolyse Ca
++

-dépendante, le système ubiquitine-

protéasome, les caspases et les métalloprotéinase de la matrice extracellulaire. Le système ubiquitine-

protéasome notamment joue un rôle important dans la dégradation des protéines musculaires. Il est 

activé par les facteurs de transcription FOXO. Ce système implique deux étapes, la première est 

l’ubiquitinylation des protéines, la deuxième est la reconnaissance de ces protéines par le protéasome 

26S et leur dégradation en peptides (Figure 20). 
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Figure 19 : Régulation coordonnée de la synthèse 

et de la dégradation protéique par Akt 
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 Les ubiquitine-ligases  

L’ubiquitinylation des protéines met en jeu l’"ubiquitin activating enzyme" (E1), les "ubiquitin-

conjugating enzymes" (E2) et les ubiquitine-ligases (E3). E1 a une expression faible dans les muscles 

squelettiques, et son taux d’ARNm n’est pas régulé dans les cas de catabolisme accru ; par contre son 

activité enzymatique est extrêmement élevée. Quarante E2 ont été identifiés dans les cellules des 

mammifères, seulement un petit nombre d'entre elles étant surexprimées pendant la perte musculaire, 

comme 14-kDa E2 (HR6/UBC2), 20 kDa E2, et les isoformes UBC4/UBC5. 

 

Une E2 interagit avec une ou plusieurs E3 pour reconnaître une protéine spécifique. Il y a de 

l'ordre de mille E3 dans les cellules des mammifères, dont la spécificité détermine la protéine cible. 

Un nombre limité de ces enzymes est surexprimé au cours de la perte musculaire, parmi lesquels on 

note E3α/UBR1, "ubiquitinous N-end rule RING-finger" ligase, qui fonctionne avec 14-kDa E2. Ces 

deux protéines sont impliquées dans l’ubiquitinylation des protéines musculaires solubles. Une 

augmentation de leurs ARNm a été détectée dans plusieurs modèles de perte musculaire, mais le taux 

des protéines a été trouvé inchangé. Deux E3 spécifiques du muscle, connues sous les noms 

d'atrogine-1-MAFbx (muscle atrophy F-box protein), et de MuRF1 (muscle RING finger-1 protein) 

sont surexprimées au cours des maladies cataboliques. Ces deux E3 interagissent avec le complexe 

Figure 20 : Le système Ubiquitine-Ligases/protéasome 
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calcineurine A-α-actinine-2 et la titine, dans les cardiomyocytes et les cellules musculaires 

respectivement. Les "souris KO" pour ces E3 sont résistantes à l’atrophie musculaire. La transcription 

d’atrogine et de MurF1 est sous le contrôle de FOXO, alors que la transcription de MuRF1 est aussi 

contrôlée par l’activation de NF-κB. 

 

 Le protéasome 26 S 

L’augmentation de la protéolyse au cours de l’atrophie musculaire est ATP-dépendante, ce qui 

suggère que l’hydrolyse de l’ATP est importante pour l’activation de l'ubiquitine, et pour la 

protéolyse par le protéasome 26S. Celui-ci est un complexe enzymatique multiprotéique, qui dans le 

muscle squelettique possède 3 activités peptidases (chymotrypsine-like, trypsine-like, et caspase-

like). 

Le corps protéolytique 20S s'associe avec deux  complexes régulateurs 19S pour former le  

protéasome 26S. Les glucocorticoïdes et le TNFα augmentent le taux d’expression de l’ARNm de la 

sous-unité 20S. Les glucocorticoïdes induisent aussi la transcription de la sous-unité C3 du 

protéasome dans les myoblastes L6 (Du et al., 2000). 

 

 

2.3- L’Autophagie  

 

L’homéostasie cellulaire dépend de l'équilibre entre la production et la destruction des 

macromolécules et des organites.  Outre le système ubiquitine ligases / protéasome, le système 

lysosomal est la principale voie de dégradation des composants cellulaires. Il est responsable de la 

dégradation des macromolécules comme les protéines, mais il est aussi impliqué dans le turnover des 

organites par autophagie (Mehrpour et al., 2010) 

 

Le terme autophagie recouvre la microautophagie (ou "chaperone-mediated autophagy" 

(CMA) qui consiste en la séquestration directe d’une partie du cytoplasme dans la membrane des 

lysosomes, et la macroautophagie qui commence avec la formation de vacuoles connues sous le nom 

d’autophagosomes, qui entourent des composants du cytoplasme, puis fusionnent avec les lysosomes 

où leur contenu est dégradé et recyclé (Mehrpour et al., 2010).      

 

L'autophagie joue un rôle majeur dans la perte musculaire, quelle qu'en soit la cause. Deux 

gènes de l’autophagie (ATG, autophagy related genes), notamment, sont fortement exprimés au cours 

de l’atrophie musculaire : LC3 et Gabarapl, qui codent pour des protéines associées à la formation des 

autophagosomes (Sandri, 2008). Des souris transgéniques exprimant LC3 fusionné avec la GFP 
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permettent de visualiser par microscopie de fluorescence les autophagosomes formés dans le muscle 

au cours de l’atrophie. Ces autophagosomes ont la caractéristique d’être plus petits que ceux trouvés 

dans des tissus comme le foie, le cœur ou le pancréas (Mizushima et al., 2004). 

 

Mammucari et al. ont montré que la surexpression d’une forme constitutivement active de 

FOXO3 induit, via l’autophagie, une atrophie des myocytes in vivo, qui est contrée par l’utilisation 

d’ARNi anti-LC3 (Mammucari et al., 2007). L’implication de l’autophagie dans l’atrophie musculaire 

a aussi été démontrée dans d’autres modèles tels que des souris transgéniques exprimant une 

superoxyde dismutase mutée spécifiquement dans les muscles squelettiques. Le stress oxydant ainsi 

induit provoque une atrophie musculaire due à l’autophagie (Dobrowolny et al., 2008). 

 

D’après des études récentes, l’autophagie est aussi associée à la sarcopénie. Avec l’âge, il 

apparaît une détérioration de la fonction mitochondriale provoquant une activation de l’autophagie. 

La surexpression de PGC1α, gène responsable de la biogènese mitochondriale, dans les muscles 

squelettiques de rats âgés, atténue la perte musculaire en réduisant l’autophagie (Sandri, 2010). 

 

2.3.1- mTOR, Akt et autophagie  

 

L’inhibiteur le plus puissant de l’autophagie est la kinase Akt. Sa surexpression dans les 

muscles des souris adultes, ou dans cellules musculaire en culture, inhibe complètement la formation 

des autophagosomes (Mammucari et al., 2007). Le rôle de mTORC1, qui est effecteur d'Akt, est 

moins marqué, puisque l’inhibition de la voie mTOR par la rapamycine augmente de 10% 

l’autophagie lysosomale, alors que l’inhibition Akt par API-2 l’inhibe de 50% ce qui suppose que Akt 

inhibe l’autophagie par une autre voie indépendante de la voie mTOR (Zhao et al., 2007). In vivo, 

l’inhibition de mTOR par la rapamycine ou l’utilisation d’ARNi n’est pas suffisante pour induire une 

atrophie musculaire et la formation des autophagosomes (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). 

L’inhibition de S6 Kinase n’a pas d’effet sur l’autophagie dans des myotubes in vitro (Mieulet et al., 

2007), alors que l’inhibition de la voie IGF1-Akt au cours du jeûne stimule l’autophagie, d’une façon 

indépendante de la voie mTOR (Sandri). Le contrôle de l'autophagie par Akt se fait au niveau 

transcriptionnel via le facteur FOXO3, qui active l'expression des ATG tels que LC3, Gabarapl, Atg4, 

Beclin1, etc (Zhao et al., 2007).  

 

Cependant, mTORC1 a un rôle régulateur direct non négligeable sur l'autophagie. Plusieurs 

études ont montré que mTORC1 est capable de phosphoryler les ATG ULK1, ULK2 et Atg13 in 

vitro. L’inhibition de mTORC1 par la rapamycine ou la déplétion en sérum, conditions qui induisent 

l’autophagie, induit une déphosphorylation de ULK1, ULK2 et Atg13 dans les cellules humaines 

(Jung et al., 2009). Par ailleurs, l’état de phosphorylation de FIP200, effecteur en aval de ULK, est 
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inversement corrélé avec l’activité de mTORC1. (Jung et al., 2009). Ces résultats permettent de 

proposer un système dans lequel ULK1/2 interagit avec Atg13, FIP200 et la protéine Agt101. Quand 

mTORC1 est activé, il interagit avec le complexe ULK, et phosphoryle ULK1 et Atg13, ce qui 

permet à ULK1 de prendre une conformation ouverte ou inactive. Quand mTORC1 est inhibé, il est 

dissocié du complexe, ULK1 et Atg13 ne sont plus phosphorylés. ULK1 prend dans ce cas une 

conformation fermée active, et phosphoryle Atg13 et FIP200, ce qui permet d’activer tous les 

effecteurs impliqués dans la formation de l’autophagosome (Jung et al., 2009; Jung et al., 2010) 

(Figure 21). 

 

 

 

 

2.4- La myostatine 

 

La myostatine joue un rôle important dans le contrôle de la masse musculaire : d’une part, la 

délétion du gène myostatine engendre un phénotype hyper-musclé (McPherron and Lee, 1997), 

d’autre part, la surexpression de la myostatine dans le muscle adulte induit une atrophie des fibres 

musculaires (Durieux et al., 2007). L’effort physique permet de réduire la quantité d’ARN et de 

protéine de la myostatine dans les cellules musculaires humaines (Roth et al., 2003; Walker et al., 

2004) et murines (Heinemeier et al., 2007). De plus, l’ARNm de la myostatine est diminué après un 

exercice en résistance concentrique ou isométrique, chez l’homme comme chez l’animal (Haddad and 

Adams, 2006; Haddad et al., 2006; Raue et al., 2006).  Plusieurs études ont montré une 

augmentation du contenu en ARNm et/ou en protéine myostatine dans différentes situations de 

réduction de l’activité musculaire, telles la décharge  (Wehling et al., 2000), la microgravité (Lalani et 

al., 2000) ou l’arthrose (Reardon et al., 2001). Par ailleurs la sécrétion de myostatine serait régulée 

par la titine-cap/téléthonine, une protéine de 19 kDa qui est liée à la titine (Nicholas et al., 2002). 

Etant donné les propriètés élastiques et le rôle de la titine dans le maintien de la structure des 

sarcomères, il est possible que ce système soit sensible aux contraintes mécaniques appliquées aux 

myofibrilles. 

Figure 21 : mTOR et autophagie 
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En plus de son rôle dans l’inibition de l’activation des cellules satellites, la myostatine 

réprime l’expression des protéines myoD et myogénine (Durieux et al., 2007) et stimule la protéolyse 

via l’augmentation de l’expression de certains éléments du système ubiquitine/protéasome (Gilson et 

al., 2007). D'après cette dernière étude, l’augmentation des ARNm d'atrogine-1, MuRF1 et FOXO3a 

induite par la dexaméthasone est abolie chez les souris dont le gène myostatine a été invalidé. De 

plus, le traitement des myotubes par la myostatine est associé avec une augmentation de l’expression 

en ARNm de MuRF1 et d’atrogine-1, de l’ubiquitinylation des protéines, et une réduction de la 

proportion de FOXO1 sous forme phosphorylée (McFarlane et al., 2006). En accord avec ces 

données, l’expression de PGC-1α, qui prévient l’augmentation de l’expression d’atrogine-1 et MuRF1 

lors de l’atrophie, est réduite avec l’expression ectopique de myostatine (Durieux et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

2.5- Les glucocorticoïdes  

 

Les glucocorticoïdes sont connus pour avoir un rôle catabolique. Au niveau musculaire, ils 

induisent l’atrophie des membres périphériques et des muscles respiratoires. Plusieurs pathologies 

Akt

Myostatine

FOXO

FOXO

PGC-1α

IGF-I

Atrogenes

P

Figure 22 : Régulation inverse de l’activité transcriptionnelle de FOXO 

par IGF-I et myostatine. 
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telles que la cachexie, l’acidose métaboique, entre autres, sont associées avec une augmentation des 

taux de glucocorticoïdes circulants, ce qui suggère que ces hormones sont impliquées dans l’atrophie 

musculaire observée chez les patients (Schakman et al., 2008). 

 

Les glucocrticoides induisent préférentiellement l’atrophie des fibres musculaire de type II ou 

rapide ,notamment IIx et IIb, avec un effet moindre sur les fibres de type I. Les muscles glycolytiques 

rapides sont donc plus sensibles à l’effet des glucocorticoïdes que les muscles oxydatifs (Schakman et 

al., 2008). 

 

2.5.1- Voies d’induction de l’atrophie glucocorticoïdes-dépendante 

  

Les glucocorticoïdes induisent la perte musculaire en agissant sur plusieurs voies qui 

contrôlent la synthèse ou la dégradation protéiques. D’une part, ils activent les facteurs de 

transcription FOXO, notamment FOXO1 et 3, qui, à leur tour activent le système de dégradation 

protéique ubiquitine ligase-protéasome (Imae et al., 2003). D’autre part, ils inhibent la kinase mTOR 

par plusieurs voies: par activation du facteur de transcription REDD1, connu comme inhibiteur de 

mTOR (Wang et al., 2006), et par inhibition du facteur de transcription ATF-4, facteur anabolique 

permettant la captation des acides aminés essentiels par la cellule, la synthèse des acides aminés non 

essentiels, et la synthèse des aminoacyl ARNt. L’inhibtion de ce facteur de transcription limite 

l’entrée des acides aminés dans la cellules, ce qui diminue la synthèse protéique (Adams, 2007). 

 

Les glucocorticoïdes activent également GSK3β, inhibiteur de eiF2B (eukaryotic initiation 

factor 2B) qui joue un rôle dans la synthèse protéique (Jefferson et al., 1999). L’inhibition de GSK3β 

inhibe l’activation du système ubiquitine/protéasome induite par les glucocorticoïdes (Evenson et al., 

2005). 

 

Des études ont montré également que les glucocorticoïdes régulent l’activité de la p300-

histone acétyltransférase. Dans les myotubes traités à la dexaméthasone, le taux et l’activité de p300 

sont augmentés en fonction de la dose et de la durée du traitement (Yang et al., 2005). La 

dexaméthasone augmente l’interaction protéine/protéine entre p300 et le facteur de transcription 

C/EBPβ (Yang et al., 2005). Cette interaction est importante puisque C/EBPβ régule plusieurs gènes 

du système ubiquitine/protéasome (Penner et al., 2002). 
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Figure 23 : Régulation de la voie mTOR par les glucocorticoïdes 

D’après Schakman et al. 2008 
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CHAPITRE 5 

 

 
MATERIELS ET METHODES 
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1- Modèles cellulaires et traitements  

 

1.1- Modèles cellulaires 

 

Les cellules sont cultivées en atmosphère humide contenant 5% de CO2 et 95% d’air à 37 
o
C 

dans un incubateur Stéricult. 

 

Les cellules utilisées sont des cellules myogéniques de rat de type L6, clone 5 (L6C5) 

possédant une capacité de différenciation significative. Elles sont ensemencées à raison de 1 million 

de cellules / flacon de 75 cm². Elles forment un tapis cellulaire monocouche qui devient jointif à 

confluence. Ces cellules sont mises en culture dans un milieu nutritif liquide DMEM de base riche en 

glucose (4500 mg/L) supplémenté avec 200 mM de L-glutamine, 100 µg/mL de streptomycine, de 

100U/mL de pénicilline, auquel on ajoute 10% de sérum de veau fœtal  décomplémenté (SVF) afin 

d’obtenir un milieu complet. 

 

Lorsque les cellules deviennent confluentes, le milieu est aspiré, les cellules sont lavées deux fois au 

tampon PBS (sans Ca++
, sans Mg

++
) puis incubée avec 2mL de trypsine/EDTA pendant 2 minutes à 

37°C. Le détachement des cellules est ensuite suivi au microscope à contraste de phase, puis la 

trypsine est inactivée par addition de 10mL de milieu de culture contenant 10% de sérum. Les cellules 

sont récupérées, centrifugées 5 minutes à 1000g et reprises dans 10mL de milieu complet,  comptées 

et réensemencées. 

 

1.2- Traitements des L6C5 

 

Une fois confluentes les cellules sont lavées deux fois avec du PBS, puis elles sont mises en 

présence d’un milieu DMEM dépourvu de SVF, ce qui permet de rendre les cellules quiescentes par 

arrêt de la prolifération cellulaire. Les cellules sont ensuite traitées pendant le temps nécessaire pour 

chaque expérience.  

 

1.3- Evaluation de la différenciation 

 

Les cellules L6C5 sont différenciées en ajoutant 10-7
 M d’AVP dans le milieu DMEM 

dépourvu de SVF. La différenciation myogénique est évaluée 48 h après l’ajout de l’AVP, en étudiant 

les marqueurs précoces de la différenciation comme l’expression et l’accumulation nucléaire de la 
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myogénine, facteur de transcription spécifique du muscle. Son expression est déterminée par des 

expériences de Western-blotting, et son accumulation nucléaire est détectée par immunofluorescence.  

