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RESUME

Durant la vie d'un organisme, l'architecture de son systéme nerveux est confrontée a
des défis constants, englobant des étapes de maturation, de croissance, ainsi que des
stress mécaniques et le vieillissement. Certaines molécules impliquées dans la
préservation de la structure des ganglions et des fascicules neuronaux ont été identifiées
chez le nématode C. elegans. Cependant, les mécanismes assurant une protection a
long terme de cette architecture demeurent en grande partie incompris. Chez les
mutants de la protéine d’adhésion cellulaire sax-7/L1CAM, certaines structures
neuronales initialement bien formées se désorganisent au fil du temps. Grace a un crible
génétique menée au sein de notre laboratoire, nous nous sommes intéressés aux roles
du gene mig-6/papiline dans la préservation neuronale : la perte de fonction de mig-6
s'avere efficace pour contrer la désorganisation progressive des structures neuronales
des mutants sax-7. De plus, les mutants mig-6 se caractérisent par un remodelage de la
matrice extracellulaire, notamment des protéines clés pour le maintien des structures
cellulaires. Cela suggere qu’un défaut d'adhésion cellulaire peut étre contrebalancée
par une modification de 1'élasticité de la matrice extracellulaire. Par ailleurs, chez C.
elegans I’implication de TGF-B sur la matrice extracellulaire périneuronale a été
négligée jusqu'a présent et mérite une exploration approfondie dans ce contexte de
remodelage et de préservation neuronale. De ce fait, cette étude s'articule autour de la
question fondamentale de la contribution de la matrice extracellulaire et du role de
TGF-B dans la dynamique de préservation de l'architecture du systéme nerveux chez
C. elegans via la perte de fonction de mig-6. La compréhension des principes généraux
au maintien de l'architecture et de la connectivité neuronale pourrait permettre
I’identification de facteurs influencant 1'apparition et la progression de pathologies

neurodégénératives.

Mots clés : maintenance neuronale, systéme nerveux, matrice extracellulaire, TGF-p,
C. elegans.



CHAPITRE 1

Introduction

Cette étude a pour objectif de mettre en évidence les rdles et interactions de protéines
de la matrice extracellulaire dans la maintenance a long terme de I’architecture du
systeme nerveux. Dans ce chapitre, je fais une revue de la littérature en relation avec le

sujet de recherche afin de poser les bases des connaissances actuelles.

1.1 Lamaintenance a long terme du systéme nerveux

Depuis plusieurs décennies, de nombreux travaux sont mis en ceuvre afin
d’¢lucider et décortiquer les mécanismes du développement du systéme nerveux. Ainsi,
grace a des technologies et outils innovants, les chercheurs ont réalisé d’importantes
avancées dans la compréhension de 1’orchestration des étapes d’induction neurale
jusqu’a I’¢laboration de circuits neuronaux complexes (Sanes et al., 2019). Un axe de
neurobiologie actuellement effervescent concerne I'étude des processus que
I’organisme emploie pour maintenir 1’assemblage initial du systéme nerveux sur le long
terme, et ainsi préserver son intégrité structurelle et fonctionnelle (Bénard et Hobert,
2009). A ce jour, les mécanismes assurant la maintenance de 1’architecture du systéme
nerveux demeurent peu étudiés et mal compris. Cependant, I’étude de ces mécanismes

est un point clef dans la compréhension de bases de maladies neurodégénératives.

Dés les premiers stades de vie post-natale, notre organisme est mis a 1’épreuve par des
¢venements pouvant influencer I’organisation et la maintenance de 1’architecture du
systeme nerveux. Par la suite, une période de maturation permet de spécialiser et de
consolider les circuits neuronaux immatures, notamment par une formation initiale en
exces du nombre de neurones et de synapses, suivie de leur élimination sélective a
grande échelle par des processus d'apoptose et d'é¢lagage synaptique (Hua et Smith,

2004; Sanes et al., 2019). Des périodes critiques de plasticité, influencées par



I'expérience sensorielle, interviennent €galement pour faconner le traitement de
l'information dans les aires visuelles, auditives et somatosensorielles (Reh et al., 2020).
On observe également chez les rongeurs des remaniements dendritiques et des
variations de densité d'épines dendritiques a I'dge adulte, ce qui indique que le systéme
nerveux mature est capable de plasticité (Perez-Cruz ef al., 2009; Tailby et al., 2005;
Vyas et al., 2002). Malgré ces modifications structurelles importantes, le systéme
nerveux conserve néanmoins son organisation générale prédéterminée pendant

I'embryogenese.

Les stress mécaniques représentent €¢galement un défi auquel le systeme nerveux doit
faire face. Par exemple, les mouvements du corps engendrent des tensions sur les
axones du systéme nerveux périphérique, et la pression intraoculaire exerce un stress
constant sur les neurones de la rétine (Topp et Boyd, 2006). Les mouvements internes
tels que les battements cardiaques, le péristaltisme intestinal et les pulsations du liquide
céphalorachidien sont d'autres exemples de stress subis par les neurones environnants.
Avec I’age, le déclin progressif des autres systemes de I'organisme, tel que les systémes
respiratoire, endocrinien et cardiovasculaire, est un processus qui peut influencer la
maintenance des structures neuronales contribuant ainsi a accélérer le processus de
vieillissement. Enfin, au fil du temps, des accidents peuvent survenir et affecter
l'architecture neuronale. Les commotions cérébrales, les compressions des nerfs
périphériques et les accidents vasculaires cérébraux sont quelques exemples. Le
systéme nerveux doit donc étre capable de résister a diverses atteintes qui ont le
potentiel de perturber son organisation a long terme, et le contraire peut entrainer des

déficits fonctionnels importants.

