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Fonctions et régulation
de lI'activité de signalisation
du récepteur Notch

P> Au cours du développement,
la mise en place des axes
embryonnaires, des feuillets et
des tissus dépend de I"échange de
divers signaux permettant aux
cellules soit d’établir et de
maintenir des différences
d’identité, soit a l'inverse de
vérifier et de renforcer leur
identité commune. Ces quinze
dernieres années ont permis
d’établir que les voies de
signalisation responsables de la
transduction, de l"intégration et
de I"amplification de ces signaux
sont peu nombreuses, mais
conservées des invertébrés aux
mammiféres. Dans cette revue,
I"état actuel des connaissances
concernant les fonctions du
récepteur Notch sera présenté,
ainsi que I'analyse des
mécanismes de transduction du
signal et leur régulation. <

TIRES A PART
F. Schweisguth.
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otch est un récepteur
transmembranaire, se liant
aux molécules Delta et
Serrate exprimées a la sur-
face des cellules voisines.
L’activation de Notch par ces ligands
régule la différenciation, la proliféra-
tion et, dans certains cas, la mort cel-
lulaire [1]. Le géne Notch a été initia-
lement identifié chez D. melanogaster,
mais il existe quatre génes homo-
logues chez les mammiferes, Notch1-
4. Le récepteur Notch de drosophile
et les récepteurs Notch1 et Notch2 de
souris sont présents dans la plupart
des types cellulaires tout au long du
développement, et possedent de fortes
similitudes structurales et fonction-
nelles. Par souci de simplicité, ces dif-
férentes molécules seront appelées
Notch dans la suite de cette revue.

I Fonctions de Notch
Inhibition latérale

Les molécules Notch et Delta jouent
un role essentiel dans la détermina-
tion des cellules individualisées, pré-
sentes au sein de groupes de cellules
équipotentes. Ce role peut étre illus-
tré par l'analyse de la formation des
organes mécanosensoriels de la dro-
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sophile (figure 1). Chaque organe
sensoriel est issu d’une cellule pré-
curseur unique, appelée pl, qui appa-
rait au sein d’un neuroépithelium
composé de cellules équipotentes. La
capacité d'une cellule a se différen-
cier en pl résulte de 'expression des
geénes proneuraux (voir |'article de
F.Guillemot, p. 159 de ce numéro).
Toutefois, seul un nombre réduit de
cellules adopte I'identité pl: le signal
inhibiteur Delta, produit par la cellule
pl, inhibe I'activité des genes proneu-
raux dans les cellules voisines et
bloque leur différenciation. La sélec-
tion initiale de la future cellule pl au
sein du groupe de cellules équipo-
tentes dépend de I’existence d’une
boucle de régulation négative entre
Notch et Delta, I’activation de Notch
inhibant la production de Delta [2,
3]. Cette boucle de régulation permet
a la cellule possédant une forte acti-
vité de signalisation Delta de
contraindre les cellules voisines a
réduire ce méme signal. Cette cellule
recoit donc en retour un signal inhibi-
teur plus faible de la part des cellules
qui sont a son contact, et adopte
donc l'identité pl, bloquant ainsi la
différenciation des cellules adja-
centes. Ainsi, une différence initiale
minime dans le taux d’expression de
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Figure 1. Inhibition latérale. A. Modéle de la boucle de régulation négative
entre Notch et Delta. Deux cellules équipotentes (en rose) s’inhibent mutuel-
lement via Delta et Notch. Si une cellule acquiert une activité de signalisation
légérement plus élevée (rose foncé), cette différence initiale minime est
ensuite amplifiée par une boucle de régulation négative entre Notch et Delta.
Une différence stable s’établit alors entre une cellule qui produit le signal
inhibiteur (en rouge) et sa voisine qui est inhibée (en blanc). B. Ce schéma
étend a une monocouche de cellules le modele présenté en A. Si une cellule
produit davantage de signal inhibiteur, les cellules adjacentes auront une
activité inhibitrice réduite. Il en découle une distribution réguliere dans
I’espace de cellules inhibitrices (en rouge), qui adoptent l'identité pl, et de
cellules inhibées (en gris). C. Vues du thorax dorsal d’une drosophile sau-
vage (Notch*), mutante pour Notch (Notch: la fonction de Notch a été inac-
tivée de maniéere conditionnelle en utilisant un alléle thermosensible), ou
exprimant une forme constitutivement activée de Notch (Notch #). En
I’'absence d’activité Notch, la quasi-totalité des cellules du neuroépithelium
adoptent l'identité pl (en rouge) et donnent naissance a un organe sensoriel.
Inversement, I’activation dérégulée de Notch bloque la différenciation de
toutes les cellules de I'épithélium (en gris). Il en résulte une absence com-
pléte d’organes sensoriels.