 

Pour l’étude de l’atrophie musculaire, étént donné la durée des expériences, les cellules ont 

été différenciées 6 jours dans un milieu qui contient 1% de SVF en plus de l’AVP. L’état des 

myotubes et leur phénotype atrophique ont été évalués d'après des marqueurs tardifs de la 

différenciation, comme la mesure de l’activité créatine kinase, l’évaluation de l’expression de la 

myosine sarcomérique par immunofluorescence, Western Blotting ou ELISA, et par la mesure de leur 

surface. 

 

2- Dosages enzymatiques 
 

 2.1- Dosage de l’activité de la PLD 

 

La propriété de transphosphatidylation de la PLD permet de réaliser une mesure sensible et hautement 

spécifique de son activité enzymatique (Morris et al., 1997). En présence d'un alcool primaire à 

chaîne courte comme le butan-1-ol, la PLD catalyse une réaction de transfert du groupe phosphatidyl 

sur le butanol pour produire de la choline et du phosphatidylbutanol  aux dépens du PA. Le 

phosphatidylbutanol formé est un marqueur stable et sélectif de l'activité PLD dans les cellules 

intactes (Randall et al., 1990). 

 

Après 24 h le milieu de culture contenant 10% SVF est remplacé par un milieu dépourvu de 

sérum pendant toute la nuit. Les cellules sont lavées avec du PBS et incubées pendant 2h, dans un 

milieu dépourvu de SVF, en présence de 2µCi/mL de [
3
H]-acide palmitique. Elles sont ensuite 

traitées ou non par l’AVP en présence de 1% de 1-butanol. La rapamycine utilisée pour inhiber la 

voie mTOR est ajoutée au moment du changement de milieu. Les incubations sont stoppées par 

élimination rapide du milieu, lavage des cellules avec du PBS froid, et addition de 0,5 mL de HCl 0,1 

N dans du PBS. Les cellules grattées sont transférées dans des tubes de verre. Avant l'extraction 

lipidique selon la technique de Bligh et Dyer (1959), de l'acide dipalmitoyl-phosphatidique marqué au 

[
14

C] (144mCi/mmole) utilisé comme standard interne, et du phosphatidylbutanol (PBu) (1µg) ainsi 

que de l’acide phosphatidique (PA) (1µg), utilisés comme entraîneurs, sont rajoutés dans chaque tube.  

 

Les lipides sont extraits dans un mélange de solvants (méthanol/chloroforme 2/1 v/v) 

contenant 50 µM de buthylhydroxytoluène (BHT) utilisé comme antioxydant. Les tubes sont vortexés 

durant 30 secondes. Après 30 minutes à température ambiante, un mélange de PBS / chloroforme (1/1 

v/v) est ajouté et les tubes sont vortexés pendant une minute. Les phases organique et aqueuse sont 
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séparées par centrifugation de 5 minutes à 2500 rpm. La phase organique est prélevée et évaporée à 

sec sous azote.  

 

Les résidus secs sont repris par un mélange chloroforme/méthanol (2/1 v/v) et déposés sur 

plaque de silice. Le PBu et l'acide phosphatidique sont séparés des autres phospholipides par CCM 

bidimensionnelle. Le premier système de solvant est un mélange chloroforme/méthanol/ammoniaque 

aqueux 28% (65/35/5.5 v/v/v). Après séchage des plaques sous atmosphère réduite pendant 2h, un 

mélange de PBu/PA standards est déposé. La seconde migration s'effectue dans un mélange acétate 

d'éthyle/isooctane/acide acétique (90/50/20 v/v/v). Les plaques sont séchées et colorées au bleu de 

Coomassie à 0,03% dans une solution de NaCl 0,9% /méthanol 20% pendant 20 min, puis lavées par 

une solution de NaCl 0,9% /méthanol 20% pendant 10min. Chacun des spots d'intérêt est gratté puis 

sa radioactivité est mesurée par comptage en scintillation liquide dans un compteur Packard 1900TR. 

La quantité de PBu formé dans l'essai est exprimée en pourcentage de la radioactivité liée aux 

phospholipides totaux, et corrigée par le rendement de récupération de l’acide phosphatidique. 

 

2.2- Dosage de l’activité de la CK 

 

Ce dosage est effectué d’après les conditions de réactions optimales déterminées par Szasz et 

al., en 1976. 

 

 Principe  

Les réactions enzymatiques impliquées dans le dosage sont les suivantes : 

 

 

   

La créatine kinase catalyse la réaction entre la créatine phosphate et l’adénosine diphosphate 

(ADP), formant la créatine et l’adénosine triphosphate (ATP). L’ATP formé est utilisé pour 

phosphoryler le glucose, produisant le glucose-6-phosphate (G-6-P) en présence d’hexokinase (HK). 

Ensuite, le G-6-P est oxydé en 6-phosphogluconate (6-PG) en présence de nicotinamide adénine 

dinucléotide (NAD). Cette réaction est catalysée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6-

Créatine phosphoate + ADP Créatine + ATP

ATP+ glucose ADP + G-6-P

G-6-P + NAD 6-phopsphogluconate + NADH + H+

CK

hexokinase

G-6-PDH +

Créatine phosphoate + ADP Créatine + ATP

ATP+ glucose ADP + G-6-P

G-6-P + NAD 6-phopsphogluconate + NADH + H+

CK

hexokinase

G-6-PDH +
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PDH). Au cours de cette oxydation, une quantité équimolaire de NAD est réduite en NADH 

augmentant ainsi l’absorbance à 340 nm. La vitesse de variation de l’absorbance est directement 

proportionnelle à l’activité CK. 

 

 Mode opératoire  

Après la réalisation des traitements des myotubes, ils sont lavés au PBS, puis décollés par 

incubation dans du PBS contenant 1mM d’EDTA pendant 15 minutes à 37°C, et récupérés grâce à 

une centrifugation de 10 minutes  à 2500 g. Les culots sont repris par 300 µL de tampon Tris 20mM, 

EDTA 1mM, pH 6,7, puis soniqués 5 secondes à 4°C afin d’obtenir une suspension homogène, puis 

centrifugés 15 minutes à 14000g. 

 

Les surnageants sont récupérés et utilisés pour le dosage qui se fait sur une micro-plaque de 

96 puits. Ce dernier se fait sur 4µL d’échantillon par puits en présence de 100 µL de milieu 

réactionnel (CK-NACLD B fourni par Sobioda) contenant 100 mmmol/l de tampon imidazole, 10 

mmol/l d’acétate de magnésium, 2 mmol/l d'ADP, 10 µmol/l de diadénosinepentaphosphate, 30 

mmol/l de créatine phosphate, 41,7 µkat/l d’hexokinase, 20 mmol/l de D-glucose, 2 mmol/l d'EDTA, 

5 mmol/l d’AMP, 20 mmol/l de N-acétylcystéine, 2 mmol/l de NADP, 25 µkat/l de G6P-DH. On suit 

la formation de NADH par spectrophotométrie, pour cela la quantification se fait pendant  15 minutes 

à 30°C par mesure de la vitesse de variation de l’absorption à 340 nm. L’appareil utilisé est un lecteur 

de plaque Powerwave-X (BIO-TEK INSTRUMENTS). 

 

3- Mesure de l’expression protéqiue 

 

3.1 - Western Blotting 

 

3.1.1- Dosage protéique des échantillons, selon la méthode de Bradford  

 

Le dosage est réalisé selon la méthode de Bradford adaptée par Pierce (1977) à l’aide d’un kit 

Bio-Rad Protein Assay. Le principe repose sur la fixation non covalente à la protéine du bleu de 

Coomassie brillant G250, qui déplace son maximum d’absorption de 465 nm à 595 nm. Un aliquot 

des échantillons à doser est prélevé et complété à 50µL avec de l’eau : on ajoute 200µL de la solution 

BioRad diluée cinq fois dans de l’eau. La densité optique est lue à 595 nm en microplaque de 96 puits  

à l’aide d’un lecteur spectrophotométrique de plaques multipuits Powerwave X. La quantité de 

protéines est déterminée par comparaison avec une gamme étalon d’albumine sérique bovine (0 à 

10µg) réalisée dans les mêmes conditions que les échantillons. 
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3.1.2- préparation des échantillons 

 

Les cellules sont grattées dans un tampon de lyse avec 20 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 10 

mM sodium pyrophosphate, 10 mM glycerophosphate, 50 mM NaF, 1,5 mM Na3VO4, 1% Triton, et 

le cocktail d'inhibiteurs de protéases. Les lysat cellulaires sont incubés 15 min dans la glace, puis 

centrifugées à 13000 g pendant 15 min. Un aliquot de chaque fraction est alors dilué dans le tampon 

de Laëmmli. Pour la PLD, on ajoute de l’urée 4M. Les échantillons sont portés à 100°C pendant 

1minute pour la PLD et 5 minutes pour les autres protéines, puis déposés sur le gel. 

 

3.1.3- Préparation des gels  

 

Les dépôts sont réalisés sur des minigels de polyacrylamide dont la concentration dépend de 

la taille des protéines à séparer, contenant du SDS 0,1%. La migration éléctrophorétique s’effectue 

grâce un appareil pour électrophorese pour minigel Biorad, à 60 V pendant 15 minutes, le temps que 

les protéines entrent dans le gel de séparation, et ensuite à 140 V voltage constant. La migration est 

suivie grâce au depôt de marqueurs de masse moléculaire précolorés dans un puits de référence. 

 

3.1.4- Electrotransfert  

 

Les protéines séparées par migration sur gel sont transférées sur une membrane PVDF, le 

transfert se fait dans un appareil de transfert Biorad. Le transfert se déroule à 350 mA pendant une 

heure. Les marqueurs de masses moléculaires qui sont également transférés peuvent servir de 

contrôle. 

 

3.1.5- Traitement des membranes  

 

A l’issue du transfert, la membrane est rincée dans un tampon salin TBS-T (Tris HCl 20mM, 

NaCl 137mM pH 7,6 ; tween  20 à 0,1%). Les sites de liaisons non spécifiques de la membrane sont 

saturés par un bain dans le tampon de saturation adéquat : TBS-T /BSA 5 %, durant 2h à température 

ambiante. La membrane est ensuite incubée sous agitation à 4°C pendant la nuit avec l’anticorps 

primaire dilué à la concentration voulue. 

 

 La membrane est lavée soigneusement avec du TBS-T et incubée avec un anticorps 

secondaire anti IgG couplé à la peroxydase, pendant 1h à température ambiante. La membrane est à 

nouveau lavée abondamment, séchée rapidement sur du papier absorbant, incubée avec la solution de 

détection pour chimioluminescence du Kit ECL fourni par la société Pierce pendant 1 minute puis 

enveloppée dans un film transparent.   
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  La révélation des protéines immunodétectées par l’anticorps se fait grâce à la peroxydase qui 

catalyse une réaction de chimioluminescence en présence d’eau oxygénée et de luminol. Les 

membranes sont révélées sur film d’autoradiographie. 

 

3.1.6- Conditions spécifiques à chaque protéine détectée  

 

 Myogénine (~36 KDa) : 

Le gel est à 12 %. L’anticorps monoclonal anti-myogénine est dilué à 1/50 dans du TBS-

T/BSA 5 % et l’anticorps secondaire anti-IgG de souris est dilué au 1/10000. 

 

 S6 kinase (70 et 85 KDa) : 

Le gel est à 10%. L’anticorps monoclonal anti-phospho S6 kinase est dilué à 1/1000 dans du 

TBST/BSA 5% et l’anticorps secondaire anti-IgG de souris est dilué au 1/10000. L’anticorps 

monoclonal anti-S6 kinase est dilué à 1/1000 dans du TBST/BSA 5% et l’anticorps secondaire anti-

IgG de lapin est dilué au 1/10000. 

 

 Akt (60 KDa) : 

Le gel est à 10%. L’anticorps monoclonal anti-phospho Akt est dilué à 1/1000 dans du 

TBST/BSA 5% et l’anticorps secondaire anti-IgG de lapin est dilué au 1/10000. L’anticorps 

monoclonal anti-Akt est dilué à 1/1000 dans du TBST/BSA 5% et l’anticorps secondaire anti-IgG de 

lapin est dilué au 1/10000. 

 

 PLD1 et PLD2 (~120 KDa et ~90 KDa respectivement) : 

Le gel est à 8% de polyacrylamide, 0,1% de SDS et 4M d’urée. Les deux isoformes de PLD 

sont détectées grâce à un anticorps anti-PLD1 ou anti-PLD2 (dilution 1/2000). L’anticorps anti-PLD1 

est dirigé contre quatre peptides correspondant aux résidus 1-16, 144-162, 967-981, et 1027-1040, 

tandis que l’anticorps anti-PLD2 est dirigé contre une séquence d’acides aminés située en N-terminal, 

correspondant aux résidus 13-33. L’anticorps secondaire anti-lapin est ensuite utilisé (dilution 

1/5000). 

 

 Phospho-PKCα (82 kDa) 

Le gel est à 8%. L’anticorps monoclonal anti-phospho PKCα est dilué à 1/1000 dans du 

TBST/BSA 5% et l’anticorps secondaire anti-IgG de lapin est dilué au 1/10000.  
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 Myosine (250 kDa) : 

Le gel est à 6%. L’anticorps monoclonal anti-myosine est dilué à 1/200 dans du TBST/BSA 

5% et l’anticorps secondaire anti-IgG de souris est dilué au 1/10000.  

 

 Rictor et raptor  (200 et 130  KDa respectivement) : 

Le gel est à 6%. Les anticorps monoclonaux anti-phospho-rictor, anti-rictor et anti-raptor sont 

dilués à 1/1000 dans du TBST/BSA 5% et l’anticorps secondaire anti-IgG de lapin est dilué au 

1/10000.  

 

3.1.7- Standardisation des signaux par rapport à la tubuline  

 

Afin  de standardiser les signaux ECL par rapport aux quantités de protéines déposées sur les 

gels, les membranes sont décapées des complexes anticorps primaires et secondaires puis révélées 

avec l’anticorps anti-tubuline. Le complexe antigène-anticorps est détaché avec une solution de 

"stripping" pendant 15 min à température ambiante sous agitation. Les membranes sont rincées trois 

fois dans du tampon TBS-T, puis un nouveau cycle de révélation avec l’anticorps anti-tubuline est 

réalisé après saturation de la membrane.  

 

3.2- Immunofluorescence 

 

3.2.1- La myogénine 

 

Vingt-quatre heures après culture des cellules en présence ou en absence des agonistes 

appropriés, les cellules sont lavées dans du PBS et sont fixées par du formaldéhyde à 3,7% dans du 

PBS à température ambiante pendant 20 minutes. Les aldéhydes sont d’excellents fixateurs mais ils 

ne permettent pas souvent de perméabiliser suffisamment la membrane aux macromolécules. La 

perméabilisation doit donc être achevée par un traitement avec un détergent. Après trois rinçages au 

PBS afin d’éliminer le fixateur, les cellules sont incubées pendant 15 min avec 0,1% de triton  dilué 

dans du PBS à température ambiante. Après lavage, les cellules sont mises en présence d’une solution 

de blocage constituée d’albumine sérique bovine à 1% dans du tampon PBS, pendant 20 minutes à 

température ambiante. Ensuite, on incube les cellules avec l’anticorps primaire monoclonal anti-

myogénine pendant la nuit à température ambiante. Enfin, les cellules sont lavées avec du PBS et 

mises en présence d’un anticorps secondaire couplé à la rhodamine ou à la fluorescéine, dilué à 1:200 

dans une solution de PBS.  
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3.2.2- La myosine  

6 jopurs après le début de la différenciation myogénique, les traitements appropriés sont 

effectués,  puis les cellules sont lavées au PBS, fixées, perméabilisées et mises en présence d’une 

solution de blocage comme pour la myogénine. Ensuite, on incube les cellules avec l’anticorps 

primaire monoclonal anti-myosine dilué à 1 :200 dans le PBS 1% BSA, pendant une heure à 

température ambiante. Enfin, les cellules sont incubées une heure à température ambinate avec 

l'anticorps secondaire couplé à la rhodamine, dilué à 1:1000 dans une solution de PBS.  

 

4- Modulation de l’expression génique  

 

4.1- Les ARNi  

 

Ce sont des petits ARN qui interagissent avec les ARNm pour empêcher la synthèse de la 

protéine corespondante. Ils sont codés naturellement par le génome des mammifères afin de réguler 

l’expression des gènes, et sont alors appelés les micro-ARN. Le mécanisme par lequel agissent ces 

ARN intérferents implique deux grandes étapes. Les molécules d’ARN sont d’abord transformées en 

petits fragments d’ARN double brin d’une vingtaine de nucléotides par une enzyme de la famille des 

RNase III, Dicer, puis l’un de ces brins est incorporé dans un complexe protéique RISC (RNA 

induced silencing complex) dans lequel il sert de guide pour la reconnaissance des séquences cibles. 