Par rapport aux autres systemes de 1’organisme, le systéme nerveux se démarque par
sa complexité morphologique et le remplacement cellulaire minimal. En effet, a la suite
des phénomenes de maturation, bien que certaines cellules souches peuvent générer de

nouveaux neurones, la vaste majorité des neurones sont dans un état quiescent, c'est-a-



dire qu'ils ne se divisent pas une fois qu'ils sont différenciés dans le systéme nerveux
adulte. Toutefois, de nouvelles cellules neuronales sont incorporées dans certaines
zones du cerveau tout au long de la vie. Par exemple, on observe une prolifération
homéostatique des microglies, qui sont les cellules immunitaires résidentes du systéme
nerveux, ainsi que l'angiogenése et l'incorporation de nouveaux neurones pendant le
processus de neurogenese chez 'adulte (Eriksson et al., 1998; Moreno-Jiménez et al.,

2019; Prinz et al., 2019; Thion et Garel, 2017).

1.2 Objectif de la recherche sur la maintenance neuronale : préserver la santé du
cerveau

La maintenance insuffisante de 1’architecture du systéme nerveux peut causer
des conditions neuropathologiques. Il est donc crucial de comprendre les mécanismes
de protection a long terme de l'architecture neuronale, en particulier pour notre
population vieillissante. En effet, d'ici 2050, la population mondiale agée de 60 ans et
plus devrait doubler, ce qui entrainera une augmentation des cas d'accidents vasculaires
cérébraux et de maladies neurodégénératives telles que la démence. L'age est un facteur
de risque important associ¢ au développement de ces maladies (Béjot et Yaffe, 2019).
La recherche fondamentale sur la maintenance a long terme du systéme nerveux chez
les organismes modeles pourrait contribuer a la compréhension des mécanismes sous-
jacents et donc au développement de diagnostics et de traitements pour les maladies

neurologiques liées a 1'age, ce qui serait bénéfique pour notre société.

1.3 Caenorhabditis elegans comme mod¢le d'étude pour la recherche scientifique

Notre laboratoire utilise le ver rond Caenorhabditis elegans (Figure 1.1) comme
modele d'étude. Il est largement reconnu pour sa puissance expérimentale, sa grande
reproductibilité, sa facilité d utilisation et son utilité dans les domaines de la génétique,

de la biologie cellulaire et moléculaire notamment pour 1’é¢tude du systéme nerveux.
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Figure 1.1 Représentation schématique de I’anatomie du nématode adulte. Image adaptée de
Van Gerven, 2017.

Bien que plusieurs chercheurs aient déja étudié les nématodes au début du 20°™ sicle,
les travaux de Sydney Brenner débutés en 1960 et publiés en 1974, ont établi le
nématode C. elegans comme organisme modele (Brenner, 1974; Nigon et Felix, 2017).
Depuis les travaux pionniers de Brenner, de nombreuses avancées scientifiques
significatives ont été réalisées grace a l'utilisation de ce nématode en tant qu'organisme
modele. Cela inclut la premiére caractérisation compléte du lignage cellulaire d'un
métazoaire en développement (Sulston ef al., 1983), I'identification du phénomene de
l'apoptose et des mécanismes génétiques la régissant (Hedgecock et al., 1983;
NobelPrize.org, 2002), l'utilisation de la protéine fluorescente verte GFP (pour « Green
Fluorescent Protein ») comme marqueur d'expression génique (Chalfie et al., 1994;
NobelPrize.org, 2008), le premier séquencage complet d'un génome métazoaire
(Consortium*, 1998) et la découverte de 1I'ARN interférence (Fire et al., 1998;
NobelPrize.org, 2006).

Les neurosciences ont ¢galement grandement bénéfici¢ des avancées réalisées avec le

nématode, notamment la complétion du connectome entier d'un systéme nerveux



(White et al., 1986), la découverte de genes de guidage axonal (Hedgecock et al.,
1987), l'identification de genes de transmission synaptique conservés (Gengyo-Ando
et al., 1993) et la premiere utilisation d'une channelrhodopsine pour induire un
comportement (Richmond et al., 1999). 1l a permis de mettre en lumiere de nouvelles
voies de signalisation et est utilis¢ comme modele pour étudier des maladies génétiques
humaines ainsi que pour accélérer la découverte de traitements pour des maladies rares.
L'impact scientifique de la recherche réalisée avec le nématode est indéniable et son
utilisation continuera sans aucun doute a permettre de réaliser d'importantes avancées

scientifiques dans le futur.

Cette utilisation est rendue possible grace a une communauté scientifique dynamique,
collaborative et interconnectée, ainsi qu'a de nombreux outils bio-informatiques tels
que Wormbase, Wormatlas (Altun ef al., (ed.s) 2002-2023), Wormbook et Textpresso,
qui fournissent facilement un large éventail d'informations. En outre, d’autres outils
bio-informatiques spécialisés tels que GExplore (Hutter et Suh, 2016), VisCello (Cao
et al., 2017) et CeNGEN (Hammarlund er al, 2018) offrent des données sur
l'expression des transcrits et/ou des protéines de C. elegans en fonction du type
cellulaire et de I'age de I'animal, ce qui facilite davantage la recherche dans ce domaine.
De plus, de nombreuses ressources génétiques regu des mutations de perte et gain de
fonction du Million Mutation Project (Thompson et al., 2013), Oklahoma C. elegans
Gene Knockout Project, ainsi que le Caenorhabditis Genetics Center (Daul et al.,

2019) pour le stockage de milliers de souches.