Delta peut étre amplifiée pour donner
finalement naissance a deux états cel-
lulaires distincts et stables.

Dans le cas d’une population de cel-
lules strictement équipotentes, une
fluctuation aléatoire dans la quantité
de ligand, ou de récepteur, pourrait

théoriquement étre amplifiée de
facon a sélectionner des cellules
réparties de maniere réguliere.
Cependant, dans de nombreux cas,
I"inhibition mutuelle entre cellules
équipotentes est biaisée. Ainsi, chez
la drosophile, lors de la détermina-

tion des cellules photoréceptrices R3
et R4 de I'ceil, I’activation de la voie
de signalisation de Frizzled semble
inhiber I'activité de Notch dans la
cellule la plus proche de I'équateur.
Cette différence minime introduite
par Frizzled est ensuite amplifiée par
la boucle de régulation négative entre
Notch et Delta, et établit ainsi une
différence stable entre la cellule
équatoriale, qui exprime fortement
Delta et qui adopte I'identité R3, et la
cellule polaire, inhibée par R3 et qui
adopte I'identité R4 [4, 5].

Ces deux propriétés — signalisation
entre cellules équipotentes et rétro-
contrdle — permettent de produire et
de stabiliser des différences d’identité
au sein d’une population de cellules
initialement homogene. Ces caracté-
ristiques sous-tendent ainsi I'inhibi-
tion latérale relayée par Notch. Au
cours de la neurogenese du systeme
nerveux central des vertébrés, Notch
pourrait agir par un mécanisme simi-
laire d’inhibition latérale afin de
régler la différenciation des neurones
au sein du neuroépithelium. Afin de
produire une quantité considérable
de neurones, la neurogeneése des ver-
tébrés s’étale durant plusieurs jours,
voire plusieurs semaines ou mois,
selon les especes. La signalisation par
Notch et Delta permettrait de limiter
le nombre de cellules qui se différen-
cient précocement en neurones, et
donc de maintenir une population de
cellules précurseurs mitotiques pou-
vant répondre a des signaux de diffé-
renciation ultérieurs [6].

Role de Notch
dans les divisions asymétriques:
régulation par Numb

Notch peut aussi agir afin d’établir
une différence d’identité entre deux
cellules sceurs. Chez la drosophile,
quatre divisions asymétriques succes-
sives, orientées dans |'espace, produi-
sent les cinq cellules qui composent
un organe mécano-sensoriel (figure 2).
La distribution inégale de détermi-
nants au cours de la mitose permet
d’établir, a chaque division, une dif-
férence d’identité entre cellules filles.
L'un de ces déterminants est la pro-
téine cytoplasmique Numb. A chaque
mitose, Numb est localisé a un pole
de la cellule mere et hérité par une
seule des deux cellules filles [7].
Dans cette cellule, Numb inhibe
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Figure 2. Décision binaire suivant une division asymétrique: régulation de Notch par Numb. A. Lignage cellulaire des
organes mécano-sensoriels de la drosophile. Quatre divisions asymétriques successives, orientées dans l’'espace,
produisent les cinqg cellules qui composent un organe mécano-sensoriel. Les cellules qui regcoivent Numb sont repré-
sentées en rouge. Les cellules dans lesquelles la voie Notch est activée sont représentées en bistre. B. Lors de la divi-
sion de pl, Numb (en rose) est distribué de maniére asymétrique et ségrege dans la cellule antérieure. L’inhibition de
Notch par Numb conduit la cellule antérieure a adopter I'identité pllb (cellule rouge). Notch est activé dans la cellule
postérieure (en bistre), qui adopte l'identité plla.