Si la complémentarité entre les ARNi et l’ARNm cible est parfaite, le complexe RISC clive l’ARNm 

cible qui est alors degradé et n’est plus traduit en protéine. 

 

Nous avons utilisé cette méthode pour inhiber l’expression des gènes rictor et raptor, ce qui 

nous permet de distinguer entre les rôle de mTORC1 et mTORC2 dans la différenciation 

myogénique. Nous l'avons également utilisée pour inhiber l’expression des gènes PLD1 et PLD2 et 

PRKCA (PKCα) pour évaluer leurs effets sur la différenciation myogénique. 

 

Les séquences d’ARN interférents utilisés sont : 

Pour PLD1 : 5’-AAGTTAAGAGGAAATTCAAGC-3’ 

Pour PLD2 : 5’-GACACAAAGTCTTGATGAG-3’ 

Pour raptor : 5’-GACAGTGGGCCTCTCAGGA-3’ 

Pour rictor : 5’-GTTCGTTCCGACACTATAA-3’ 

Pour PKCα : 5'-GAAGCAAGCACAAGTTCAA-3' 

 

Les cellules sont transfectées avec les ARN interférents à l’aide de Hiperfect Transfection 

Reagent (Qiagen), mélange de lipides neutres et cationiques, selon le protocole fourni par le fabricant. 
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Brièvement une solution de ARNi à 50 nM est incubée en présence de transfectant pendant 15 min à 

température ambiante, afin de permettre la formation de micelles contenant les ARNi. 

 

Ce mélange est ensuite ajouté au milieu de culture des cellules. 24h plus tard le milieu de 

culture est changé. Le degré d’inhibition de l’expression de raptor, rictor, et PKCα est determiné par 

Western blotting, celui de PLD1 et PLD2 par dosage d’ARNm par PCR quantitative. 

 

4.2- Les adénovirus 

 

Les adénovirus sont des virus à ADN double brin linéaire sans enveloppe, à capside 

icosahédrique d’un diamètre de 70 à 90 nm. On dénombre environ 50 sérotypes différents regroupés 

en 6 groupes distincts (de A à F) dans les souches humaines d’adénovirus. Les sérotypes 2 et 5 

appartenant au groupe C sont les plus étudiés dans le cadre de la recherche en thérapie génique. Dans 

cette étude nous avons utilisé des adénovirus issu du sérotype 5. L’effet cytopathogène se manifeste 

par une rétraction des cellules donnant à la nappe cellulaire un aspect en dentelle. Ils sont capables 

d’infecter efficacement des cellules en division lente ou différenciées. Les virus se fixent à la surface 

de la cellule hôte et sont endocytés. La capside se désintègre libérant l’ADN qui pénètre ensuite dans 

le noyau. Le taux d’infection est de l’ordre de 100%. 

Seinsenberger et al. ont montré en utilisant des adénovirus couplés par liaison covalente à 

différents marqueurs fluorescents qu’au moins 50% d’entre eux sont détectés dans le noyau quinze 

minutes après l’entrée des virus. 

 

L’expression des g ènes adénoviraux s’effectue en trois phases : pré-précoce, précoce et 

tardive. Le gène E1A est immédiatement transcrit pendant la phase pré-précoce. Ce gène est 

indispensable à la réplication car il code pour deux protéines régulatrices qui activent la transcription 

des gènes précoces. Les protéines précoces E pour « Early » jouent un rôle important pour la synthèse 

de l’ADN viral et la synthèse de particules infectieuses. Les ADN viraux ainsi produit servent ensuite 

de matrice pour la transcription d’ARNm qui sont traduits par les ribosomes en protéines de structure 

permettant l’assemblage de nouvelles particules virales dans le noyau (phase tardive). Les virus 

seront ensuite libérés par lyse de la cellule. 

 

4.2.1- Construction d’adénovirus recombinant codant pour hPLD1 et hPLD2  

 

Pour ce faire nous disposions de plasmides pcDNA3 contenant les séquences codant pour 

PLD1 ou PLD2, bordées en amont par le promoteur CMV, et en aval part la queue BGHpolyA, et 

d’un autre type de plasmide codant pour le génome adénoviral et pour la moitié du promoteur CMV 

et la queue BGH poly A, ce qui permettait des recombinaisons homologues entre les deux plasmides. 
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Après recombinaison homologue, le plasmide résultant contiendra des séquences du génome 

adénoviral et la séquence codant pour PLD1 ou PLD2. Par contre, le génome adénoviral ne contient 

pas les séquences codant pour les protéines précoces E1,et E3. Les virus E1-moins résultants sont 

incapables de se répliquer. La délétion de E3 permet quant à elle d’insérer des séquences plus 

grandes. Ainsi les cellules infectées, si elles ne possèdent pas ces séquences dans leur génome, ne 

produiront pas de nouvelles particules virales. 

 

Dans un premier temps le plasmide pcDNA3 est digéré par SaII, ce qui permet d’ôter les 

séquences codant pour la protéine de résistance à l’ampicilline et l’origine de réplication colE1. 

L’enzyme SaII est ensuite inactivée 20 min à 65
o
C. D’autre part, on linéarise le plasmide codant pour 

le génome adénoviral VmAdcDNA3 en le digérant avec SwaI. Nous avons ensuite utilisé ces vecteurs 

digérés pour transformer une souche de bactéries E. coli BJ5183, connue pour favoriser les 

recombinaisons homologues. 

 

100µl de bactèries compétentes fraîchement décongelées sont transformées : 

Soit avec 200 ng de V4 et 600 ng de pcDNA3-hPLD1 

Soit avec 500 ng de V4 et 600ng de pcDNA3-hPLD2 

Deux contrôles négatifs, transformés uniquement par V4 ou uniquement par pcDNA3, sont réalisés. 

 

4.2.2- Transformation des bactéries  

 

Les bactéries compétentes sont incubées 20 min dans la glace avant de subir un choc 

thermique à 42o
C pendant 45 secondes. Elle sont ensuite de nouveau placées dans la glace. On leur 

ajoute alors 1 ml de milieu BL et la culture est placée à 37
o
C pendant 1h. Après centrifugation, le 

culot de bactérie est repris dans 100µl de milieu BL, puis étalé sur boîte de Petri GL, contenant de 

l’ampicilline. Les bactéries non transformées par le virusmide recombinant ne poussent pas, la 

séquence de résistance à l’ampicilline étant apportée par VmAdcDNA3. Seules les bactéries ayant 

intégré le virusmide pourront se développer. 

 

4.2.3- Vérification des clones pour lesquels la recombinaison a eu lieu  

Cette vérification s’effectue par PCR en utilisant une amorce spécifique du promoteur CMV 

présente dans la séquence de pcDNA3, mais pas dans la séquence du génome adénoviral. En présence 

du virusmide recombinant qui possèdent les régions reconnues par les deux amorces, un amplicon de 

722 pb est attendu. 

 

Pour ce faire, on met 100µl d’eau stérile dans un tube Eppendorf, puis on ajoute directement 

un peu de bactéries, et on fait bouillir 10 min à 100°C. On refroidit les échantillons dans la glace, puis 
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on les centrifuge 10 min à 4°C, à 7000 rpm. Dans un volume final de 40 µl, on incube 5µl de cette 

suspension bactérienne bouillie en présence de 4µl de tampon PCR 10X, de  1,2µl de MgCl2 50mM, 

de 0,4 µl de chaque dNTP à 5 mM, de 4 µl de chaque amorce à 10µM, de 21,2 µl d’eau et de 0,2 µl 

de Taq polymérase 5 U/ml. Les conditions d’amplification programmées sur le thermocycleur sont : 

95°C pendant 1 min, 54°C pendant 2 min et 72°C pendant 1 min, pendant 32 cycles. Le milieu de 

réaction est conservé à 4°C. 4-6µl de cette réaction de PCR sont ensuite analysés sur un gel 

d’agarose. On utilise comme contrôle négatif le virusmide linéarisé et comme contrôle positif, un 

virusmide recombinant issu d’une autre expérimentation. 

 

4.2.4- Electrophorèse sur gel d’agarose 

 

Les fragments d’ADN amplifiés par PCR sont ensuite analysés par électrophorèse sur gel 

d’agarose 1%. Le gel est preparé extemporanément en diluant 1g  d’agarose dans 100 ml de tampon 

TBE (Tris-borate 90mM, pH8, EDTA 1mM). La solution est portée à l’ébullition, puis refroidie avant 

ajout de 5 µl d’une solution de bromure d’éthidium (BET) 5mg/ml. La solution encore tiède est 

coulée dans la cuve de migration horizontale, et après refroidissement le gel polymérise. Il est 

immergé dans le tampon de migration. Les échantillons sont déposés sur le gel en présence de 0,05% 

de bleu de bromophénol, 0,05% de xylène cyanol et 6% de glycérol. La migration est réalisée à 

ampérage constant (50mA). Le gel est photographié sous lumière UV à l’aide d’une caméra CCD 

(image Master VDS-CL, Amersham Biotech). 

 

4.2.5- Amplification et purification des plasmides recombinants  

 

Les plasmides recombinants sont ensuite amplifiés et purifiés. Les bactéries transformées sont 

mises en culture dans 500 ml de milieu BL. Après centrifugation, elles sont lysées en conditions 

alcalines et l’ADN plasmidique est extrait grâce à une résine échangeuse d’anions (Maxikit 

deQiagen). Après élution, l’ADN est précipité grâce à l’isopropranol. Après centrifugation, le culot 

d’ADN  est rincé grâce à une solution d’éthanol à 75%, et le culot est ensuite repris dans de l’eau 

stérile. Cette méthode permet d’obtenir des solutions d’ADN suffisamment concentrées. 

 

4.2.6- Obtention et amplification des adénovirus codant pour PLD1 et PLD2  

 

L’obtention et l’amplification des adénovirus ont été réalisées grâce à une lignée cellulaire 

complémentaire des constructions virales, les cellules HEK 293. En effet, ces cellules expriment les 

protéines précoces E1 et E3, ce qui rend possible l’amplification virale. 

Au préalable, on digère le virusmide recombinant avec PacI, afin d’oter les séquences codant pour 

l’origine de réplication bactérienne et pour une protéine de résistance à l’ampicilline, et afin de laisser 
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les séquences ITR (Internal Terminal Repeat) libres, ce qui permettra la synthèse des particules 

virales. Après avoir vérifié que le virusmide a été linéarisé sur un gel d’agarose en utilisant 10µl d’un 

mélange de digestion, on transfecte les cellules HEK 293 grâce à la méthode au phosphate de 

calcium. 

 

4.2.7- Transfection des cellules HEK 293  

 

Les HEK sont transfectées avec les virusmides; deux contrôles de transfection sont réalisés : 

un contrôle sans ADN, et un contrôle avec le virusmide codant pour la GFP non coupé par PacI. Au 

bout de 7 jours de transfection , lorsque l’effet cytopathique sur les cellules est d'environ 90% (40-48 

heures), les cellules sont récoltées dans un tube Falcon de 50 ml, et centrifugées à 1000 rpm pendant 

10 min, le surnageant est éliminé et le culot de cellules est resuspendu dans 500 µl de PBS-glycérol 

10%. Les cellules sont ensuite soumises à quatre ou cinq cycles de congélation/décongélation dans 

l’azote liquide et à 37°C. Les cellules sont ainsi lysées et les virus sont libérés. On centrifuge ensuite 

à 3000 rpm pendant 30 min. Le surnageant contenant les adénovirus est récupéré et stocké à -20°C. 

 

4.2.8- Amplification 

 

On utilise 5 boîtes de 10 cm. Les cellules HEK293 sont infectées à pratiquement 100% de 

confluence. Lorsque l’effet cytopathique des cellules est d’environ 90% (40-48 heures), les 

adénovirus sonr récoltés comme décrit plus haut 

 

4.2.9- Titration 

 

La titration de la solution adénovirale consiste à déterminer le titre infectieux de la solution, 

c’est-à-dire, la concentration de la solution en adénovirus capables d’infecter une cellule. 

 

La titration est réalisée sur des cellules HEK 293, ensemencées en plaques 12 puits. Ls 

cellules sont infectées par des dilutions croissantes de la solution mère d’adénovirus (10-2
 à 10

-8
). 48h 

après l’infection, il s’agit de dénombrer les cellules infectées pour calculer un nombre d’unités 

infectieuses par millilitre de solution mère adénovirale (IU/mL). Les cellules infectées avec un 

adénovirus permettant l’expression de la GFP sont comptées directement grâce à un microscope 

inversé à fluorescence (Axiovert, Zeiss). 

 

Pour les adénovirus n’exprimant pas la GFP (PLD1, PLD2), la titration est réalisée grâce au 

kit QuickTiter Adenovirus Titer Immunoassay commercialisé par Cell Biolabs, Inc (San Diego, CA, 

USA). Le principe de ce kit repose sur un marquage immunocytochimique des cellules infectées 
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grâce à un anticorps dirigé contre une protéine des hexons constituant l’adénovirus. Cet anticorps 

reconnaît les 41 sérotypes humains d’adénovirus. Après immunomarquage, les cellules sont comptées 

sous microscope inversé à lumière blanche. Le titre d’une solution obtenue par la méthode ci-dessus 

varie entre 10
10

 et 5.10
12

 IU/mL. 

 

5- Mesure de l’expression génique 

 

5.1- Transcription inverse  et  PCR en temps réel 

 

L’extraction des ARN totaux à partir des cellules est réalisée à l’aide de Trizol Reageant 

(Invitrogen), selon les recommandations du fournisseur. Les ARN sont ensuite dosés avec le 

Nanodrop. 

 

La transcription inverse (RT) est réalisée avec 1µg d’ARN totaux, en présence de 100 U de 

transcriptase Superscript II (Invitrogen) en utilisant des héxamères oligonucléotidiques non 

spécifiques, et un mélange dNTP. Les ARNm sont ensuite quantifiés par PCR en temps réel, en 

utilisant des amorces spécifiques des ADNc étudiés. 

 

La PCR quantitative est réalisée sur 5 µl du produit de RT dilué au 1/60éme
 mélangé avec 15 

µl de milieu réactionnel ABsolute
TM 

QPCR SYBR Green Mix (ABgene, courtaboeuf, France) à l’aide 

d’un Rotor-gene 6000
TM

. 

 

6- Fixation du PA  sur la S6 kinase  

 

La protéine S6 kinase est surexprimée par transfection de pMT2-S6K1 dans les L6. Les 

cellules sont gratées dans un tampon sans détergent, le lysat cellulaire est soniqué pendant 3 sec avec 

Branson Sonifer Probe, et le surnageant est récupéré après une centrifugation de 13000 g pendant 15 

min. La fixation du PA sur la S6 kinase est ensuite estimée par une technique de type ELISA. 

 

On a "coaté" les puits d’une plaque 96 puits avec de l’acide phosphatidique du jaune d’œuf 

(25 à 400 µg/puit) toute la nuit à température ambiante, ensuite les sites aspécifiques sont bloqués par 

une solution de BSA 3% dans le PBS pendant 90 min. Les lysats cellulaires sont ensuite déposés dans 

les puits et incubés pendant une heure à température ambiante. La détection de la fixation de S6 

kinase sur le PA se fait en utilisant un anticorps anti S6 kinase, puis un anticorps secondaire couplé à 

HRP. L'HRP fixée est révélée avec 100µl de solution de tétraméthylbenzidine (TMB, Sigma). La 

densité optique est ensuite mesuré à 450 nm. 
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Une deuxième technique a été utilisée pour évaluer la fixation de l’acide phosphatidique sur 

la S6 kinase, à l'aide de PA marqué au [
14

C]. Le lysat cellulaire est incubé avec 100µM d’acide 

phosphatidique radiomarqué et l’anticorps anti S6 kinase, pendant 30 minutes. Le mélange est ensuite 

incubé avec la Protein A-Sepharose pendant 3 heures. La radioactivité du culot et du surnageant est 

mesurée à l'aide d'un compteur à scintillation. 
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CHAPITRE 6   

 

RESULTATS 
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1- PLD, mTOR, et différenciation myogénique 

 

 

1.1- La voie mTORC1 est activée lors de la différenciation des L6 

 

Il a été montré que l’hormone neuro-hypophysaire arg8-vasopressine (AVP) est un puissant 

inducteur de la différenciation myogénique. L’activation de la voie mTORC1 après stimulation par 

l’AVP des myoblastes de rat L6, en absence de sérum, a été mise en évidence en évaluant, par 

Western blotting, la phosphorylation de son substrat S6 kinase 1. Nous observons que l’AVP stimule 

la phosphorylation des deux isoformes de S6 kinase 1, p70 et p85, au niveau de T389 et T412 

respectivement, la réponse de l’isoforme longue étant plus rapide que celle de l’isoforme courte 

(Figure 24). Ceci suggère une implication de la voie mTOR dans la différenciation myogénique 

stimulée par l’AVP. 