1.4 Avantages techniques de I’utilisation de C. elegans

C. elegans présente plusieurs caractéristiques qui en font un modele génétique
puissant. Tout d'abord, sa petite taille d'environ 1 mm a I'age adulte facilite sa culture
en grande quantité¢ dans des boites de Pétri contenant des bactéries, ce qui réduit les

\

colts et espaces liés a son entretien. De plus, son cycle de vie court lui permet



d'atteindre 1'age adulte en seulement trois jours (Figure 1.2), avec une durée de vie

totale d'environ trois semaines (Byerly ef al., 1976; Cassada et Russell, 1975).
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Figure 1.2 Schématisation du cycle de vie du C. elegans a 22°C. Ce schéma illustre les quatre
stades larvaires (L1 a L4) par lesquels le nématode passe aprés son éclosion pour atteindre la
maturité. Le nématode peut également entrer dans un stade alternatif appelé 'dauer' pour faire
face a des stress environnementaux importants avant de reprendre son développement lorsque
les conditions deviennent favorables a nouveau. Image adaptée de WormAtlas.

Bien que C. elegans soit hermaphrodite et capable d'autofécondation, la non-
disjonction méiotique du chromosome X (Hodgkin et al., 1979) entraine la présence
d'une faible proportion de males (~0,1%) dans la population de laboratoire, ce qui
permet la réalisation de croisements génétiques avec les hermaphrodites pour générer
de nouvelles souches. La progéniture abondante produite par I'hermaphrodite

autoféconde, soit environ 300 animaux, permet de maintenir les souches sans nécessiter



de croisements supplémentaires et d'obtenir rapidement une taille d'échantillon
importante pour les expériences (Hodgkin, 1988). 11 est également important de noter
que C. elegans est trés résistant et peut étre congelé a -80°C, permettant de stocker a
long terme une variété de souches mutantes avec peu d'entretien et en minimisant les

effets de dérive génétique (Cassada et Russell, 1975).

Des méthodes de biologie cellulaire et moléculaire peuvent étre facilement appliquées
a cet organisme, notamment la transgénése, ce qui facilite 1'é¢tude des voies
moléculaires et des interactions génétiques. Un aspect bénéfique clef est que le génome
de C. elegans est enticrement séquencé. En effet, entre 60 et 80 % des genes humains
ont un orthologue chez C. elegans, ce qui offre des opportunités de recherche
translationnelle (Kaletta et Hengartner, 2006; Shaye et Greenwald, 2011). De plus,
environ 40 % des genes impliqués dans des pathologies humaines ont également un
orthologue chez C. elegans, ce qui facilite 1'étude des mécanismes pathologiques
conservés (Culetto et Sattelle, 2000). Cela permet ainsi d'établir des paralleles avec
I'humain pour mieux comprendre leur fonctionnement. Le génome entierement annoté
accélere aussi l'identification de nouveaux génes par le biais de cribles génétiques
(Consortium*, 1998) et I’analyse systématique de voies cellulaires. De plus, la
technique CRISPR/Cas9 facilite l'analyse fonctionnelle et mécanistique des

interactions génétiques.

Pendant les premieres décennies de travaux avec le vers, les mutations chez C. elegans
¢taient identifiées sur la base de 1’aspect physique lors de cribles génétiques, ce qui a
par exemple conduit & un grand nombre de mutants "unc" pour "uncoordinated", c'est-
a-dire présentant des troubles de la locomotion (Brenner, 1974). Par la suite, la
microscopie a fluorescence a permis d’exploiter la transparence de ce nématode avec
I’observation in vivo des protéines couplées avec des marqueurs fluorescents tels que
GFP. Cette méthode permet l'observation en temps réel de plusieurs protéines et tissus,

en utilisant des rapporteurs fluorescents exprimés sous le controle de promoteurs



spécifiques. Ainsi, la transparence de C. elegans constitue un avantage majeur,
permettant la visualisation, a une résolution unicellulaire dans le temps et tout au long
de la vie, de structures cellulaires, subcellulaires et extracellulaires grace a des
techniques de microscopie ainsi que l'utilisation des rapporteurs fluorescents in vivo.
Par exemple, I’observation de diverses structures telles que des catégories neuronales,
des muscles et la lignée germinale (Figure 1.3) a été possible, ce qui a permis d'étudier
leur développement, de cribler et d'identifier des mutants affectant la morphologie, la
fonction ou la localisation cellulaire, ainsi que de caractériser des interactions

protéiques (Boulin et al., 2006; Chalfie et al., 1994; Feinberg et al., 2008).

Enfin, C. elegans posséde un nombre constant de 959 cellules somatiques et présente
les principaux tissus et systémes similaires a ceux présents chez I'humain, notamment
I'épiderme, les muscles, l'appareil reproducteur, le systeme digestif et le systeme
nerveux (Kimble et Hirsh, 1979; Sulston et Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). En
raison de ces nombreux avantages, C. elegans est un modele expérimental idéal pour

¢étudier les questions neurobiologiques dans notre laboratoire.
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Figure 1.3 Représentation de quelques tissus observables par fluorescence chez C. elegans.
Pour chacun des vers représentés, un rapporteur fluorescent, sous le contréle d’un promoteur



tissu-spécifique, a été utilisé. Ces rapporteurs sont intégrés dans le génome du vers et les
structures marquées peuvent ainsi étre observées in vivo. Image adaptée de Katzman, 2017.

1.5 Le systéme nerveux chez C. elegans

Le systeme nerveux de I'hermaphrodite (Figure 1.4) est composé de manicre
constante de 302 neurones (Sulston et Horvitz, 1977; White et al., 1986). Parmi ces
neurones, 282 appartiennent au systéme nerveux somatique, tandis que les 20 autres
constituent le systéme nerveux du pharynx (Albertson et al., 1976; White et al., 1986).
La morphologie neuronale est généralement simple, avec des neurones souvent
unipolaires ou bipolaires, bien que quelques exceptions présentent des ramifications
plus ¢€laborées, telles que les neurones sensoriels appelés FLP et PVD (les noms des
neurones des vers ne sont pas des acronymes). Les neurones sont organisés en
ganglions et en fascicules (White et al., 1986). Les ganglions les plus importants se
trouvent dans la région de la téte, ou des neurones projettent leurs axones pour former
un anneau nerveux, souvent appelé le "cerveau" du ver ou la majorité des interactions
ont lieu. Deux autres ganglions sont présents dans la région ventrale de la corde et de
la queue, et des commissures relient les régions dorsales et ventrales du systéme

nerveux.