I"activité de signalisation du récepteur
Notch par un mécanisme encore
inconnu, mais qui dépend probable-
ment de la liaison de Numb avec la
partie intracellulaire de Notch [8].
L'inhibition différentielle de Notch
par Numb permet d’établir une diffé-

Serrate

t 1t

» |Notch activé
N Delta ~

oYy
\Y

\

Figure 3. Interprétation d’une fron-
tiére compartimentale : régulation de
Notch par Fringe. A gauche, Fringe,
exprimé dans le compartiment dorsal
(D), inhibe I’activation de Notch par
Serrate dans les cellules dorsales;
Serrate, exprimé dorsalement, active
Notch dans les cellules du comparti-
ment ventral (V) au contact des cel-
lules dorsales. Cela conduit a
I’expression ventrale de Delta et a
I'activation dorsale de Notch le long
de la frontiére. A droite, |’activation
de Notch a la frontiere dorso-ventrale
confére a ces cellules des propriétés
organisatrices réglant la croissance
et la différenciation des cellules des
compartiments dorsaux et ventraux.
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rence d’identité entre cellules filles.
Ce mécanisme est conservé chez les
vertébrés: Numb est distribué de
maniere asymétrique au cours de cer-
taines divisions dans le tube neural,
et inhiberait Notch dans une seule
des deux cellules filles [9].

Role de Notch dans la formation
de centres organisateurs:
régulation par Fringe

Au cours du développement, cer-
taines cellules acquierent des proprié-
tés organisatrices et sécretent des
signaux extracellulaires actifs a longue
distance qui reglent la croissance et la
différenciation ordonnée d’un tissu. Il
est important que ces cellules soient
correctement positionnées au sein du
tissu, indépendamment de sa crois-
sance. L'existence de frontieres entre
deux compartiments cellulaires per-
met un tel positionnement [10]. Le
développement des membres chez les
vertébrés et des appendices chez les
invertébrés dépend ainsi de I'interpré-
tation d’une frontiére entre deux com-
partiments qui different I’'un de |"autre
par I'expression de la glycoprotéine
sécrétée Fringe. Lors de la formation
de l'aile de la drosophile, Fringe et
Serrate sont détectés uniquement par
les cellules du compartiment dorsal
(figure 3). Dans ces cellules, I'activa-
tion de Notch par Serrate est inhibée

par Fringe, par un mécanisme encore
inconnu. Notch n’est donc activé par
Serrate que dans les cellules ventrales
n‘exprimant pas Fringe qui sont en
contact avec les cellules dorsales
exprimant Serrate. L’activation de
Notch dans le compartiment ventral
regle de maniére positive la produc-
tion de Delta. Celle-ci conduit a I’acti-
vation de Notch dans les cellules dor-
sales adjacentes aux cellules
ventrales. Dans ces cellules, Fringe
semble également stimuler I’activa-
tion de Notch par Delta. Il en résulte
une activation de Notch de part et
d’autre de la frontiére dorso-ventrale,
qui met en place un centre organisa-
teur réglant la croissance et |'organisa-
tion de l'aile [11]. Chez les vertébrés,
une relation similaire entre Notch,
Fringe et Serrate semble observée lors
de la formation des membres et des
somites.

| Transduction du signal

La partie extracellulaire de Notch
comprend trente-six répétitions d’un
domaine EGF-like, et ces motifs sont
impliqués dans la fixation des ligands
Delta et Serrate. Le domaine trans-
membranaire est suivi par une
domaine conservé d’interaction avec
la protéine suppressor of hairless
[Su(H), appelé également CBF1 ou
RBP-Jk chez les vertébrés]. Le



domaine intracellulaire comprend
également six répétitions d’un motif
Ankyrine, deux signaux de localisa-
tion nucléaire et un domaine PEST
caractéristique des protéines a demi-
vie courte, mais ne contient pas de
domaine catalytique.