 

 

                                                              
 

Figure 24 Effet de l’AVP sur la phosphorylation de S6 kinase 1: Les cellules sont traitées par l'AVP 

pendant les temps indiqués. Les cellules sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés 

par Western blotting, avec un anticorps monoclonal anti-phospho S6 kinase. Les bandes sont 

normalisées avec la tubuline. 

 

 

Pour confirmer l’implication de la  voie mTOR dans notre système, raptor, un des 

composants principaux du complexe mTORC1, et rictor, un des composants principaux du complexe  

mTORC2, ont été downrégulés en utilisant des ARNi spécifiques. Dans un premier temps, on a 

vérifié la diminution d’expression des deux protéines cibles par Western blotting (Figure 25). Une 

extinction complète de l’expression de raptor, et une diminution de plus de 70% de l’expression de 

rictor ont été observées, sous l'effet de l'ARNi correspondant. La downrégulation de raptor, et non pas 

de rictor, inhibe la phosphorylation des deux isoformes de S6 kinase induite par l’AVP (Figure 25). 

Ceci permet de vérifier que l’activation de S6 kinase par l’AVP est bien mTORC1-dépendante. 
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Figure 25 Effet de la downrégulation de raptor et rictor sur la phosphorylation de S6 kinase 1: Les 

cellules sont transfectées pendant 48h avec des ARNi anti-raptor ou anti-rictor, puis traitées ou non 

pendant 40 min avec l’AVP. Elles sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho S6 kinase 1,  ou anti-raptor ou anti-

rictor. Les bandes sont normalisées avec la tubuline pour raptor et rictor, et avec la forme totale de 

S6 kinase en ce qui concerne les formes phosphorylées de S6 kinase. 

 

 

1.2- L’activation de la voie mTORC1 est PLD-dépendante 

 

Il a été rapporté que l'AVP déclenche précocément l’activation des voies de la PIP2-

phospholipase C (PLC) et de la phospholipase D (PLD) dans les myoblastes L6. De manière 

intéressante, la réponse myogénique peut intervenir pour des concentrations nanomolaires d’AVP, 

auxquelles seule la PLD, et non la PLC, est activée (Naro et al, 1996). Le rôle activateur de la PLD 

sur mTOR étant connu dans certains modèles, ceci suggérait que l’activation de la voie mTOR 

pourrait être dépendante de la PLD dans les L6 en différenciation. Pour répondre à cette question, on 

a inhibé la PLD par un alcool primaire (butanol-1) qui empêche la formation de PA. Comme contrôle 

pour les éventuels effets aspécifiques de l’alcool, on a utilisé le butanol-2 qui n’est pas un substrat 

utilisé par la PLD. L’inhibition de la formation de PA par la PLD inhibe fortement la phosphorylation 

des deux isoformes de S6 kinase induite par l’AVP, ce qui permet de dire que la PLD est impliquée 

dans la stimulation de la voie mTOR (Figure 26). 
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Figure 26 Effet du butanol sur la phosphorylation de S6 kinase 1 stimulée par l’AVP : Les cellules 

ont été prétraitées ou non pendant 40 min avec du butanol-1 ou butanol-2 1%, et stimulées ou non 

pendant 40 min par l’AVP. Elles sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho S6 kinase. Les bandes sont normalisées 

avec la tubuline. 

 

 

Ces résultats ont été confirmés en utilisant des produits qui miment l’activité de la PLD, 

comme l’acide phosphatidique exogène, et le propranolol, qui est inhibiteur de l’acide phosphatidique 

phosphatase et induit une accumulation de l’acide phosphatidique endogène. Ces produits produisent 

une activation de la voie mTOR en absence de stimulation par l’AVP (Figure 27) ce qui confirme le 

rôle de la PLD dans l’activation du complexe mTORC1. 

 

 

 

Figure 27 Effet du PA et du propranolol sur la phosphorylation de S6 kinase 1: Les cellules ont été 

traitées ou non pendant 40 min avec de l’acide phosphatidique diC8, ou du propranolol. Elles sont 

ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps 

monoclonal anti-phospho S6 kinase 1. Les bandes sont normalisées avec la forme totale de S6 kinase. 

 

 

Pour déterminer l’isoforme de la PLD impliquée dans l’activation de la voie mTOR, on a eu 

recours à deux techniques, l'interférence de l'ARN, et l'infection par des vecteurs adénoviraux, pour 

downréguler ou surexprimer spécifiquement chacune des deux isoformes de la PLD. Dans un premier 

temps on a vérifié l’extinction de chaque isoforme, PLD1 et PLD2, sous l'effet des ARNi 

correspondants, en mesurant la quantité d’ARNm spécifique par PCR quantitative (Figure 28 A). La 

surexpression des deux isoformes a été vérifiée par Western blotting, avec des anticorps spécifiques 

de chaque isoforme (Figure 28 B). L'effet de la surexpression ou de la downrégulation des PLD sur la 
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phosphorylation des deux isoformes de S6 kinase 1 stimulée par l’AVP a été ensuite évalué (Figure 

28 C). Dans les deux conditions, les résultats montrent que l’isoforme 1 de PLD régule la 

phosphorylation de S6 kinase: la surexpression de PLD1 active la phosphorylation de p70 et p85; la 

déplétion en PLD1 l'inhibe. Les variations de PLD2 ont peu ou pas d'effet. 

 

 

 

 

Figure 28 Effet de la downrégulation et de la surexpression des deux isoformes de PLD sur la 
phosphorylation de S6 kinase 1: A) Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec des ARNi anti-

PLD1 ou anti-PLD2; les ARN totaux ont été récupérés et l’expression des gènes PLD1 et PLD2 a été 

étudiée par RT-qPCR. B) Les cellules sont infectées avec des adénovirus codant pour la GFP, PLD1 

ou PLD2, elles sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec 

un anticorps polyclonal anti-PLD1 ou anti-PLD2. C) Les cellules sont infectées avec des adénovirus 

codant pour la GFP, PLD1 ou PLD2, ou transfectées par des ARNi anti-PLD1 ou anti-PLD2. Elles 

sont ensuite stimulées 40 min par l'AVP,  puis lysées et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal  anti-phospho S6 kinase. La normalisation a été 

effectuées par rapport à la tubuline. 

 

0

60

120

si Ctrl si PLD1 si PLD2

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l

e
v
e
ls

PLD1

PLD2

BA

C

Cette thèse est accessible à l'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0009/these.pdf 

© [R. Jaafar], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



 

  112 

1.3- Régulation différentielle des deux  isoformes de S6 kinase 1 

 

On a remarqué dans toutes les expériences précédentes que l’isoforme p85 S6 kinase est plus 

sensible à la régulation par la PLD et le taux de PA que l’isoforme p70 S6 kinase. De plus, la 

cinétique d’activation des deux isoformes de S6 kinase est différente: la phosphorylation de p85 

atteint un maximum au bout de 10 min de traitement par l’AVP, alors que p70 S6 kinase atteint un 

maximum au bout de 40 min de traitement (Figure 24), ce qui suppose une régulation différentielle 

des deux isoformes. 

 

Des études ont montré que mTOR peut être directement activé par fixation de l’acide 

phosphatidique sur son site FRB. On s’est demandé si la PLD et l’acide phosphatidique activent S6 

kinase 1 d’une façon mTORC1-dépendante, et pour répondre à cette question, les cellules on été 

traitée avec de la rapamycine pendant 40 min pour inhiber l’activité mTORC1. Ce traitement inhibe 

complètement la phosphorylation de p70 S6 kinase induite par l’AVP ou le propranolol, ce qui 

permet de dire qu'elle est complètement mTORC1-dépendante (Figure 29 ; Figure 30). Par contre, la 

phosphorylation de l’isoforme p85 S6 kinase est incomplètement inhibée (Figure 29 ; Figure 30), ce 

qui montre qu'elle n'est que partiellement dépendante de l’activité du complexe mTORC1, et nous a 

suggéré que cette isoforme pourrait être directement activée par l’acide phosphatidique d’une façon 

qui court-circuite mTORC1.   

 

 
 

Figure 29 Effet de l’inhibition de mTORC1 et mTORC2 par la rapamycine sur la phosphorylation 
de S6 kinase stimulée par l’AVP. Les cellules sont traitée par la rapamycine 40 min (pour inhiber 

mTORC1) ou 24 h (pour inhiber les deux complexes), puis stimulées 40 min par l'AVP. Les cellules 

sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps 

monoclonal anti-phospho S6 kinase. Les bandes sont quantifiées par vidéodensitométrie et les 

résultats sont exprimés en unité arbitraire après normalisation avec la forme totale de S6 kinase. Ils 

représentent la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent du contrôle AVP,  p < 

0,05. 
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Figure 30 Effet de l’inhibition de mTORC1 et mTORC2 par la rapamycine sur la phosphorylation 
de S6 kinase stimulée par le propranolol. . Les cellules sont traitée par la rapamycine 40 min (pour 

inhiber mTORC1) ou 24 h (pour inhiber les deux complexes), puis stimulées 40 min par le 

propranolol. Les cellules sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western 

blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho S6 kinase. Les bandes normalisées avec la forme 

totale de S6 kinase. 

 

 
  

Pour tester cette hypothèse, on a évalué la fixation de PA sur la S6 kinase 1 par deux 

techniques différentes: par ELISA, et par immunoprécipitation de S6 kinase en présence de PA 

radiomarqué. Ces deux expériences ont montré une fixation spécifique de l’acide phosphatidique sur 

S6 kinase, donc la possibilité d'une régulation directe par le PA (Figure 31). 
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Figure 31 Fixation directe du PA sur S6 kinase : A) Différentes concentrations de PA de jaune 

d’œuf ont été immobilisées sur une plaque 96 puits. Des cellules ont été transfectées avec le vecteur 

pMT2 vide ou le vecteur exprimant S6 kinase, puis les extraits cellulaires ont été déposés sur le PA 

immobilisé, et incubés pendant 2 h. La S6 kinase immobilisée a été détectée en utilisant un premier 

anticorps anti-S6 kinase, et un second anticorps couplé à la peroxydase, comme décrit dans la partie 

"Matériels et Méthodes". Les résultats montrés sont la moyenne de deux expériences indépendantes. 

B) 100 µM de [
14

C] PA sont incubés pendant 2h avec des extrait de cellules transfectées avec le 

vecteur pMT2 vide ou le vecteur surexprimant S6 kinase. Le complexe PA/S6 kinase est 

immunoprécipité en utilisant un anticorps anti-S6 kinase comme décrit dans "Matériels et Méthodes". 

Les résultats montrés sont la moyenne de deux expériences indépendantes, donnant des résultats 

similaires 

 

1.4- La voie mTORC2 est activée lors de la différenciation des L6  

 

Pour savoir si le complexe mTORC2 est activé dans notre système, on a évalué par Western 

blotting la phosphorylation de Akt au niveau de Ser 473, site cible de mTORC2. La cinétique de la 

phosphorylation d'Akt stimulée par AVP montre une augmentation rapide qui atteint un maximum au 

bout de 6-7 min (Figure 32). 
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Figure 32 Effet de l’AVP sur la phosphorylation de Akt : Les cellules sont traitées pendant les 

temps indiqués avec AVP. Les cellules sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho-S473Akt. Les bandes sont normalisées 

avec la tubuline. Pour comparaison, l'effet d'un traitement de 20 min par l'insuline est montré. 

 

 
 

Il est connu que la phosphorylation de Akt  au niveau de Ser 473 est dépendante de 

l’activation du complexe mTORC2. Pour vérifier ce point, on a downrégulé raptor et rictor, les 

composants respectifs de mTORC1 et mTORC2, en utilisant des ARNi spécifiques de chacune de ces 

protéines. La suppression de rictor inhibe la phosphorylation de Akt induite par l’AVP, alors que la 

suppression de raptor n’a pas d’effet (Figure 33). Ceci permet de dire que cette phosphorylation est 

dépendante de mTORC2 et indépendante de mTORC1. 

 

 

 

Figure 33 Effet de la downrégulation de raptor et rictor sur la phosphorylation de Akt : Les cellules 

sont transfectées pendant 48h avec l'ARNi anti-raptor ou anti-rictor. Les cellules sont traitées 

pendant 7 min avec l’AVP, elles sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho Akt. Les bandes sont normalisées avec 

la forme totale de Akt. 

 

Un traitement de 24h par la rapamycine, qui permet d’inhiber, en plus de mTORC1, le 

complexe mTORC2, inhibe la phosphorylation de Akt induite par l’AVP ou le propranolol (Figure 

34). Ceci confirme que la phosphorylation de Akt induite par l’AVP ou le propranolol est mTORC2 

dépendante. 
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Figure 34 Effet de rapamycine-24 h sur la phosphorylation de Akt induite par l'AVP ou le 

propranolol: Les cellules sont prétraitées avec de la rapamycine pendant 24h avant d’être traitées 

pendant 7 min avec de l’AVP, ou pendant 20 min avec du propranolol. Les cellules sont ensuite lysées 

et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-

phospho Akt. Les bandes sont normalisées avec la tubuline. 

 

 

1.5- L’activation de la voie mTORC2 est PLD-dépendante  

 

Le PA exogène, ainsi que le propranolol, stimulent la phosphorylation de Akt au niveau de la 

sérine 473 en absence d’AVP (Fgure 35).  Il est donc probable que l'activation de Akt par l’AVP 

mette en jeu la PLD. 

 

 

 
Figure 35 Effet du PA et du propranolol sur la phosphorylation de Akt : Les cellules sont traitées 

pendant les temps indiqués avec le PA diC8 ou le propranolol. Les cellules sont ensuite lysées et les 

extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho 

Akt. Les bandes sont normalisées avec la forme totale d’Akt. 
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L’implication de la PLD a été confirmée en étudiant l’effet de sa surexpression et de sa 

downrégulation sur la phosphorylation de Akt. D’une part, la surexpression de l’isoforme  PLD1 

induit une augmentation de la phosphorylation de Akt stimulée par l’AVP, alors que la surexpression 

de l’isoforme PLD2 a peu d’effet (Figure 36 A). D'autre part, des expériences de downrégulation par 

des ARNi spécifiques de PLD1 ou de PLD2 confirment le rôle prépondérant de PLD1: la suppression 

de l’isoforme PLD1 inhibe fortement la phosphorylation de Akt induite par l’AVP, alors que la 

suppression de l’isoforme PLD2 a moins d’effet (Figure 36 B). 

 

 
 

Figure 36 Effet de la surexpression ou de la downrégulation de la PLD sur la phosphorylation de 

Akt. A) Les cellules sont infectées avec des adénovirus codant pour la GFP, PLD1 ou PLD2. Les 

cellules sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un 

anticorps monoclonal  anti-phospho Akt. La normalisation a été effectuées par rapport à la forme 

totale d’Akt. B) Les cellules sont transfectées par des ARNi anti PLD1 ou anti PLD2, ou ARNi 

contrôle qui ne reconnaît aucune séquence du génome. Les cellules sont ensuite lysées et les extraits 

cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal  anti-phospho Akt. La 

normalisation a été effectuées par rapport à la forme totale d’Akt. Dans ces expériences les cellules 

ont été traitées par l’AVP pendant 7 min avant d’être lysées. 

 

 

Comme les résultats ci-dessus montrent que l'AVP induit une activation de mTORC2, on a 

recherché l’effet d’un traitement prolongé par la rapamycine, qui inhibe ce complexe, sur la 

phosphorylation de S6 kinase 1. Comme décrit plus haut pour un traitement de courte durée qui 

n'inhibe que mTORC1, le traitement prolongé inhibe complètement la phosphorylation de p70 S6 

kinase. Cependant, d’une façon surprenante, il augmente la phosphorylation de p85 S6 kinase (Figure 

29 ; Figure30). On a alors émis l’hypothèse que ceci pourrait être dû à une augmentation du taux de 

l’acide phosphatidique,  faisant suite à une augmentation de l’activité de la PLD. 

 

Pour vérifier cette hypothèse, on a dosé l’activité PLD apès un traitement prolongé par la 

rapamycine (24 h), ou un traitement court par la wortmannine, pour déterminer si l’inhibition de 

mTORC2 ou d’Akt affectent la PLD. Nos résultats montrent que l’inhibition de mTORC2 par la 

B

A
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rapamycine, et non pas l’inhibition de Akt par la wortmannine, augmente l’activité de la PLD (Figure 

37). Ce qui permet de dire qu’il y a probablement une régulation négative de la PLD par mTORC2, 

qui expliquerait l’augmentation de la phosphorylation de p85 S6 kinase après 24 h de rapamycine.  

 

Figure 37 Effet de la rapamycine et de la wortmannine sur l’activité PLD : l’activité PLD a été 

testée en évaluant la formation de Phosphatidylbutanol (PBut) dans les cellules intactes. Les cellules 

sont prétraitées par la rapamycine 100 nM pendant 24h, ou la wortmannine 100 nM pendant 30 min. 