La croissance axonale et la connectivité synaptique sont largement établies chez la
larve L1 dés I'éclosion (Sulston et Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983; White et al.,
1986). A la naissance, le cerveau du vers (appelé anneau nerveux) compte 222 neurones
qui sont reliés entre elles par environ 1 300 synapses formant environ 800 connexions.
Avec la maturation, environ 4 500 nouvelles synapses viennent renforcer la plupart des
connexions déja présentes a la naissance. Le nombre moyen de synapses par connexion
passe de 1,7 a la naissance a 6,9 a l'age adulte. De plus, environ 1 200 nouvelles
synapses se forment pour établir de nouvelles connexions entre des neurones qui
n'étaient pas connectées auparavant, entrainant ainsi une augmentation de 2,4 fois du
nombre total de connexions par rapport a la naissance (Witvliet et al., 2021). La

position relative des neurones est conservée entre individus, ce qui a permis de les
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classifier en plus de 118 catégories différentes selon les axes antéro-postérieur, dorso-
ventral et latéral droite/gauche (White et al., 1986). Par ailleurs, la position neuronale
semble jouer un réle important dans le développement des partenaires synaptiques,
avec 45 % des contacts se produisant entre deux neurones adjacents (White et al.,

1983).

A
Anneau Ganglions de la
nerveux queus

Corde nerveuse
dorsale Commissures

Figure 1.4 L’organisation du systéme nerveux de C. elegans. (A) Représentation simplifiée du
systéme nerveux. (B) Image obtenue par microscopie a fluorescence d'un nématode adulte met
en évidence les 302 neurones grace a l'utilisation du rapporteur fluorescent NeuroPAL (a
neuronal polychromatic atlas of landmarks), qui se localise spécifiquement dans les noyaux.
Echelle = 100 pm. Image ‘A’ adaptée de Gally et Bessereau, 2003; et ‘B’ de Yemini ef al.,
2021.

La connectivité neuronale dans le systéme nerveux du nématode se fait par le biais de
milliers de synapses, dont des synapses chimiques, des jonctions gap et des jonctions
neuromusculaires (Varshney et al., 2011; White et al., 1986). La transmission au
niveau des synapses chimiques se fait "en passant”", et les principaux
neurotransmetteurs présents chez les mammiferes, tels que le GABA, le glutamate,
l'acétylcholine, la dopamine, la sérotonine et autres monoamines et neuropeptides sont

également conservés chez le nématode (Chase et Koelle, 2007; McIntire et al., 1993;



Pereira et al., 2015; Serrano-Saiz et al., 2013). Bien que jusqu'a récemment aucun
potentiel d'action n'avait été détecté, une étude a révélé que les neurones olfactifs AWA
du nématode sont capables d'en générer, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives de

recherche dans ce domaine (Liu et al., 2018).

1.6 Maintenance de I’architecture du systéme nerveux chez C. elegans

C. elegans présente des similitudes avec I'humain en termes de défis de
maintenance de I’architecture neuronale, ce qui en fait un modele pour 1'étude de ces
processus (Figure 1.5). En effet, pendant la phase de croissance importante du ver, les
neurones maintiennent une densité synaptique stable malgré une augmentation

considérable du volume (White et al., 1986).
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Figure 1.5 C. elegans comme mode¢le d’étude de la maintenance de 1’architecture neuronale.
La formation du systéme nerveux a lieu principalement pendant l'embryogenése et doit étre
maintenue malgré de nombreux défis tout au long de la vie. L'image a été créée par Virginie
Desse, membre du laboratoire Bénard.

Le systéme nerveux subit des modifications post-développementales telles que

l'ajout de nouveaux neurones et des périodes de plasticité, notamment la réorganisation
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de certains contacts synaptiques (Witvliet ez al., 2021) et le passage au stade dauer en
réponse a des stress environnementaux (Hu, 2007). Enfin, il est également soumis a
des stress mécaniques engendrés par les mouvements du corps tels que la locomotion,

le pompage du pharynx lors de 1'alimentation, la défécation et la ponte d'ceufs.

La plupart des structures du systéme nerveux se développent pendant la période
embryonnaire, et pourtant, des mécanismes intrinseéques et extrinseques sont
nécessaires pour garantir I'intégrité de la formation initiale du systéme nerveux tout au
long de la vie, a la fois au niveau cellulaire et au niveau des ensembles cellulaires. Une
bréve présentation des différents types de facteurs de maintenance sera abordée dans

la section suivante.

1.7 Facteurs de maintenance de I’architecture neuronale identifiée a ce jour

Dans la suite de ce mémoire, les termes « maintenance neuronale » et «
maintenance du systéme nerveux » seront utilisés de manicre interchangeable pour
décrire l'action de facteurs sur la préservation de 1'assemblage structurel de groupes de
neurones. Quelques groupes de recherche ont démontré 1'effet post-développemental
de molécules spécifiques sur la préservation de l'architecture neuronale chez C. elegans
(Figure 1.6, (Aurelio et al., 2002; Bénard et al., 2006; Bénard et Hobert, 2009; Bénard
et al.,2009; Biillow et al., 2004; Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008; Sasakura et al.,
2005).