La maturation du récepteur néosyn-
thétisé a lieu lors de son passage dans
le réseau transgolgien, et fait interve-
nir une protéase de la famille des
furines, qui catalyse le clivage de la
partie extracellulaire [12] (figure4).
Apres clivage, I’ectodomaine, NP, et
le domaine transmembranaire/intra-
cellulaire, N™ restent liés de facon
non covalente et forment un hétérodi-
mere a la surface cellulaire. Delta et
Serrate se lient a I’hétérodimere
NECD/N™ et stimulent son activité de
signalisation par un mécanisme
encore inconnu, qui pourrait impli-
quer soit une multimérisation du
récepteur, soit un second clivage pro-
téolytique extracellulaire, soit encore
la séparation des sous-unités NP et
N™. L’activation de Notch peut étre
observée apres délétion de la partie
extracellulaire du récepteur [13]. Ce
récepteur tronqué, N, subit un cli-
vage intracellulaire constitutif en aval

du domaine transmembranaire et
posséde une activité de signalisation
indépendante du ligand [14, 15]. Ce
clivage libére le domaine intracellu-
laire NICD de la membrane. Celui-ci
va migrer dans le noyau grace a ses
signaux de localisation nucléaire. A
I"instar de N2, NICD correspond a
une forme constitutivement activée
du récepteur [13, 16], ce qui laisse
penser que Notch a une fonction
dans le noyau. En faveur de cette
hypothese, plusieurs études récentes
indiquent que l'activation de Notch
par Delta conduirait a un clivage
intracellulaire de N™ dans sa région
sous-membranaire [17-20]. Cepen-
dant, il est important de noter que,
suite a l'activation physiologique de
Notch par Delta, la présence de
NICD dans le noyau n’a pas pu étre
détectée. L’identification de la pro-
téase responsable du clivage intracel-
lulaire permettrait en partie de
démontrer que NICD est effective-
ment produit a partir de N™. Cette
protéase pourrait étre la Préséniline,
une protéine transmembranaire impli-
quée dans le traffic intracellulaire
et/ou la maturation protéolytique de
I’amyloid precursor protein, et dont

Furine
(=

]
:]EC ]
N l NTM
I —
Delta l / Préseniline ? :I >
T — Corépresseur
NICD

Suppressor of Hairless

Figure 4. Mécanisme supposé de transduction du signal. Représentation
schématique de la maturation du récepteur Notch en un hétérodimére
NECB/N™ par une protéase de la famille des furines dans le compartiment
trans-golgien, suivie de la production de NICD aprés activation du récepteur
par Delta. Cette coupure intracellulaire pourrait impliquer la préséniline. Le
récepteur Notch est représenté en bistre foncé. Sont représentés en bistre
clair les répétitions EGF-like dans sa partie extracellulaire et les répétitions
ankyrines dans sa partie intracellulaire. Le facteur de transcription Suppres-
sor of Hairless, Su(H), qui recrute NICD a I’ADN, est figuré en rouge. Dans le
noyau, NICD léverait la répression des génes cibles de Notch exercée par
Su(H) et activerait leur transcription.

certaines formes mutées sont directe-
ment responsables de formes fami-
liales de la maladie d’Alzheimer. En
effet, chez la drosophile comme chez
la souris, la mutation du gene prese-
nilin inhibe la coupure intracellulaire
du récepteur, et réduit l'activité de
signalisation de N (mais pas celle de
NICD) [21-23]. Il reste néanmoins a
établir que la préséniline posséde une
activité protéolytique.