Elles sont marquées par incubation en présence de [
3
H]-palmitate, lavées et stimulées par AVP 10

-7
M 

pendant 40 minutes en présence de butanol-1 1%. La réaction est arrêtée par extraction des lipides 

puis les phospholipides sont fractionnés par chromatographie sur couche mince. La radioactivité 

associée au PBut est exprimée en % de la radioactivité associée aux Phospholipides totaux. Les 

résultats représentent la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. 

 

1.6- La PLD et mTOR sont nécessaires à la différenciation myogénique  
 

Le niveau de la différenciation myogénique a été evalué en observant l’expression du facteur 

de transcription myogénine, marqueur précoce de la réponse myogénique, par Western blotting, ou 

l'accumulation nucléaire de ce facteur, par immunohistofluorescence. 

 

Notre équipe avait déjà montré que la PLD joue un rôle important dans la différenciation des 

myoblastes L6. Comme confirmation supplémentaire de ces résultats, nous avons observé qu'un 

inhibiteur chimique nouvellement décrit de la PLD, le 2-indolyl-deschloro-halopemide, permet 

d’inhiber fortement la différenciation myogénique (Figure 38). De même, la rapamycine qui inhibe à 

la fois mTORC1 et mTORC2, inhibe complètement l’expression de la myogénine détectée par 

Western blotting (Figure 38). 

 

Ces résultats permettent de dire que la PLD et mTOR jouent un rôle indispensable dans la 

différenciation myogénique. 
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Figure 38 Effet de l’inhibition de la PLD, ou des complexes mTORC1 et mTORC2 sur la 

différenciation myogénique : Les cellules sont traitées ou non avec de l’AVP pendant 48 h en 

présence de rapamycine 100 nM, ou de I.PLD 50 µM. Les cellules sont ensuite lysées et les extraits 

cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-myogénine. Les 

bandes sont normalisées avec la tubuline. 

 

 

Les deux isoformes PLD1 et PLD2 ont été surexprimées, grâce à un vecteur adénoviral, dans 

les cellules placées en condition de différenciation.  Après marquage immuno-fluorescent de la 

myogénine, le rapport du nombre de noyaux myogénine-positifs sur le nombre de noyaux totaux a été 

évalué. Il fait apparaître un rôle important de PLD1, comparé à PLD2, sur la différenciation: la 

surexpression de PLD1 augmente 2 fois le pourcentage des noyaux myogénine-positifs par rapport au 

contrôle infecté avec l'adénovirus GFP, alors que la surexpression de PLD2 n’augmente ce rapport 

que de 28% (Figure 39). 
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Figure 39 Effet de la surexpression de PLD1 et de PLD2 sur l’expression et la translocation 
nucléaire de la myogénine: les cellules sont infectées avec des adénovirus qui codent pour la GFP 

utilisés comme contrôle, ou pour PLD1 ou PLD2, pendant 48h, puis elles sont stimulées par l’AVP 

pendant 48h. Les cellules sont fixées, perméabilisées, puis incubées avec l’anticorps primaire 

monoclonal anti-myogénine, et l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de souris, qui permet la 

révélation par fluorescence au microscope. Le pourcentage de noyaux myogénine-positifs évalué par 

rapport au nombre de noyaux totaux est représenté dans le diagramme ci-dessus. Les résultats sont la 

moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent du contrôle GFP,  p < 0,05. 

 

1.7- mTORC1 inhibe, mTORC2 active la différenciation des L6 

 
Dans les cellules L6, la rapamycine inhibe complètement la différenciation myogénique, en 

inhibant les étapes très précoces de la différenciation: l’expression de la myogénine (ARNm et 

protéine) et son accumulation nucléaire (Figure 40). Des résultats très différents avaient été trouvés 

dans les C2C12 (Shu and Hungton), où la rapamycine affectait la fusion cellulaire, mais peu 

l'expression de myogénine.  
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Figure 40 Effet de la rapamycine sur l’expression de la myogénine et sa translocation nucléaire : 
les cellules sont  stimulées par l’AVP, en présence ou non de rapamycine 100 nM, pendant 48h. A) 

les ARN totaux ont été extraits et l’ARNm spécifique de la myogénine a été dosé par RT-qPCR. B) les 

cellules sont lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps 

monoclonal anti-myogénine. Les bandes sont normalisées par rapport à la tubuline. C) les cellules 

ont été fixées, perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myogénine et 

l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de souris qui permet la révélation par microscopie de  

fluorescence. 

 

 

Puisque la rapamycine dans ces conditions inhibe les deux complexes mTORC1 et mTORC2, 

nous nous sommes demandé lequel des deux complexes est impliqué dans la différenciation 

myogénique. Pour répondre à cette question, nous avons inhibé spécifiquement mTORC1 ou 

mTORC2 grâce aux ARNi anti-raptor et anti-rictor, et nous avons observé les conséquences sur la 

différenciation, par Western blotting de la myogénine d’une part, et par marquage immunofluorescent 

de la myogénine nucléaire d’autre part. Nos expériences montrent que la downrégulation de rictor, et 

donc l’inhibition du complexe mTORC2, inhibe la différenciation myogénique, au niveau de 

l’expression de la myogénine et de son accumulation nucléaire (Figure 41). Ceci permet de conclure 

que le complexe mTORC2 joue un rôle positif dans la différenciation myogénique. D’une façon 

surprenante, on remarque que la downrégulation de raptor, et donc l’inhibition du complexe 

mTORC1, augmente l’expression de la myogénine et son accumulation nucléaire (Figure 41), ce qui 

nous amène à conclure que mTORC1 joue un rôle négatif dans la différenciation myogénique.  
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Figure 41 Effet de la downrégulation de raptor et de rictor sur l’expression et la translocation 

nucléaire de la myogénine: les cellules sont transfectées pendant 48h par des ARNi anti raptor,ou  

anti rictor ou ARNi Ctrl pendant 48h,  puis elles sont stimulées par l’AVP pendant 48h. A) les 

cellules ont été fixées, perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-

myogénine et l’anticorps secondaire Alexa anti-souris qui permet la révélation par fluorescence au 

microscope. Le pourcentage de noyaux myogénine-positifs, évalué par rapport au nombre des noyaux 

totaux est representé dans le diagramme ci-dessus montrant les moyennes +/- SEM de 3 expériences 

indépendantes. * différent d'ARNi contrôle, p < 0,05. B) les cellules sont lysées et les extraits 

cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-myogénine. Les 

bandes sont normalisées par rapport à la tubuline.  

 

 

1.8- mTORC1 inhibe la différenciation des L6 via S6 kinase 

 

Ce rôle  négatif de mTORC1 dans la différenciation myogénique a été confirmé en 

surexprimant la S6 kinase, un de ses effecteurs principaux. La surexpression de S6 kinase diminue 

l’expression de la myogénine, et également l’expression de la troponine (Figure 42 A/B), qui est un 

marqueur plus tardif de la différenciation myogénique. Ces expériences montrent que le complexe 

mTORC1 pourrait inhiber la différenciation myogénique via son effecteur S6 kinase. 
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Figure 42 Effet de la surexpression de S6 kinase sur l’expression de la myogénine et de la 

troponine: les cellules sont transfectées pendant 48h avec un vecteurpMT2  surexprimant S6 kinase, 

ou par le vecteur pMT2 vide. Les cellules sont ensuite traitées par l’AVP pendant 48h. A) Les ARN 

totaux sont extraits, et l’ARNm spécifique de la myogénine et de la troponine  est dosé par RT-qPCR. 

B) les cellules sont lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western Blotting avec un 

anticorps monoclonal anti-myogénine. Les bandes sont normalisées par rapport à la tubuline. Les 

résultats représentent la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent du contrôle 

vecteur vide,  p < 0,05 

 

Plusieurs études ont montré que mTORC1 inhibe mTORC2 en phosphorylant rictor, via la S6 

kinase,  au niveau de la Thréonine 1135 (Julien et al., 2009), ce qui pourrait expliquer l'effet négatif 

de S6 kinase sur la différenciation. Pour tester cette hypothèse, nous nous sommes intéressés à la 

phosphorylation de rictor au niveau de la thréonine 1135. On a observé, après stimulation par AVP, 

une induction rapide de la phosphorylation de rictor qui atteint un maximun entre 6-30 min (Figure 

43 A). De plus, on a remarqué que la surexpression de S6 kinase augmente la phosphorylation de 

rictor induite par l’AVP (Figure 43 B), ce qui permet d’expliquer les effets négatifs de mTORC1 dans 

la différenciation.  
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Figure 43 Cinétique de phosphorylation de rictor au niveau de la Th-1135, et effet de la 
surexpression de S6 kinase sur la phosphorylation de rictor : A) Les cellules sont traitées par l'AVP 

pendant les temps indiqué. Elles sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho-ritcor. B) les cellules sont transfectées 

pendant 48h avec un vecteur pMT2 surexprimant S6 kinase, ou par le vecteur pMT2 vide. Les cellules 

sont ensuite traitées par l’AVP pendant 10 min, elles sont ensuite lysées, et les extraits cellulaires 
sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho-rictor. Les bandes 

sont normalisées par rapport à la tubuline. Les résultats sont la moyenne +/- SEM de 3 expériences 

indépendantes. * différent du contrôle vecteur vide,  p < 0,001. 

 

1.9- mTORC2 active la différenciation indépendamment de Akt 

 

Le rôle positif de mTORC2 dans la différenciation myogénique nous a amenés à nous 

demander s'il s'exerce via son effecteur Akt, et nous avons réalisé une série d’expériences pour 

répondre à cette question.  

Nous avons d’abord utilisé la wortmannine, inhibiteur classique de la PI3K, et donc de la 

phosphorylation de Akt. Nous avons observé que la wortmannine, à dose courante (100 nM), inhibe 

la phosphorylation de Akt stimulée par l’insuline ou par l’AVP (Figure 44B), mais n’a aucun effet sur 

la différenciation myogénique (Figure 44A). A forte dose (500 nM), la wortmannine diminue le 

nombre des noyaux myogénine positifs, mais il est connu qu'à cette dose elle n'est plus spécifique, et 
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inhibe aussi les complexes mTORC1 et mTORC2. Certaines études conduites dans les cellules 

C2C12 ont montré que la rapamycine inhibe la différenciation myogénique en supprimant la synthèse 

d'IGF2, activateur autocrine des cellules, qui serait nécessaire à la différenciation. Pour vérifier si 

c’était le cas dans notre modèle, on a ajouté simultanément de la rapamycine et les facteurs de 

croissance IGF2 ou insuline, et observé la réponse myogénique. Aucun de ces facteurs de croissance 

activateurs de la voie PI3 kinase/Akt ne s'est avéré capable de réverser l’effet inhibiteur de la 

rapamycine (Figure 44 A). 

 

 

Figure 44 Effet des inhibiteurs de la voie PI3K et de mTOR sur la différenciation myogénique : A) 
les myobastes L6 sont traités par l’AVP pendant 48h en présence ou non de rapamycine 100 nM, 

IGF2 300 ng/ml, insuline 100 nM, ou wortmannine 100 ou 500 nM. Puis les cellules sont fixées, 

perméabilisées et incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myogénine et l’anticorps 

secondaire Alexa anti-IgG de souris, et observées au microscope à fluorescence. Le pourcentage de 

noyaux myogénine-positifs est representé dans le diagramme ci-dessus. Les résultats représentent la 

moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent du contrôle AVP, p < 0,05. B) les 

cellules sont prétraitées 30 min avec de la wortmannine 100 nM, puis traitées avec de l’insuline ou de 

l’AVP pendant 20 et 7 min respectivement, lysées, et les extraits cellulaires analysés par Western 

blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho Akt 
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Pour confirmer ces résultats suggérant que l'activité d'Akt n'influe pas sur la différenciation, 

on a surexprimé une forme sauvage d'Akt dans les myoblastes L6. La surexpression d'Akt, vérifiée  

par Western blotting (Figure 45), n’a eu aucun effet sur la différenciation myogénique induite par 

l'AVP, d'après le pourcentage de noyaux myogénine-positifs (Figure 45), ce qui confirme le fait que 

Akt n’a pas de rôle majeur sur l'initiation de la différenciation myogénique dans notre système. 

 

 

 
 

Figure 45 Effet de la surexpression de Akt sur l'accumulation nucléaire de la myogénine: les 

cellules sont transfectées par un plasmide pCDNA3 qui code pour Akt1 ou par le vecteur vide 

pendant 48h, puis elles sont stimulées par l’AVP pendant 48h. Les cellules ont été fixées, 

perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myogénine et l’anticorps 

secondaire Alexa anti-souris qui permet la révélation par fluorescence au microscope. Le 

pourcentage de noyaux myogénine-positifs est représenté dans le diagramme. 

 

 

D’autres expériences ont été réalisées pour confirmer l'absence de rôle d'Akt, notamment la 

surexpression de PI3 kinase. Deux plasmides disponibles dans le laboratoire, codant pour PI3K-CA 

(mutant constitutivement actif) et pour PI3K-KR (mutant qui ne possède pas d’activité kinase, 

dominant-négatif) ont été transfectés dans les myoblastes L6, puis les cellules ont été stimulées par 

l’AVP pour induire la différenciation. Aucun effet n’a été observé sur la réponse myogénique précoce 

(Figure 46). Tous ces résultats nous permettent de dire que la voie PI3 kinase/Akt n’a aucun effet sur 

l'initiation de la différenciation myogénique dans ce modèle. 
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Figure 46 Effet de la surexpression de formes mutées de PI3K sur l'accumulation nucléaire de la 

myogénine: les cellules sont transfectées par un plasmide pEGFP qui code pour les formes mutées 

CA ou KR de PI3K p110α, ou par le vecteur vide pendant 48h, puis elles sont stimulées par l’AVP 

pendant 48 h. Les cellules ont été fixées, perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire 

monoclonal anti-myogénine et l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de souris qui permet la 

révélation par fluorescence au microscope. Le pourcentage de noyaux myogénine-positifs est 

représenté dans le diagramme 

 

 

1.10- L'effet de la rapamycine sur les L6 n'implique pas la sécrétion de IGF2  

 

Il a été démontré que la rapamycine supprime la production de IGF2 dans les C2C12, ce qui 

empêche son action autocrine sur les cellules, importante pour induire leur différenciation. 

 

Comme décrit plus haut, les facteurs de croissance exogènes se sont avérés incapables d' 

inverser les effets inhibiteurs de la rapamycine sur la différenciation des L6, ce qui montre que les 

voies de signalisation qui sont impliquées dans la différenciation des L6 sont différentes de celles des 

C2C12. 

 

Nous avons donc évalué l'effet de la rapamycine sur l’expression de IGF2 dans notre système. 

Nous observons que la rapamycine n’a aucun effet sur l’expression de IGF2, tant au niveau de la 

protéine qu'au niveau de l'ARNm (Figure 47). Ceci confirme l'existence de fortes différences entre les 

modèles C2C12 et L6 de différenciation myogénique in vitro. Dans le modèle L6, l'effet de mTOR 

sur la différenciation ne peut donc pas s'expliquer par un effet sur la sécrétion de IGF-2. 
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Figure 47 Effet de la rapamycine sur la production de IGF-2 : Les myoblastes L6 sont traités ou 

non par 100 nM de rapamycine, en présence ou absence d’AVP 10
-7

 M, pendant 2 ou 4 jours. A) les 

cellules sont ensuite lysées et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un 

anticorps anti-IGF-2. Panneaux supérieurs: expression d'IGF-2 à j2. Les diagrammes montrent la 

moyenne de 3 expériences indépendantes, à j2 et j4. B) Les ARN totaux sont extraits, et l’ARNm 

spécifique de IGF-2 est dosé par RT-PCR. 
 

Ces résultats concordants montrent que la voie IGF/PI3K/Akt ne joue pas un rôle important 

dans l'initiation de la différenciation myogénique, et que l'explication de l'effet de la rapamycine par 

un blocage de cette voie n’est pas valide dans notre modèle.  

 

1.11- mTORC2 active la différenciation des myoblastes via PKCα 

 

D’après nos résultats Akt ne semble pas être l’effecteur de mTORC2 à travers lequel ce 

dernier contrôle la différenciation myogénique. Un autre effecteur connu de mTORC2, PKCα, 
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pourrait être impliqué, au vu du rôle important des PKCs dans la différenciation myogénique (Komati 

et al., 2004).  

 

On a donc dans un premier temps évalué l’effet de l’AVP sur la phosphorylation de PKCα au 

niveau de la sérine 657,  cible de mTORC2. On a observé une phosphorylation rapide qui atteint son 

maximum entre 20-30 minutes (Figure 48 A). Considérant les effets négatifs de mTORC1/S6K1 sur 

la différenciation myogénique, on a recherché les effets de la surexpression de S6 kinase sur la 

phosphorylation de PKCα induite par l’AVP,  et observé une inhibition significative, compatible avec 

un rôle de PKCα dans la différenciation (Figure 48 B). 