Certains de ses facteurs qui agissent de maniere sélective pour maintenir la position des
axones dans les fascicules sans altérer 1'organisation neuronale des ganglions (Aurelio
et al., 2002; Bénard et al., 2009; Biilow et al., 2004). Les interneurones PVQ et PVP
dans la corde nerveuse ventrale maintiennent leur position axonale grace a la
production de deux petites protéines, ZIG-3 et Z1G-4, qui contiennent deux domaines
immunoglobulines et sont sécrétées par l'interneurone PVT (Aurelio et al., 2002;

Bénard et al., 2009). De maniere similaire, 1'isoforme EGL-15(5A) appartenant a la
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superfamille des immunoglobulines (Sflg) et ayant une fonction similaire au récepteur
des facteurs de croissance des fibroblastes chez les vertébrés, est également impliquée
dans le maintien axonal des interneurones PVQ et PVP. Cependant, contrairement aux
protéines ZIG-3 et Z1G-4, elle agit a partir de I'épiderme pour assurer cet effet (Biilow
et al., 2004).
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Figure 1.6 Schéma des facteurs de maintenance neuronale identifiés chez C. elegans. Les
ganglions et les fascicules chez le nématode sont maintenus grace a une variété de molécules
appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Image adaptée de Bénard et Hobert,
2009.

DIG-1, une autre protéine de la Sflg qui est extracellulaire et massive -composée de 13
100 acides amingés- participe activement aussi a la maintenance de l'architecture du

systeme nerveux (Figure 1.6). DIG-1 est impliquée dans le maintien des axones de la
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corde nerveuse ventrale et des neurones chimiosensoriels (ASH et ASI) par rapport a
'anneau nerveux (Bénard et al., 2006). Cette protéine de la Sflg est produite par des
cellules mésodermales, dont les muscles et contient plusieurs domaines d'interaction
qui pourraient coordonner 1'adhésion des neurones a leur environnement (Bénard et

Hobert, 2009).

SAX-7, une protéine transmembranaire homologue aux protéines de la famille L1ICAM
(CAM pour « cell adhesion molecule ») des vertébrés, est un autre facteur impliqué
dans le maintien post-développemental des ganglions et des fascicules des cordes
nerveuses chez C. elegans (Figure 1.6). Cette protéine d'adhésion appartient également
a la Sflg et est présente sous deux formes dérivées d'initiation alternative de la
transcription, une forme courte (SAX-7S) et une longue (SAX-7L). Seule SAX-7S est
fonctionnelle pour maintenir l'architecture du systeme nerveux (Desse et al., 2021;
Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005). SAX-7 est exprimé et fonctionne a partir
des neurones via des interactions homophiliques pour coordonner 1’adhésion cellulaire
entre les neurones (Desse et al., 2021). Des produits clivés de SAX-7S sont les plus
abondants, et ils fonctionnent a partir des neurones également (Desse et al., 2021).
Plusieurs études ont démontré que SAX-7 est essentielle pour le maintien de
I’organisation des ganglions de la téte et des fascicules des cordes nerveuses ventrale
et latérale chez C. elegans (Chen et Zhou, 2010; Desse ef al., 2021; Ramirez-Suarez et
al., 2019). Notre laboratoire meéne actuellement des recherches approfondies sur
SAX-7/L1CAM, car cette molécule joue un roéle crucial dans le maintien de
l'architecture du systéme nerveux. En effet, en plus de ses roles de développement bien
connus et conservés du nématode a I'humain, la molécule d'adhésion SAX-7/L1CAM
semble également jouer un rdle post-développemental chez la souris adulte. Des études
ont montré qu'une déplétion conditionnelle du geéne L1 dans le cerveau adulte de la
souris entraine (1) une augmentation de la transmission synaptique excitatrice et cause
des déficits comportementaux (Law et al., 2003), (2) une perte de la dépolarisation

tonique et avec pour conséquences des troubles d'apprentissage moteur (Hortsch ef al.,
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2014; Weller et Girtner, 2001). Chez ’humain, des mutations dans le gene LICAM
engendrent un ensemble de maladies neurodéveloppementales appelé « syndrome

L1 ».

Type sauvage Mutant de maintenance

»

Adulte

oyls14 (Psra-6::gfp)

Figure 1.7 Représentation d’un exemple des défauts de maintenance neuronale
sax-7/L1CAM. Jusqu'au 2™ stade larvaire (L2), les neurones chimiosensoriels (ASH et ASI)
repérables grace au marqueur oylsi4 (Psra-6::gfp), signalés par des fleches rouges, sont
correctement positionnés en arriére de I'anneau nerveux, identifié par une fléche bleue, autant
chez les mutants de maintenance neuronale que chez le type sauvage. Cependant, a partir du
3¢%me gtade larvaire (L3), une désorganisation progressive des ganglions neuronaux (délimités
par un encadré rouge) survient chez les mutants de maintenance neuronale, jamais observé chez
le type sauvage. Image adaptée de Bénard et al., 2012.

Au-dela des facteurs neuronaux de la Sflg, notre laboratoire a mis en évidence le role
de la matrice extracellulaire (MEC) dans la maintenance a long terme de 1’architecture
neuronale (Nadour ef al., en préparation). En effet, lors d’un crible génétique classique
par mutagenése pour trouver des mutations capables de supprimer les défauts de
maintenance de I’architecture neuronale des mutants sax-7, une mutation causant une
perte de fonction d’une protéine appelée MIG-6 et codant pour la papiline, a été

identifiée. La papiline est une protéine de la MEC conservée jusqu’a ’humain qui est
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trés peu étudiée a ce jour, dont rien n’est encore connu sur son role ni ses potentiels

interacteurs.

Afin de mieux comprendre le role de la papiline au sein de la MEC et dans la
maintenance neuronale, nous nous sommes demandé comment une perte de fonction
de la papiline pouvait éventuellement affecter 1'expression ou la localisation des
composants de la MEC. Nous faisons ci-dessous un résumé des roles des principaux

composants de la MEC.