Ce mécanisme de signalisation origi-
nal permet une communication
rapide et directe entre la membrane
et le compartiment nucléaire. Il pré-
sente une grande similarité avec la
cascade protéolytique du récepteur
sterol response element binding pro-
tein (SREBP) présent a la membrane
du réticulum endoplasmique [24].
Un faible taux de cholestérol induit
un premier clivage dans la partie
extracellulaire de SREBP. Un
deuxiéme clivage survient alors,
indépendant de tout signal, au sein
du domaine transmembranaire. Ce
second clivage, catalysé par la métal-
loprotéase SP2, libére un fragment
cytosolique correspondant a un fac-
teur de transcription se liant directe-
ment a I’ADN. NICD, a linstar de
SREBP, possede-t-il une activité de
régulation transcriptionnelle ? Oui,
mais a la différence de SREBP, NICD
ne se fixe pas directement a I’ADN,
mais via Su(H) [15]. En I'absence de
signalisation Notch, Su(H) réprimerait
la transcription des genes cibles de
Notch [25], en ancrant sur ’ADN un
complexe multiprotéique possédant
une activité histone désacétylase, qui
pourrait induire une compaction de
la structure chromatinienne [26].
NICD déplacerait ce complexe
répresseur et favoriserait la formation
d’un complexe activateur de la trans-
cription possédant une activité his-
tone acétyl transférase. L’activation
transcriptionnelle de ces génes cibles
par NICD serait donc une consé-
quence directe et immédiate de la
liaison de Delta a Notch. Plusieurs
mécanismes concourent cependant a
limiter le taux d’activité de Notch
activé. Dans le cytoplasme, Numb et
Su(H) pourraient, par exemple, inhi-
ber la translocation de NICD [20].
Dans le noyau, la protéine Hairless,
un antagoniste puissant de Notch qui
se lie a Su(H) pour former un com-
plexe Su(H)-Hairless incapable de se
lier a '’ADN [27], pourrait entrer en
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compétition avec NICD pour la liai-
son a Su(H). Enfin, plusieurs données
indiquent que NICD est une protéine
instable dont la durée de vie est régu-
|ée par la voie de dégradation dépen-
dante de l'ubiquitine [28]: la dégra-
dation de NICD par le protéasome
pourrait ainsi limiter I'intensité et la
durée de la signalisation par Notch.

Perspectives:
intégration d’une voie
de signalisation

en un réseau

La voie de signalisation de Notch,
présentée ci-dessus dans une version
linéaire, peut également étre considé-
rée comme 'un des éléments d’'un
réseau intégrant plusieurs voies de
signalisation. Par exemple, Notch et
la voie des MAPK ont des fonctions
antagonistes dans de multiples déci-
sions cellulaires, chez le nématode et
la drosophile [29]. De méme, les
voies de signalisation Notch et Win-
gless présentent des interactions
inhibitrices. Des données récentes
indiquent que Notch interagit directe-
ment avec Wingless [30], un ligand
dont le récepteur est membre de la
famille Frizzled, et avec Disheveled
[31], une molécule de signalisation
agissant en aval de Frizzled. D’autre
part, Notch et Disheveled semblent
tous deux capables de régler I'activité
de la Jun amino-terminale kinase
(JNK) [32, 33]. Par cette signalisation
en réseau, Notch pourrait avoir une
activité de signalisation indépendante
d’une réponse transcriptionnelle.
L’élucidation du réle de Notch au
sein de tels réseaux de signalisation
est essentielle a notre compréhension
des multiples effets de Notch au
cours du développement, et repré-
sente un défi pour les années a venir.
Cette revue a mis l'accent sur les
mécanismes fondamentaux par les-
quels Notch régle |'état de différen-
ciation des cellules au cours du déve-
loppement via une réponse trans-
criptionnelle. Les exemples présentés
ne sont cependant que le pale reflet
de l"implication multiple de cette
voie de signalisation dans le dévelop-
pement des organismes multicellu-
laires. Il n’est donc pas étonnant
qu’une dérégulation de l'activité de
signalisation Notch puisse avoir de
multiples conséquences patholo-
giques [34] m
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Summary
Notch signalling

Cell-cell interactions mediated by
Notch play critical roles at multiple
stages of development in both
invertebrate and vertebrate species.
Three types of Notch-dependent
processes are illustrated in this
review : lateral inhibition, binary
fate decision following asymmetric
cell division and formation of orga-
nization centers at compartmental
boundaries. These last two pro-
cesses illustrate how Notch activity
can be modulated both at the cell
surface and inside the cell. Notch

signaling involves the interaction of
the receptor with its ligand on an
adjacent cell. This interaction
appears to trigger an intracellular
proteolytic cleavage that releases
the intracellular domain of Notch.
The activated form of the receptor is
believed to enter the nucleus and
promote transcription by interacting
with the Suppressor of Hairless
DNA-binding protein. The direct
read-out of this signaling event is
the transcriptional activation of
Notch target-genes.
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