 

Enfin, pour mettre en évidence l'implication de PKCα dans la différenciation myogénique, on 

a recherché l’effet d'une déplétion de PKCα induite par un ARNi spécifique. On a observé une forte 

diminution de l’expression de la myogénine, ce qui nous permet de dire que PKCα est nécessaire à la 

différenciation myogénique (Figure 48 C), et pourrait donc être l’effecteur de mTORC2 impliqué 

dans cette réponse. 
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Figure 48 Implication de PKCα dans la différenciation myogénique: A) Les cellules traitées par 

l'AVP pendant les temps indiqués sont ensuite lysées, et les extraits cellulaires sont analysés par 

Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho-PKCα. B) les cellules transfectées 

pendant 48h avec pMT2 surexprimant S6 kinase, ou avec le vecteur pMT2 vide, sont ensuite traitées 

par l’AVP pendant 10 min, puis lysées, et les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting 

avec l'anticorps anti-phospho-PKCα. C) les cellules sont transfectées pendant 48h avec un ARNi anti-

PKCα, ou un ARNi contrôle. Elles sont ensuite traitées par l’AVP pendant 48 h, lysées, et les extraits 

cellulaires analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-myogénine. Les bandes 

sont normalisées par rapport à la tubuline. Moyennes +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * 

différent du contrôle,  p < 0,001. 
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1.12- Schéma récapitulant les résultats de la partie 1 
 

 
 

 

Figure 49 : Schéma récapitulant les résultats de la partie PLD, mTOR et différenciation 

myogénique 1: le PA produit par l'action de PLD se fixe sur, et active, mTORC1. A son tour, 

ce complexe active S6K1, en particulier l' isoforme p70. 2: PA pourrait aussi agir 

directement surl'isoforme  p85 S6K1. 3: PA active aussi mTORC2. 4: ce complexe assure 

alors la phosphorylation d'Akt sur S473, et via l'activation d'un autre effecteur, 

vraisemblablement PKCα, induit l'expression de myogénine  et la différenciation 

myogénique précoce. L'activation d'Akt  pourrait plutôt influer sur la maturation des 

myotubes. 5: mTORC1 exerce un effet négatif sur mTORC2, médié par S6K1, 

vraisemblablement par phosphorylation de Rictor sur T1135. 6: mTORC2 exerce un effet 

négatif sur PLD, et en conséquence sur l'activation directe de p85-S6K1 par le PA.  
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2-PLD, mTOR, et atrophie musculaire  

 

Puisque les protéines sarcomériques occupent 80% du volume des fibres musculaires, toute 

modification de la quantité de protéines contractiles a des répercussions sur la taille des fibres 

musculaires et sur la masse musculaire, de façon globale. Le maintien de la  masse musculaire résulte 

donc d’un équilibre entre synthèse et dégradation protéique et cet équilibre est en constante variation. 

Ainsi, une l’activité physique soutenue va permettre d’améliorer la synthèse protéique et de diminuer 

la dégradation, et ainsi de tendre vers l’hypertrophie musculaire, Au contraire, un manque d’activité 

physique, même transitoire comme un alitement de quelques jours,  va entraîner une augmentation de 

la protéolyse au détriment de la protéosynthèse, et entraîner une atrophie musculaire. Celle ci est 

également rencontrée chez les personnes âgée, ou dans des situations pathologiques telles que 

l'obésité morbide, le cancer ou le SIDA. 

 

Nos résultats précédents montrent que la PLD est impliquée dans la régulation des deux 

complexes mTORC1 et mTORC2 dans les cellules musculaires, et d’après la littérature ces deux 

complexes jouent un rôle important dans le contrôle de la synthèse et de la dégradation protéique. 

 

Nous nous sommes donc demandé si la PLD pouvait intervenir dans le contrôle de la masse 

musculaire, et pour répondre à cette question nous avons eu recours à diverses approches. 

 

2.1- le butanol-1 induit une atrophie musculaire  

 

Dans un premier temps, on a bloqué la synthèse de l’acide phosphatidique par addition de 

butanol-1 au milieu de culture de myotubes L6 différenciés pendant 6 jours. Le blocage de la synthèse 

du PA par la PLD induit une atrophie des myotubes, quantifiée en mesurant, d’une part, la surface des 

myotubes après immunomarquage de la myosine (Figure 50) (une des protéines sarcomériques les 

plus abondantes dans les myotubes), et d’autre part, la quantité de chaîne lourde de la myosine 

(MHC) par ELISA. 

 

Le butanol-1 induit clairement une diminution de la surface des myotubes, et de leur teneur en 

MHC (Figure 51 A). Pour vérifier l’état fonctionnel des myotubes, on a mesuré, dans les mêmes 

conditions que ci-dessus, l’activité de la créatine kinase (CK), qui est une enzyme nécessaire à la 

fourniture d'énergie pour la contraction. Nos résultats montrent que l'inhibition de PLD induit une 

diminution de l’activité de la CK (Figure 51 B), indiquant une détérioration de l’état fonctionnel des 

myotubes. 
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Figure 50 Effet du butanol sur la surface des myotubes : les myoblastes sont différenciés en 

myotubes pendant 6 jours en présence de SVF 1% et AVP 10
-7

M, puis le milieu de différenciation est 

remplacé par un milieu qui contient  SVF 1%, sans ou avec 0.5% de butanol-1 ou butanol-2. Les 

cellules sont ensuite fixées, perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-

myosine et l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de souris, et observées par microscopie de 

fluorescence. La surface des myotubes, en % de la surface du champ, est mesurée à l’aide du logiciel 

image J. Le graphe représente la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent du 

contrôle sans butanol, p < 0,01. 
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Figure 51  Effet de butanol sur la quantité de myosine et l’activité de la créatine kinase: les 

myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence de 1% SVF et 10
-7

M AVP, puis 

le milieu de différenciation est remplacé par un milieu contenant SVF 1%,  sans ou avec 0.5% de 

butanol-1 ou butanol-2. A) les cellules sont lysées et l’activité créatine kinase est dosée par 

spectrophotométrie. B) les cellules sont lysées, les lysats sont coatés sur une plaque 96 puits, et sont 

analysés par ELISA avec un anticorps anti-myosine.  

 

2.2- La downrégulation de PLD1 induit une atrophie musculaire  

 

 Pour confirmer ces résultats, et identifier l’isoforme de PLD impliquée dans le contrôle de 

l’atrophie musculaire, on a downrégulé chacune des deux isoformes de PLD en utilisant des ARNi 

spécifiques anti-PLD1 ou anti-PLD2. On observe que la downrégulation de PLD1, et non pas de 

PLD2, induit une atrophie des myotubes évaluée par une diminution de leur surface (Figure 52). 
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Figure 52 Effet de la downregulation des  isoformes de PLD  sur la surface des myotubes : les 

myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence de 1% SVF et 10
-7

 M AVP, 

puis le milieu de différenciation est remplacé par un milieu qui contient 1% SVF sans ou avec ARNi 

anti-PLD1, ARNi anti-PLD2 ou ARNi contrôle. Les cellules sont ensuite fixées, perméabilisées puis 

incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myosine et l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG 

de souris qui permet la révélation par fluorescence au microscope. La surface des myotubes est 

mesurée à l’aide du logiciel image J. Elle est donnée en % de la valeur du témoin non transfecté. Le 

graphe représente la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent de ARNi contrôle,  

p < 0,01 

 

2.3- La surexpression de PLD1 induit une hypertrophie musculaire 

 

Après surexpression des deux isoformes de PLD, par infection avec des adénovirus codant pour 

chacune d'elles, on a mesuré la surface des myotubes et remarqué que la surexpression de PLD1 

l'augmente significativement par rapport aux myotubes infectés avec les adénovirus contrôles, alors 

que la surexpression de PLD2 n’a pas d’effet (Figure 53). 
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Figure 53 Effet de la surexpression des isoformes de PLD  sur la surface des myotubes : 

les myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence de 1% SVF et 10
-7

 

AVP,  puis le milieu de différenciation est remplacé par un milieu qui contient 1% SVF sans 

ou avec Adénovirus-GFP, Adénovirus-PLD1, Adénovirus-PLD2. Les cellules sont ensuite 

fixées, perméabilisées, puis incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myosine et 

l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de souris qui permet la révélation par fluorescence au 

microscope. La surface des myotubes est mesurée à l’aide du logiciel image J. Elle est donnée 

en % de la valeur du témoin non transfecté. Le graphe représente la moyenne +/- SEM de 3 

expériences indépendantes. * différent du contrôle GFP,  p < 0,01. 
 

2.4- La PLD régule les voies mTORC1 et mTORC2 

 

Pour comprendre le mécanisme par lequel la PLD pourrait réguler la taille des myotubes, 

nous nous sommes intéressés à la voie mTOR, cible reconnue de la PLD. Dans un premier temps, 

nous avons déterminé l’effet de l’inhibition de la PLD par le butanol-1 sur la phosphorylation des 

deux effecteurs de mTORC1, S6 kinase 1 et 4E-BP1. 

 

On a remarqué que le butanol-1 inhibe la phosphorylation des deux isoformes de S6 kinase, 

ainsi que  la phosphorylation de 4E-BP1, ce qui indique une diminution de l’activité de la voie 

mTORC1 (Figure 54 A).  
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Inversement, la surexpression de l'isoforme PLD1 induit une augmentation de la 

phosphorylation des deux formes de S6 kinase (Figure 54 B). Ceci nous permet de conclure que la 

PLD, notamment l'isoforme PLD1, pourrait influer sur la taille des myotubes via la régulation de 

mTORC1 et de ses effecteurs S6 kinase 1 et 4EB-P1, régulateurs majeurs de la synthèse protéique.  

 

Dans un second temps on a recherché l’effet de la PLD sur mTORC2,  d'après l’état de 

phosphorylation de son effecteur Akt, et on a remarqué que  la surexpression de PLD1 augmente la 

phosphorylation au niveau de la sérine 473, site cible de mTORC2 (Figure 54 C). mTORC2 étant, via 

son effecteur Akt, un régulateur majeur de la protéolyse, la PLD pourrait donc agir sur la taille des 

myotubes en stimulant la synthèse protéique et inhibant la protéolyse. 
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Figure 54 Effet de PLD sur mTORC1 et mTORC2 : A) les myotubes sont traités ou non avec 

butanol-1 ou butanol-2  pendant 48h, puis lysés, et les extraits cellulaires sont analysés par Western 

blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho-S6 kinase, ou anti-phospho 4E-BP1, ou anti-

tubuline. B) les myotubes sont infectés avec des adénovirus qui codent pour la GFP utilisés comme 

contrôle,ou  pour PLD1 ou PLD2, pendant 48h. Les myotubes sont ensuite lysés et les extraits 

cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps monoclonal anti-phospho-S6 kinase 

ou anti-S6kinase total. C) les extraits cellulaires sont analysés par Western blotting avec un anticorps 

monoclonal anti-phospho-Akt ou anti-Akt total. 

 

2.5- La PLD régule l’expression de MuRF1 

 

La surexpression de PLD1 dans les myotubes L6 active Akt en stimulant sa phosphorylation 

(Figure 54 C). Il est connu que Akt phosphoryle les facteurs de transcription FOXO, et empêche ainsi 

leur translocation nucléaire et l'activation de l'expression des atrogènes, notamment MuRF1 et 

atrogine-1, impliqués dans la dégradation des protéines musculaires. Nous avons donc mesuré par 

RT-qPCR l’expression de MuRF1 et atrogine-1 dans les myotubes, après surexpression ou 
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downrégulation des deux isoformes de PLD. La manipulation des PLDs n’a aucun effet significatif 

sur l’expression d’atrogine-1 (non montré). Par contre, la surexpression de PLD1 diminue 

l’expression de MuRF1 (Figure 55 A), et la downrégulation de PLD1 augmente l’expression de 

MuRF1 (Figure 55 B). PLD1 régule donc négativement l’expression de MuRF1, ce qui pourrait 

expliquer ses effets sur la taille des myotubes. En ce qui concerne PLD2, la situation est plus 

complexe, car on n'observe pas d'effet de la surexpression de PLD2 sur MurF1, et un effet positif de 

l'extinction de PLD2.  

 

 

 

Figure 55 Effet de la surexpression ou de la downregulation des isoformes de PLD  sur les 

atrogènes: A) les myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence de 1% SVF 

et 10
-7 

M AVP,  puis les myotubes sont infectés avec Adénovirus-GFP, Adénovirus-PLD1, ou 

Adénovirus-PLD2.  Les ARN totaux ont été extraits et l’ARNm spécifique de MuRF1 a été dosé par 

RT-qPCR B) les myotubes sont tranfectés avec ARNi-Ctrl, ARNi-PLD1, ou ARNi-PLD2. Les ARN 

totaux ont été extraits et l’ARNm spécifique de MuRF1 a été dosé par RT-qPCR.. 
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2.6- La PLD protège contre l’atrophie musculaire induite par la dexaméthasone  

 

La dexaméthasone est un glucocorticoïde synthétique connu pour inhiber les voies mTORC1 

et mTORC2, et pour induire une atrophie musculaire. Etant donné que la PLD régule l’activité de 

mTOR, et a des effets hypertrophiques, on a recherché si la PLD pouvait protéger contre l’atrophie 

induite par la dexaméthasone. Nous avons donc traité les myotubes avec 100 µM de dexaméthasone 

pendant 3 jours, en présence d’acide phosphatidique exogène, qui mime une activité PLD, ou en 

présence d’AVP, un agoniste de la PLD. Le PA et l’AVP réversent partiellement les effets 

atrophiques de la dexaméthasone comme le montre la mesure de la surface des myotubes après 

immunomarquage de la myosine (Figure 56). 

 

 

 
Figure 56 Réversion de l’effet de la dexaméthasone sur la surface des myotubes par le PA et 

l’AVP : les myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence de 1% SVF et 10
-7

 

AVP,  puis les myotubes sont traités ou non avec 100 µM de dexaméthasone, en présence ou pas de 

100 µM de PA diC8, ou de 10
-7

M AVP. Les cellules sont ensuite fixées, perméabilisées puis incubées 

avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myosine et l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de 

souris qui permet la révélation par fluorescence au microscope. La surface des myotubes est mesurée 

à l’aide du logiciel image J. Elle est exprimée en % de la surface du champ. Le graphe représente la 

moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * différent du traitement par dexaméthasone 

seule,  p < 0,01.  
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La mesure de la créatine kinase montre une forte baisse de l’activité après traitement par la 

dexaméthasone. Le traitement des myotubes avec du PA ou de l’AVP protège partiellement contre les 

effets négatifs de la dexaméthasone (Figure 57). Ces résultats suggèrent un effet anti-atrophique de la 

PLD. 

 

 

Figure 57 Effet de la dexaméthasone, du PA, de l’AVP sur l’activité  créatine kinase des myotubes: 
les myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence de 1% SVF et 10

-7
 M AVP,  

puis les myotubes sont traités ou non avec 100 µM de dexaméthasone, en présence ou pas de 100 µM 

de PA diC8, ou  10
-7

 M AVP, ils sont ensuite lysés et leur activité créatine kinase dosée. 

 

 

Pour le vérifier, on a surexprimé les deux isoformes de la  PLD, traité les cellules avec 100 

µM de dexaméthasone,  puis on a examiné la surface des myotubes après immunomarquage de la 

myosine. On a remarqué que la surexpression de PLD1, comme un traitement par le PA ou l’AVP, 

augmente significativement la surface des myotubes en présence de dexaméthasone (Figure 58). 
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Figure 58 Réversion de l’effet de la dexaméthasone sur la surface des myotubes par la 

surexpression de la PLD : les myoblastes sont différenciés en myotubes  pendant 6 jours en présence 

de 1% SVF et 10
-7

 AVP,  puis les myotubes sont infectés avec les virus qui codent pour GFP, PLD1, 

ou PLD2 pendant 48h; ils sont ensuite traités avec 100 µM de dexaméthasone. Les cellules sont 

ensuite fixées, perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire monoclonal anti-myosine et 

l’anticorps secondaire Alexa anti-IgG de souris qui permet la révélation par fluorescence au 

microscope. La surface des myotubes est mesurée à l’aide du logiciel image J. Elle est exprimée en % 

de la surface du champ. Le graphe représente la moyenne +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * 

différent du contrôle GFP,  p < 0,01. 