1.8 La matrice extracellulaire

Chez I’humain, environ 20% du volume total du cerveau est occupé par la MEC
(Nicholson et Sykova, 1998). Les membranes basales (MB) sont de minces feuilles
denses de MEC qui entourent la plupart des tissus (Yurchenco, 2011). Cette couche
protéique joue un role essentiel dans divers processus biologiques tout au long de la
vie des organismes. En effet, elle protége les tissus des forces mécaniques, contribue a
former la barriére hémato-encéphalique et les jonctions neuromusculaires, et participe
a la mise en forme des tissus (Morrissey et Sherwood, 2015; Rogers et Nishimune,

2017).

La matrice extracellulaire chez C. elegans

La majeure partie de nos connaissances sur les fonctions de la MEC chez les invertébrés
provient des modeles de C. elegans et de Drosophila melanogaster. Chez C. elegans,
il existe deux formes principales de MEC : celle de la MB et la cuticulaire. Récemment,
une caractérisation in silico a révélé que la MEC de C. elegans comprend plus de 700
molécules, dont 70 % ont des homologues chez 1'humain (Teuscher ef al., 2019). Le
développement d'un organisme multicellulaire implique une série de processus tels que
la division cellulaire, la différenciation et la migration des cellules. Les interactions

entre les cellules et la MEC régulent ces différentes étapes du développement.
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Toutefois, parmi les multiples rdoles que joue la MEC de C. elegans dans son
développement, la migration cellulaire a été I'un des aspects les plus étudiés, a l'instar
des vertébrés. La composition de la MEC varie en fonction du type de tissu, avec
certaines protéines présentes en quantité abondante dans un tissu donné tandis qu'elles
sont quasi-absentes dans un autre tissu. Chez C. elegans les protéines structurales,
comme le collagéne de type IV, les laminines et le perlécan, permettent de former et

de structurer la MEC (Figure 1.8).

Perlecan
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Figure 1.8 Schématisation des principaux composants la matrice extracellulaire. Schéma
représentatif de composants de la ECM a la surface cellulaire. Chacun de ces composants sont
interreliés via des connections (représenter par des fléches) formant ainsi une matrice
permettant de maintenir les structures cellulaires et tissulaires en place. Image adaptée de
Jayadev et Sherwood, 2017.
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Le Collagene IV

Les collagénes représentent les molécules les plus abondantes au sein de la MEC chez
C. elegans. Les collagénes jouent un role prépondérant dans la composition de la MEC
cuticulaire spécifique aux nématodes, constituant la majeure partie de ses molécules
non conservées. Concernant la MEC de la membrane basale chez C. elegans, huit
collagenes y sont exprimés. Parmi eux, les plus abondants sont les collagenes 1V
(EMB-9 et LET-2), orthologues du collagéne IV al humain (Figure 1.9). Ces
collageénes de la MEC jouent un role crucial dans le développement embryonnaire et
larvaire de C. elegans. En effet, la perte de EMB-9/collagéne IV al ou de
LET-2/collagéne IV 02 entraine une 1étalité embryonnaire et larvaire précoce (Guo et
al., 1991). Des études récentes suggerent que leur recrutement est régulé par des
récepteurs de surface cellulaires, notamment les intégrines, ainsi que par d'autres

protéines structurales de la MEC, telles que les laminines (Jayadev et al., 2019).

C. elegans
LET-2

EMB-9

HHE - o=

Humain
Collagéne IV a1

I Peptide signal l Répétition de collagene I Domaine 7S

Figure 1.9 Structures des génes de collageénes IV chez C. elegans et ’humain. LET-2 et EMB-9,
les deux collagénes IV chez C. elegans orthologue du collagene IV al chez ’humain. Image
adaptée de Amran et al., 2021.
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Les laminines

En plus des collagénes IV, les laminines sont des glycoprotéines essentielles qui
constituent un réseau filamentaire dans 1’assemblage de la MEC (Hohenester et
Yurchenco, 2013). C. elegans posséde quatre génes de sous-unités de laminine (lam-
1; -2; -3; et epi-1) (Figure 1.10). Chez C. elegans, on trouve deux chaines a (LAM-3
et EPI-1); une chaine § (LAM-1) et une chaine y (LAM-2) (Figure 1.10; Kao et al.,
2006; Whitman et Borkowski, 1989; Zhu et al., 1999). Ces chaines de laminine
s'associent de manicre spécifique pour former deux types de trimeres de laminine, qui
différent uniquement par leurs chaines o (Figure 1.10). Les interactions principales de
la laminine avec d'autres molécules telles que le perlécan et la fibuline se produisent
principalement grace aux domaines G de la laminine. Parallélement, le nidogene établit
une interaction avec la chaine y1 (LAM-2) pour assurer la liaison du réseau de laminine
aux fibres de collagéne IV ce qui permet I’adhésion des cellules épithéliales avec la

lame basale (Holmberg et Durbeej, 2013).

Structure tridimensionnelle
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Laminine N-terminale @ Lamininelv @ Laminine G [} Laminine N-terminale

Figure 1.10 Structures des génes de laminines chez C. elegans et ’humain. Les laminines
forment des hétéros trimeres différencié uniquement par leur chaine a (LAM-3 et EPI-1). Les
deux autres chaines f (LAM-1) et y (LAM-2) sont communes. Image adaptée de Amran et al.,
2021.
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Le perlécan