 
 

2.7- LA PLD  inhibe l’expression des atrogènes stimulée par la dexaméthasone  

 

Au niveau moléculaire, on a remarqué que le traitement par le PA ou l’AVP diminue 

l’expression des atrogènes (atrogine-1 et MurF1) induite par la dexaméthasone (Figure 59), ce qui 

peut contribuer à une diminution de la protéolyse expliquant l'effet protecteur de ces composés. 
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Figure 59 Effet de la dexaméthasone, du PA, de l’AVP sur l'expression des ubiquitine-ligases: les 

myoblastes sont différenciés pendant 6 jours en présence de 1% SVF et 10
-7

M AVP, puis sont traités 

ou pas avec 100 µM de dexaméthasone, en présence ou pas de 100 µM de PA diC8, ou 10
-7

 M AVP; 

les ARN totaux sont ensuite extraits et les ARNm spécifiques de MuRF1 ou atrogine-1 sont dosés par 

RT-qPCR. Les valeurs sont la moyenne de deux mesures ne différant pas de plus de 10%. 
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2.8- Schéma récapitulant les résultats de la 2e partie 

 

 

 

 

 
            

 

         Figure 60 Schéma récapitulant les résultats de la partie PLD, mTOR et atrophie musculaire 
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CHAPITRE 7   

 

 

DISCUSSION 
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PLD, mTOR et différenciation myogénique 

 

La PLD, via son produit actif, l’acide phosphatidique, joue un rôle important dans divers 

processus biologiques comme l’exocytose, la phagocytose, la réorganisation du cytosquelette 

d’actine, la survie et la prolifération cellulaires, etc. 

 

En ce qui concerne le tissu musculaire, la PLD est importante dans la diférenciation in vitro 

des lignées myogéniques L6 (Komati et al., 2005) et C2C12 (Yoon and Chen, 2008), mais le 

mécanisme par lequel la PLD régule la différenciation des myoblastes n'est pas établi.  

 

Régulation du complexe mTORC1 dans les myoblastes en cours de différenciation 

 

Dans la présente étude, on a utilisé comme modèle cellulaire les myoblastes de rat L6, qu’on 

différencie dans un milieu sans sérum en présence d’AVP. L’AVP, via sa fixation sur des récepteurs à 

sept domaines transmembranaires, active diverses protéines G trimériques et déclenche toute une 

série de signaux cellulaires, impliquant les phospholipase A2, C, D . Notre équipe a montré 

précédemment que la différenciation des L6 stimulée par l’AVP est PLD-dépendante, et a proposé un 

mécanisme suivant lequel l’AVP pourrait induire la différenciation des myoblastes L6 (Komati et al., 

2005), via l'activation séquencielle de G13, de la petite protéine G Rho, et de la PLD. 

 

Ghosh et al. ont montré que l’AVP stimule la phosphorylation de p70S6 kinase, qui est un 

effecteur du complexe mTORC1, dans les cellules mésangiale de rat (Ghosh et al., 2004). D'autre 

part, Sun et al. ont montré une interaction entre la PLD et la petite protéine G Rheb, qui est un 

activateur de la voie mTOR, et ont suggéré que la PLD est un effecteur de Rheb (Sun et al., 2008). De 

plus, la PLD est maintenant reconnue comme un des systèmes activateurs de mTOR. 

 

Nous avons donc émis l'hypothèse que, dans notre modèle L6, la stimulation myogénique par 

l'AVP active la voie de signalisation de mTOR. Dans un premier temps, nous avons observé que 

l’AVP active la phosphorylation des deux isoformes p70 et p85 de S6 kinase 1, substrats de 

mTORC1, ce qui mettait en évidence l'activation de la voie mTORC1. Cependant, la réponse  de S6 

kinase apparaissait complexe, avec une phosphorylation rapide de p85 S6 kinase, maximale dès 10 

min de traitement par l’AVP, et plus lente pour p70 S6 kinase, maximale après 40 min. De 

nombreuses études ont porté sur la régulation de l’isoforme p70 S6 kinase, mais rares sont les articles 

qui décrivent la régulation de p85 S6 kinase. Quelques études montrent une localisation nucléaire de 

p85 et cytoplasmique de p70 (Coffer and Woodgett, 1994; Kim and Kahn, 1997; (Kim et al., 2009; 

Reinhard et al., 1994), et suggèrent des rôles et des régulations différentes des isoformes, p85 ayant 
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notamment un rôle spécifique dans le contrôle de la mitose.  Les deux isoformes semblent donc 

différentiellement régulées dans les myoblastes squelettiques, comme cela a été décrit dans les 

cardiomyocytes (Kenessey and Ojamaa, 2006; Laser et al., 1998). 

 

Nous avons ensuite considéré l'implication de la PLD dans cette activation de S6 kinase par 

l'AVP, et montré, grâce à des expériences mettant en jeu l’inhibition de la PLD par le butanol ou par 

les ARNi, ou la surexpression de PLD par des adénovirus, ou en utilisant de l’acide phosphatidique 

exogène ou le propranolol, que la PLD est effectivement impliquée dans l'activation de la voie 

mTORC1/S6 kinase par l'AVP. Là également, il apparaît une régulation différentielle des deux 

isoformes de S6 kinase : la PLD semble avoir un effet plus marqué sur la phosphorylation de 

l’isoforme p85 S6 kinase. 

 

La downrégulation par ARNi de l’expression de raptor, composant du complexe mTORC1, 

qui inhibe donc spécifiquement l’activité de ce complexe, diminue la phosphorylation des deux 

isoformes de S6 kinase induite par l’AVP, confirmant ainsi la médiation de mTORC1. Comme 

attendu, la rapamycine utilisée en traitement court (40 min), inhibiteur spécifique du complexe 

mTORC1, inhibe complètement la phosphorylation de p70 S6 kinase induite par l’AVP, le PA et le 

propranolol.  Par contre, elle n'inhibe que partiellement celle de p85 S6 kinase, ce qui suggère que 

l’isoforme p85 S6 kinase est partiellement indépendante de la voie mTORC1.  Une hypothèse est 

qu'elle pourrait être directement activée par l’acide phosphatidique. En effet, une activation directe de 

S6 kinase par le PA a été proposée par Lehman et al. (2007). Nous avons évalué la fixation du PA sur 

la S6 kinase recombinante (obtenue par transfection d'un vecteur exprimant les deux isoformes), et 

observé une fixation spécifique, qui permet de supposer que le PA se fixe effectivement sur S6 

kinase, et potentiellement, sélectivement sur p85.   

 

Ces résultats montrent que la voie mTORC1 est activée après stimulation de la différenciation 

des myoblastes par l’AVP, et que cette activation est PLD-dépendante. La régulation de mTOR par la 

PLD a été clairement mise en évidence. Notamment, Toschi et al. ont montré que l’acide 

phosphatidique produit par la PLD est nécessaire à l’assemblage des complexes mTORC1 et 

mTORC2 (Toschi et al., 2009). D’autres études ont montré par plusieurs techniques que l’acide 

phosphatidique est capable de se fixer directement sur le site FRB de la sous-unité mTOR (Toschi et 

al., 2009; Veverka et al., 2008). Il a été également montré que l’acide phosphatidique favorise 

l’oligomérisation de mTORC1 et mTORC2 et a ainsi un effet sur leur activité (Takahara et al., 2006). 

Cependant, malgré l'établissement d'un modèle tridimensionnel d’interaction de l’acide 

phosphatidique avec mTOR (Veverka et al., 2008), le mécanisme par lequel mTOR est activé n’est 

pas connu, aucun changement de conformation du domaine FRB n'étant observé (Veverka et al., 

2008).  Par ailleurs, il a été montré dans les cellule endothéliale que le PA est nécessaire à la 
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translocation de mTORC2 au niveau des rafts membranaires, où le complexe est activé (Partovian et 

al., 2008). 

 

Un résultat étonnant est l’effet du traitement de 24h par la rapamycine sur la phosphorylation 

de S6 kinase. La rapamycine utilisée pendant 24h inhibe mTORC1 et mTORC2. Comme observé lors 

d'un traitement court, elle inhibe complètement p70 S6 kinase, mais elle augmente au contraire la 

phosphorylation de p85 S6 kinase. Comme on a fait l'hypothèse que p85 S6 kinase pourrait être 

directement activée par la PLD, on a supposé l'existence d'une régulation négative de l’activité PLD 

par mTORC2. Pour le vérifier, on a dosé l'activité PLD après inhibition de mTORC2 par 24 h de 

rapamycine, et on a observé une stimulation de 30%. Cette régulation intervient au niveau post-

traductionnel et non transcriptionnel, puique il y n'y a aucun changement d'expression de l’ARNm. 

Cette régulation de la PLD par mTORC2 n’a jamais été décrite, et ajoute un degré de complexité à ce 

système. Il est connu que la phosphorylation par la PKCα est capable d’inhiber PLD1 (Hu and Exton, 

2003). Comme il est également connu que PKCα est un effecteur direct de mTORC2, une inhibition 

de PLD1 par PKCα pourrait expliquer la boucle de rétrocontrôle négatif de mTORC2 sur la PLD. 

 

Régulation du complexe mTORC2 dans les myoblastes en cours de différenciation 

 

Pour vérifier dans notre modèle de myoblastes L6 stimulés par l’AVP que le complexe 

mTORC2 est lui aussi activé, nous avons observé l’état de phosphorylation de Akt, dont le résidu 

S473 est une cible directe de mTORC2. Les résultats obtenus montrent que l'AVP induit la 

phosphorylation d'Akt, et que cette réponse est inhibée par la downrégulation de Rictor, et par un 

traitement long à la rapamycine, et est donc mTORC2-dépendante. On a également montré que la 

phosphorylation d'Akt est PLD1-dépendante.  

 

La stimulation de la phosphorylation d'Akt par l’AVP a été décrite dans les cellules aortiques 

de l’embryon de rat A10. La régulation d'Akt par la PLD a été décrite dans d’autre modèle cellulaire 

comme les lignées 786-O et MDA-MB-231 (Toschi et al., 2009). Nos résultats permettent d'étendre 

ces observations aux cellules myogéniques.  

 

Rôles de mTORC1 et mTORC2 dans la myogénèse 

 

Comme montré dans la littérature, la différenciation myogénique est dépendante de mTOR 

parce que, ainsi que nous l'avons vérifié dans notre modèle, la rapamycine inhibe complètement la 

différenciation myogénique (Cuenda and Cohen, 1999).  
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Le lien entre mTOR et la différenciation myogénique n’est pas encore clarifié, et notamment, 

la nature du complexe mTOR qui est impliqué est controversée. 

 

D’après la littérature, mTOR affecterait la différenciation via l’activation de p38-MAP kinase 

(Cuenda and Cohen, 1999), ou de la kinase cycline-dépendante 5 (Sarker and Lee, 2004). Le groupe 

de Chen a montré que mTOR contrôle la différenciation myogénique indépendamment de son activité 

kinase, en permettant l’expression de IGF-2 qui agit d’une façon autocrine sur les cellules. La 

rapamycine bloquerait la différenciation myogénique en supprimant la synthèse de IGF2 (Erbay and 

Chen, 2001). 

 

Initialement, les effets inhibiteurs de la rapamycine ont été décrits comme spécifiques du 

complexe mTORC1, mTORC2 étant considéré comme résistant, ainsi que le dénote le terme Rictor, 

qui signifie "Rapamycin Insensitive Companion of TOR". Sarbassov et al. ayant montré en 2006 que 

la rapamycine peut inhiber aussi le complexe mTORC2, la question s'est alors posée de savoir lequel 

des deux complexes est impliqué dans la différenciation myogénique. 

 

Les études qui répondent à cette question sont rares. Récemment une étude a montré que dans 

les C2C12 la rapamycine inhibe la différenciation en inhibant mTORC2, qui induirait la 

différenciation via Akt, la kinase Rho-dépendante ROCK1, et FoxO1 (Shu and Houghton, 2009). 

 

Dans notre modèle de cellules L6, pour distiguer le complexe qui est impliqué dans la 

myogénèse, on a eu recours aux ARNi, pour inhiber le complexe mTORC1 en downrégulant raptor, 

et inhiber le complexe mTORC2 en downrégulant rictor. En accord avec Shu et Houghton, nos 

résultats montrent clairement que le complexe mTORC2 a un rôle positif dans la différenciation, 

parce que la downrégulation de rictor inhibe l’expression de la myogénine et son accumulation 

nucléaire.  

 

A l'opposé, la downrégulation de raptor a un effet positif sur la différenciation myogénique. 

Ce résultat a été confirmé en surexprimant l’effecteur de mTORC1 S6 kinase. Cette surexpression 

inhibe l’expression de la myogénine, et également l’expression de la troponine qui est un marqueur 

tardif de la différenciation myogénique. Ceci va dans le sens d'un rôle négatif de mTORC1 dans la 

différencitaion myogénique, médié par S6 kinase. Cette observation est entièrement nouvelle. Elle 

pose plusieurs questions: comment s'exerce l'effet négatif de mTORC1 ? Comment, en réponse à 

l'activation de PLD par l'AVP, l'activation de mTORC1 régulateur négatif, et de mTORC2, régulateur 

positif, résulte-t-elle en la différenciation ? 
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mTORC1 inhibe mTORC2 

 

Les équipes de Dibble et de Julien, ont montré, en 2009, que S6 kinase inhibe le complexe 

mTORC2 en phosphorylant rictor au niveau de la thréonine 1135 (Dibble et al., 2009; Julien et al., 

2009). Nous avons donc évalué la phosphorylation de Rictor en réponse à l'AVP, et observé une 

stimulation rapide, compatible avec un effet médié par mTORC1/S6 kinase. Cette interprêtation est 

confirmée par une augmentation de la phosphorylation de T1135 après surexpression de S6 kinase. 

Ces résultats montrent qu'une boucle de retrocontrôle négatif exercée par mTORC1 sur mTORC2 

pourrait expliquer les effets négatifs de mTORC1 sur la différenciation. On peut donc considérer que 

la voie mTORC1 sert de "frein" à l'effet pro-myogénique de la voie mTORC2. 

 

mTORC2 stimule la différenciation via PKCα 

 

Dans le modèle  C2C12, Akt joue un rôle important dans l'initiation de la différenciation 

myogénique. Ce rôle d’Akt est moins évident dans notre modèle cellulaire : la surexpression d'Akt 

n’a pas d’effet sur la différenciation, les inhibiteurs de PI3K n’ont d’effet sur la différenciation qu’à 

forte dose, non spécifiques. De plus, la surexpresison d’une forme KD (kinase dead) de PI3K n’inhibe 

pas la différenciation, et la suprexpression d’une forme constitutivement active de PI3K a peu d'effet. 

Nous en déduisons que dans les L6 Akt n'est pas impliquée dans l’initiation de la différenciation, 

mais pourrait plutôt jouer un rôle plus tardivement, dans la maturation des myotubes ou dans le 

maintien du phénotype différencié. 

 

D’autres effecteurs de mTORC2 ont été identifiés (Huang and Manning, 2009), qui 

pourraient être impliqués dans la différenciation myogénique. Notamment PKCα, qui d’après une 

ancienne étude de l’équipe est impliquée dans la réponse myogénique (Komati et al., 2004). Nous 

avons donc étudié l'implication de PKCα  dans notre système, et observé une stimulation de la 

phosphorylation de la sérine 657, connue pour être médiée par mTORC2 (Sarbassov et al., 2004), au 

cours de la différenciation. Cette phosphorylation est importante pour la stabilité et l’activité de cette 

protéine (Ikenoue et al., 2008). De plus, la downrégulation de PKCα par un ARNi spécifique inhibe 

fortement l'expression de la myogénine, ce qui montre que PKCα est indispensable à la 

différenciation myogénique. Donc on peut proposer un modèle dans lequel mTORC2 active la 

différenciation myogénique via PKCα. En accord avec ce modèle, nos résulats montrent un effet 

négatif de la surexpression de S6 kinase sur la phosphorylation de PKCα au niveau de la sérine 657.  
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Un schéma récapitulant nos observations et nos hypothèses est le suivant: 

 

 

 
1: le PA produit par l'action de PLD se fixe sur, et active, mTORC1. A son tour, ce complexe active S6K1, en 

particulier l' isoforme p70. 2: PA pourrait aussi agir directement surl'isoforme  p85 S6K1. 3: PA active aussi 

mTORC2. 4: ce complexe assure alors la phosphorylation d'Akt sur S473, et via l'activation d'un autre 

effecteur, vraisemblablement PKCα, induit l'expression de myogénine  et la différenciation myogénique 

précoce. L'activation d'Akt  pourrait plutôt influer sur la maturation des myotubes. 5: mTORC1 exerce un effet 

négatif sur mTORC2, médié par S6K1, vraisemblablement par phosphorylation de Rictor sur T1135. 6: 

mTORC2 exerce un effet négatif sur PLD, et en conséquence sur l'activation directe de p85-S6K1 par le PA.  
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PLD, atrophie et hypertrophie musculaires 

 

La PLD est importante dans la différenciation myogénique, mais son rôle éventuel dans le 

contrôle de la masse musculaire n’est pas connu. Une équipe a toutefois impliqué la PLD dans la 

réponse du muscle à une stimulation mécanique, suggérant un rôle dans l'hypertrophie liée à 

l'exercice (Hornberger and Chien, 2006; Hornberger et al., 2006a; Hornberger et al., 2001; 

Hornberger et al., 2004; Hornberger et al., 2006b). La capacité de la PLD à réguler mTOR et ses 

effecteurs régulateurs de la traduction protéique S6 kinase et 4E-BP1, ainsi que le principal régulateur 

de la protéolyse Akt, nous a incités à considérer son influence sur la masse musculaire.  

 

Dans la deuxième partie de cette thèse, nous avons étudié le rôle de la PLD sur la taille de la 

cellule musculaire, en évaluant l'impact de la modulation de l’activité PLD sur des myotubes L6  en 

culture. 

 

La PLD joue un rôle important dans le maintien de la taille  des cellules musculaires 

 

Nous avons d’abord montré que le butanol-1, qui bloque spécifiquement la production de 

l’acide phosphatidique par la PLD, a un effet négatif sur la surface des myotubes, ce qui suggère un 

effet positif de la PLD sur la taille des myotubes. Le traitement des myotubes par le butanol-1 

diminue également leur activité créatine kinase, qui est un marqueur de la fonctionnalité des 

myotubes différenciés.  Ces résultats sont cohérents avec une étude portant sur les effets négatifs de 

l’éthanol, qui, en tant qu'alcool primaire, est comme le butanol substrat de la PLD. Cette étude montre 

que chez la souris l’éthanol aggrave l’état atrophique de muscles immobilisés en stimulant la 

dégradation protéique, via  une forte  activation de la voie ubiquitine-protéasome et une forte 

inhibition de la voie mTOR (Vargas and Lang, 2008). Une autre étude de la même équipe a montré 

que l’injection intrapéritonéale d’éthanol induit une augmentation de l’expression de REDD1, qui 

inhibe la voie mTOR et en conséquence 4-EBP1, S6 kinase, et la synthèse protéique (Lang et al., 

2008). De même, des études de 1987 ont montré que 40% à 60% des patients alcooliques ont des 

problèmes au niveau des muscles squelettiques (Trounce et al., 1987).  

 

Au niveau moléculaire, nos observations de l'effet du butanol sur les myotubes sont  

similaires à celles publiées par l’équipe de Lang pour l'éthanol, c'est à dire une inhibition de la voie 

mTOR notamment un diminution de la phosphorylation  de S6 kinase et de 4-EBP1.  

 

L'implication de la PLD dans le contrôle de la taille des myotubes est confirmée et précisée 

par l'effet de la downrégulation, induite par ARNi,  des deux isoformes de PLD: la déplétion de 
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PLD1, mais pas celle de PLD2, provoque une diminution de la surface des myotubes. D’autre part, la 

surexpression de l’isoforme PLD1 augmente la surface des myotubes, PLD2 n'ayant pas d'effet. 

 

Ces résultats suggèrent une influence importante de la PLD sur la masse musculaire, et 

pourraient expliquer les effets atrophiques de l’éthanol chez les souris, et les problèmes musculaires 

observés chez les alcooliques. 

 

Le maintien de la masse musculaire résulte d’un équilibre délicat entre synthèse et 

dégradation des protéines. Les protéines myofibrillaires représentant 85 % du volume d’une fibre, 

toute modification dans la teneur de ces protéines a des répercussions sur la taille des fibres. Nous 

vérifions que l’inhibition de la PLD par le butanol-1 provoque une diminution drastique de la quantité 

de myosine, dosée par ELISA, ce qui traduit une atrophie marquée. La réduction de l’expression des 

protéines sarcomériques peut résulter soit d'une augmentation de leur dégradation, soit d'une 

diminution de leur synthèse.  

 

La PLD et la synthèse protéique 

 

L’implication de la voie mTOR dans le contrôle de la masse musculaire a été largement 

étudiée. Park et al., par exemple, ont montré que l'hypertrophie des myocytes nécessite l’activité 

kinase de mTOR et de S6 kinase  (Park et al., 2005). De même, Ohanna et al. ont montré que les 

myotubes S6K1-/- 
sont plus petits que les myotubes sauvages, bien qu'ils aient le même nombre de 

noyaux (Ohanna et al., 2005). Nos résultats montrent une stimulation de la voie mTORC1 par la PLD 

dans les myotubes L6, notamment une augmentation de la phosphorylation des deux isofomes de S6 

kinase sous l'effet de  la surexpression de PLD1. S6 kinase contrôlant positivement la synthèse 

protéique, ceci pourrait expliquer les effets hypertrophique de la surexpression de PLD1. 

 

 

La PLD et la protéolyse   

 

Il est communément admis que l’atrophie musculaire résulte principalement d’une 

dégradation massive des protéines myofibrillaires, via l’activation du système ubiquitine-protéasome, 

composant majeur de la machinerie protéolytique des cellules eucaryotes. Deux principaux acteurs de 

la protéolyse au cours de l’atrophie musculaire sont les ubiquitine-ligases MAFbx/Atrogine-1 et 

MuRF-1 (Bodine et al., 2001). L’expression de ces deux facteurs atrogènes est en effet fortement 

activée au cours de la plupart des situations d’atrophie comme la décharge, la dénervation, 

l’administration de glucocorticoïdes ou  la cachexie associée au cancer ou au diabète. Parmi les cibles 

directes décrites de MAFbx/Atrogine-1 et MuRF-1, on trouve les protéines myofibrillaires Troponine 
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I et Titine, ainsi que MyoD (Lagirand-Cantaloube et al., 2009).  Leur expression est principalement 

régulée par les facteurs de transcription FOXO (Sandri et al., 2004). 

 

L'inhibition ou la downrégulation de la PLD dans des myotubes L6 provoquent une 

importante atrophie, mais n’induisent pas de variations d’expression de MAFbx/Atrogine-1. Nous 

observons par contre une augmentation de l’expression de MuRF-1, ainsi que de FOXO, notamment 

FOXO3 (résultat non montré). Cependant, la régulation des facteurs FOXO se fait largement par 

phosphorylation/déphosphorylation, et nous n'avons pas évalué leur statut de phosphorylation, un 

effet de PLD sur leur phosphorylation n'est donc pas exclu. De manière cohérente, la surexpression de 

PLD inhibe l’expression de MuRF1. 

 

Une autre voie de signalisation a été décrite pour réguler MuRF-1 : la voie NFκB, activée 

notamment par la cytokine pro-inflammatoire TNFα. L’activation de la voie NFκB provoque une 

atrophie sévère, observée notamment chez les souris MIKK, exprimant une forme constitutivement 

active de la kinase IκB Kinase β, contrôlant l’activation de NFκB (Cai et al., 2004). La PLD pourrait 

aussi réguler l’expression de MuRF1 via l’inhibition de la voie NFκB, ce qui reste à vérifier.  

 

L’activité de FOXO est sous le contrôle de la voie PI3 Kinase-Akt. Cette voie joue un rôle 

central dans le maintien de la masse musculaire, à la fois en stimulant la synthèse protéique via 

l’activation de mTORC1, et en prévenant la dégradation protéique en inhibant l’activité de FOXO. 

Cette voie est donc associée à la croissance cellulaire et au contrôle de la taille des organes dans de 

nombreux modèles.  

 

Nos résultats montrent que la surexpression de PLD1 augmente la phosphorylation d'Akt au 

niveau de Ser 473. Cette activation d'Akt pourrait expliquer à la fois la baisse de l'expression de 

MuRF1 et l'augmentation de la phosphorylation de S6 kinase, et ainsi être à l'origine de l'effet 

hypertrophique de la PLD. En se basant sur les observations faites sur les myoblastes, on peut 

supposer que PLD1 active Akt en activant mTORC2, dont Akt est une cible. 

 

La PLD et les glucocorticoïdes 

 

Au vu des effets de la PLD sur la taille des cellules musculaires, nous avons voulu évaluer ses 

effets dans des conditions mimant une situation pathologique d'atrophie. La dexaméthasone, un 

glucocorticoïde synthétique, induit, comme attendu, une diminution de la surface des myotubes L6, 

ainsi qu'une diminution de leur activité créatine kinase, ce qui permet de valider un modèle in vitro 

d'atrophie. L’ajout de PA exogène, le produit actif de la PLD, inhibe partiellement les effets 

atrophiques de la dexaméthasone. De même, le traitement par l’AVP, agoniste de la PLD, limite les 
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effets négatifs de la dexaméthasone, ce qui va dans le sens d’un effet protecteur de la PLD contre 

l’atrophie musculaire induite par la dexaméthasone. Cet effet est confirmé par la surexpression de 

PLD1 en présence de dexaméthasone. 

 

Les glucocorticoïdes conduisent à l’atrophie musculaire en augmentant la  protéolyse et 

diminuant la synthèse protéique (Lofberg et al., 2002; Schakman et al., 2008). Ils agissent par 

plusieurs mécanismes : inhibition du transport des acides aminés, inhibition de l’action de l’insuline 

et des IGF, donc en aval de la kinase mTOR, stimulation des atrogènes, etc. Par ailleurs, les 

glucocorticoïdes inhibent la myogénèse via la downrégulation de l’expression de la myogénine 

(Schakman et al., 2008).  

 

La PLD module ces mécanismes, que ce soit la voie mTOR ou l’expression de la myogénine, 

d’une façon opposée aux glucocorticoïdes. On a notamment montré que la PLD est capable d’inhiber 

l’induction de l’expression de MuRF1 et atrogine-1 par la dexaméthasone, ce qui permet d’expliquer 

au moins en partie ses effets protecteurs. Par ailleurs, nous avons constaté que le traitement des 

myotubes L6 par la dexaméthasone stimule fortement (3-5 fois) l'expression de PLD1 en 48 heures 

(résultat non montré). Cette stimulation semble pouvoir s'interprêter comme un rétro-contrôle 

cellulaire permettant de limiter l'effet atrophique du corticoïde. Nous pouvons en conclure que PLD et 

glucocorticoïdes interfèrent à plusieurs niveaux dans la régulation du tissu musculaire. 
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CHAPITRE 8   

 

 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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mTOR, PLD, et différenciation myogénique 

 

Dans la première partie de cette thèse, nous avons confirmé, grâce au modèle in vitro 

des cellules L6 stimulées par l'AVP, un rôle important de la PLD dans la différenciation 

myogénique, et montré que cette action implique la régulation des complexes mTORC1 et 

mTORC2. Nous montrons, en accord avec d'autres, que mTORC2 active la différenciation 

myogénique, et nous proposons un nouveau mode d'action pour mTORC2, faisant intervenir 

PKCα. Nous montrons de plus que mTORC1 assure une nouvelle fonction, la régulation 

négative de la différenciation. Nos résultats suggèrent qu'elle s'exerce via l'inhibition de 

mTORC2,  médiée par la phosphorylation S6 kinase-dépendante de rictor. De plus, nous 

apportons des arguments suggérant l'existence de régulations nouvelles de plusieurs acteurs 

du système, telles qu'une activation directe de l'isoforme p85-S6 kinase par le PA, et un rétro-

contrôle négatif de la PLD par mTORC2. 

 

Pour prolonger ce travail, dans un premier temps, il conviendra de préciser le rôle de 

PKCα. Pour conforter l'hypothèse de son implication dans la réponse myogénique en tant 

qu'effecteur de mTORC2, il faudra rechercher l'impact de l'extinction de rictor sur sa 

phosphorylation et son activité, identifier ses substrats impliqués lors de la réponse 

myogénique, observer les effets de sa surexpression. Comme nous faisons l'hypothèse, pour 

expliquer l'effet négatif de mTORC2 sur l'activité PLD, d'une phosphorylation de l'isoforme 

PLD1, il conviendra aussi d'évaluer la phosphorylation des sites de PLD1 ciblés par PKCα. 

 

Nos résultats ont montré qu'un acteur négatif de la différenciation myogénique est la 

S6 kinase 1. On a pu montrer une régulation différentielle des deux isoformes de S6 kinase. Il 

serait donc intéressant de rechercher si chaque isoforme a un rôle particulier dans la 

différenciation myogénique, en les surexprimant séparément à l'aide de vecteurs mutants que 

nous avons déjà construits.  

 

Ces vecteurs nous permettront en outre d'étudier la fixation directe de PA sur chacune 

des isoformes de S6 kinase, afin de vérifier notre hypothèse d'une activation préférentielle de 

p85-S6 kinase par fixation du PA. 

   

Le mécanisme par lequel mTORC1 régule négativement la différenciation 

myogénique semble être la phosphorylation, médiée par S6 kinase, de rictor sur T1135. Pour 
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le vérifier, il pourrait être intéressant de surexprimer une forme mutée de rictor, dans laquelle 

ce site de phosphorylation serait supprimé, ou dans laquelle une mutation phosphomimétique 

serait introduite, et d'en rechercher l'impact sur la réponse myogénique. 

 

mTOR, PLD et atrophie musculaire  

 

Effet de la PLD sur la taille des cellules musculaires in vitro  

 

Dans la deuxième partie de cette thèse, nous nous sommes intéressés au rôle de la PLD 

dans le contrôle de la taille des cellules musculaires in vitro, et montré que l’inhibition de la 

production d’acide phosphatique induit une atrophie. Ces effets atrophiques on été trouvés 

également après déplétion de l’isoforme PLD1, alors que la surexpression de cette isoforme 

induit une hypertrophie musculaire. Ces données mettent en évidence un nouveau rôle de la 

PLD, et suggèrent fortement son implication dans le contrôle de la masse musculaire. 

 

Au niveau moléculaire, nous avons montré que la PLD augmente la phosphorylation 

des deux isoformes de S6 kinase, effecteurs de mTORC1, et de Akt, effecteur de mTORC2. Il 

serait important, dans un premier temps, d'examiner l’effet de la downrégulation ou de la 

surexpression  des deux complexes mTOR et de leurs effecteurs, pour identifier leurs rôles 

dans le contrôle de la masse musculaire. En outre, nous avons observé des effets de la PLD 

sur l'expression des ubiquitine-ligases muscle-spécifiques. Pour en préciser le mécanisme, 

nous rechercherons les effets de la PLD sur l'état de phosphorylation des protéines FOXO, et 

l'état d'activation de la voie NF-κB. 

 

Il est connu que la PLD et la voie mTOR jouent un rôle important dans la survie 

cellulaire et le contrôle de l'apoptose. Comme l’apoptose intervient comme un des paramètres 

de l’atrophie musculaire, il serait judicieux d'évaluer l’apoptose des cellules musculaires en 

situation d'atrophie, notamment en présence de dexaméthasone, après downrégulation ou 

surexpression de la PLD. 

 

Il semble aussi intéressant, pour préciser le mode d'action de la PLD sur la taille des 

myotubes en culture, d'établir ses effets sur la synthèse et la dégradation protéique, et donc de 

quantifier ces paramètres par des techniques de marquage des cellules avec la tyrosine radio-

marquée disponibles au laboratoire, après surexpression ou downrégulation de la PLD. Pour 
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compléter cette caractérisation, il faut aussi envisager d'évaluer l'effet de la PLD sur les 

marqueurs de l'autophagie induits par la dexaméthasone, ce processus jouant un rôle 

important dans l'atrophie musculaire.  

 

Effet de la PLD sur la masse musculaire in vivo : 

  

Les résultats obtenus in vitro suggèrent que la PLD est un facteur protecteur contre 

l’atrophie musculaire, et pourrait donc être une cible intéressante pour des actions visant à 

préserver le muscle dans les situations d'hyper-catabolisme. Pour approfondir cette question, 

nous envisageons d'évaluer in vivo l'effet de la surexpression de PLD1 et PLD2 dans le 

muscle de souris. La surexpression de la PLD sera réalisée par injection des vecteurs 

adénoviraux directement dans le tibialis d'animaux non traités, ou soumis à une atrophie 

musculaire par traitement à la dexaméthasone, ou immobilisation d'un membre. Les 

conséquences sur le poids des muscles et sur la taille des fibres seront évaluées. Un éventuel 

effet préférentiel sur un type particulier de fibres musculaire sera recherché.  

 

Si, comme nous l'espérons, l'action anti-atrophique ou hypertrophique de la PLD peut 

être mise en évidence in vivo, nous rechercherons si les voies de mTORC1 et de mTORC2 

sont affectées dans le tissu musculaire. 

Une autre approche de l'étude in vivo des effets de la PLD sur le tissu musculaire consistera à 

injecter dans le muscle de l'acide phosphatidique "cell-permeant", ou des analogues stables de 

ce composé, chez des animaux témoins ou atrophiés. 

  

La confirmation in vivo d'un rôle bénéfique sur le muscle de la surexpression de PLD, 

ou de l'injection de son produit enzymatique, permettrait d'envisager de nouvelles voies 

thérapeutiques pour le traitement des patients subissant une fonte musculaire, dans les 

situations de cachexie, sarcopénie, etc. Il est en effet  reconnu que, dans de multiples 

pathologies, l'atrophie musculaire est un facteur aggravant majeur, et des travaux sur modèles 

murins ont récemment montré que la réversion de la perte de masse musculaire confère un 

allongement spectaculaire de la survie à des animaux porteurs de tumeur, confirmant l'intérêt 

de cette approche (Zhou et al., 2010) 
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