Le perlécan est I’un des quatre protéoglycanes matriciels chez C. elegans. La
séquence de la protéine centrale dUNC-52/perlécan présente une similarité globale de
50 % avec le perlécan humain (Figure 1.11A), mais differe dans les régions portant les
chaines de glycosaminoglycanes. UNC-52 est sécrété dans la MEC. Les mutations dans
le géne du perlécan provoquent un phénotype musculaire désorganisé ainsi qu'une
locomotion non coordonnée (Rogalski et al., 1993). En effet, UNC-52/perlécan est
sécrété par les cellules épidermiques (Figure 1.11B) et se localise a l'interface muscle-
¢épiderme (Figure 1.11C), ou il est nécessaire a l'initiation du développement des
sarcomeres, en assurant la polarisation des intégrines vers la membrane basale et a la

formation des quatre quadrants musculaires.
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Figure 1.11 Le perlécan : structure de la protéine et localisation a la membrane des cellules
musculaires chez C. elegans. A) Structure et domaines du perlécan chez C. elegans et chez
I’humain. (B) Localisation cellulaire du perlécan dans la membrane basale hypodermale a la
jonction muscle-hypoderme (C) UNC-52/perlécan se localise aux limites des cellules
musculaires a la fois en surface (prés de la membrane adjacente a I'hypoderme) et a l'intérieur
(loin de cette surface) des plans focaux. Les animaux ont ét¢ immunomarqués avec des
anticorps dirigés contre UNC-52 et les images ont été obtenues par microscopie confocale,
montrant trois coupes optiques consécutives de 1,0 um. Les fléches jaunes indiquent les limites
des cellules musculaires. Image ‘A’ adaptée de Amran et al., 2021, ‘B’ adaptée de Mackinnon
etal., 2002, ‘C’* adaptée de Qadota et al., 2017.

La papiline

De nombreuses études suggerent que des protéines modulatrices, telles que la
MIG-6/papiline et certaines métalloprotéinases modifient la composition de la MEC
(Hesselson et al., 2004; Kawano et al., 2009; Keeley et al., 2020; Nadour et al., en
préparation). Elles interagissent avec les autres composants de la MEC pour en moduler
la dégradation et/ou la localisation de certains composants par des interactions
moléculaires. C. elegans posséde deux isoformes de la papiline, une dite S pour
« Short » et une L pour « Long » (Figure 1.12). Tres peu de travaux ont jusqu’alors été
effectués sur la papiline. On sait néanmoins qu’elle participe a I’organogénese (chez le
vers et la Drosophile), 1’organisation des dendrites et dans la régulation d’autres
métalloprotéinases matricielles (Fessler et al., 2004; Kawano et al., 2009; Kramerova
et al., 2000; Ramirez-Suarez et al., 2019; Wong et Schwarzbauer, 2012). De récents
travaux de notre laboratoire ont montré que seule 1’isoforme S de la papiline est
impliquée dans la modulation des défauts de maintenance d’architecture neuronale du

mutant sax-7 (Nadour et al., en préparation).
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Papiline cassette
1

é’ C. elegans l I
Métalloprotéinases I:l:-

I Peptide signal D Répétition dagrine riche en cystéine l Immunoglobuline C2

I T type 1 H Région que riche en cystéine I Inibiteur de la protéase de type Kunitz
I Séquence riche en cystéine U Domaine riche en Sérine/ Thréonine U Domaine riche en cystéine

[ Domaine catalytique

Figure 1.12 Structure de la papiline chez différentes especes. La papiline possede des domaines
conservés caractéristiques de nombreuses métalloprotéinases. Image générée par Malika
Nadour du laboratoire Bénard.

Le nidogeéne

Enfin, des protéines dynamiques de la MEC telles que le nidogene et la fibuline ont des
roles de soutien complémentaire a d’autres protéines matricielles (Das ef al., 2022). Le
nidogene est une glycoprotéine de la MEC conservée. Elle est composée de trois
domaines globulaires séparés par un domaine de type tige (Figure 1.13A et C)
permettant des attaches au collageéne IV (via les domaines G1 et G2) et aux laminines
(domaine G3), ce qui entraine une accentuation de la stabilité¢ entre ces deux

composants structuraux essentiels (Dai et al., 2018).

Chez C. elegans, le nidogéne est principalement retrouvé dans la MB de I’intestin, mais
également, dans une moindre proportion, dans celle d’autres tissus (pharynx, gonade,
anneau nerveux, utérus, muscle et hypoderme) (Figure 1.13B; Kanae et al., 2019). Le
nidogeéne, qui joue un rdle important dans la mise en place des neurones HSN et PVQ
(Kim et Wadsworth, 2000) et dans la formation synaptique (Ackley et al., 2003) chez
C. elegans, est également important pour le développement des dendrites de PVD en

interaction avec le perlécan (Dai et al., 2018).
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Figure 1.13 Le nidogene : homologie, localisation et domaines. (A) Similitude du nidogéne
entre C. elegans et la souris. (B) Localisation du nidogéne dans la téte avec nid-
I(xyz8[mkate2::NID-1]) au stade L2. (C) Domaines du nidogéne. Echelle = 10 um. MB
(Membrane Basale). Image ‘B’ adaptée de Kanae ef al., 2019, ‘C’ adaptée de WormBase.

La fibuline

L’homologue de la FBL-1/fibuline chez C. elegans a ¢été¢ mis en évidence grace aux
¢tudes chez le poulet (Barth et al., 1998). Fonctionnellement, il a ét¢ démontré que la
fibuline interagit avec plusieurs autres protéines de la MEC, dont la fibronectine, les
laminines, le nidogene et le fibrinogéne (Balbona et al., 1992; Pan et al., 1993; Tran et
al., 1995). Ses deux isoformes, C et D, sont des homologues des fibuline-1C et

fibuline-1D humaines (Figure 1.14; Barth et al., 1998).

Chez C. elegans, I’isoforme C est exprimée dans les parties antérieures et postérieures
de I’intestin et se localise aux MB de la gonade et du pharynx, et I’isoforme D dans les
parois musculaires de la téte et de la queue (Kubota ef al., 2004). De nombreux travaux
d’interactions génétiques supposent que la fibuline jouerai un role de stabilisateur
d’EMB-9/Collagene IV au sein de la MEC pour le soutenir dans sa capacité a se
réticuler (Kubota ef al., 2012; Kurshan et al., 2014).
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Figure 1.14 La fibuline : chez I’humain et C. elegans. (A) Domaines et isoformes de la fibuline
chez C. elegans. (B) Domaines et isoformes des différentes protéines de fibuline chez I’humain.
Image ‘A’ adapté de Kubota et al., 2004 et ‘B’ adaptée de Hanada et Sasaki, 2018.

1.9 Lavoie de TGF-B

De maniére similaire aux mammiféres, le matrisome de C. elegans comprend
toutes les protéines sécrétées dans la MEC, ce qui représente environ 4 % de son
génome (Teuscher ef al, 2019). Le matrisome est affecté par I’activité d’une des
principales voies de signalisation morphogénique : la « Transforming growth factor
beta » ou facteur de croissance transformateur béta (TGF-p). Etant donné que cette
voie est trés impliquée dans la régulation de la MEC, une partie de mes travaux de

recherche fut d’évaluer si I’effet de la papiline sur la maintenance de 1’architecture
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neuronale dépend de la voie de TGF-p. Je présente donc ci-dessous un résumé de cette

signalisation.

La famille de TGF-P est 1'une des principales voies de transduction de signaux utilisées
chez les animaux pour le développement et I'homéostasie. La voie de TGF- semble
étre un produit de la conservation évolutive animale, étant présente chez les animaux
les plus primitifs, tels que les éponges (ou spongiaires) et Trichoplax (Huminiecki et

al., 2009; Srivastava et al., 2008), mais pas chez les plantes ou les levures.

L’activation classique débute lors de la liaison du ligand aux récepteurs cellulaires
(type L et IT) (Figure 1.15A). Il s’en suit alors une cascade de signalisation médiée par
les Smads (acronyme portemanteau des homologues humains de Sma pour « Small »
(phénotype C. elegans) et Mads pour « Mother Against Decapentaplegic » des génes
de Drosophile) qui sont des médiateurs de signalisation intracellulaires intervenant
dans la signalisation de TGF-f (Derynck et al., 1998; Padgett et al., 1998). On distingue
trois classes de Smads, avec des différences fonctionnelles et de séquence : les
R-Smads (receptor-regulated Smads) régulés par le récepteur type I, les Co-Smads
communs (common partner Smads) et les [-Smads antagonistes (inhibitory Smads).
Les R-Smads sont directement phosphorylés et activés par 'activité kinase du récepteur
de type I (Kretzschmar et al., 1997; Macias-Silva et al., 1996; Zhang et al., 1996).
Apres leur activation, les R-Smads s'associent aux Co-Smads pour former des
complexes hétéro-oligomériques qui se transloquent dans le noyau (Kretzschmar et al.,
1997; Lagna et al., 1996; Wu et al., 1997; Zhang et al., 1996). Les complexes de Smad
agissent comme des facteurs de transcription sur des génes cibles en se liant
directement a I'ADN et en coopérant avec d'autres facteurs de transcription (Chen et

al., 1996; Chen et al., 1997; Liu et al., 1997).
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TGF-B chez C. elegans

Chez C. elegans, le principal ligand de la voie de TGF-, appelé DBL-1, est
impliqué dans la régulation de la taille du corps, la morphogenese de la queue des males
et I'expression de neurotransmetteurs des neurones sensoriels (Lints et Emmons, 1999;
Morita et al., 1999; Suzuki et al., 1999). Les mutants présentant des défauts dans cette
voie, connue sous le nom de voie Sma/Mab, sont environ 50% plus petits que les
individus de type sauvage, ont des spicules copulateurs males froissés et présentent des
anomalies dans la formation de motifs et I'expression de neurotransmetteurs des raies

sensoriels de la queue des males.

Deux types de signalisation de TGF-f chez C. elegans

Chez C. elegans, deux principales voies de signalisation du TGF-$ ont été
identifiées : la voie Dauer et la voie Sma/Mab (Figure 1.15B et C; Patterson et Padgett,
2000). Bien que ces deux voies utilisent un récepteur de type II commun, DAF-4
(Estevez et al., 1993; Savage-Dunn et al., 1996), d'autres composants de signalisation

sont spécifiques a chaque voie.

Dans la voie Dauer (Figure 15B) qui régule I'entrée dans le stade larvaire de type dauer
c’est-a-dire un arrét dans le développement et la ponte des ceufs (Ren et al., 1996; Trent
et al., 1983), le ligand DAF-7 (Ren et al., 1996) active le récepteur de type I DAF-1
(Georgi et al., 1990), ainsi que les Smads DAF-8 et DAF-14 (Inoue et Thomas, 2000;
Riddle et Albert, 1997), qui sont liés aux R-Smads. L'activité de cette voie s'oppose a
celle d'un autre Smad, DAF-3 (Patterson ef al., 1997), qui est distamment li¢ aux Co-

Smads.

La voie Sma/Mab (Figure 1.15C) utilise le ligand DBL-1 (Morita ef al., 1999; Suzuki
et al., 1999), qui active le récepteur de type I SMA-6 (Krishna ef al., 1999), ainsi que
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les Smads SMA-2, SMA-3 et SMA-4 (Savage-Dunn et al., 1996). Les Smads SMA-2
et SMA-3 sont similaires aux R-Smads humaines, tandis que SMA-4 est homologue
du Co-Smad Smad-4 des vertébrés. Cette voie régule la taille du corps et le

développement de la queue male.
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Figure 1.15 Signalisation de TGF-p : la voie de dauer et de voie Sma/Mab de C. elegans. (A)
La voie classique de signalisation du TGF-B illustrant le ligand TGF-; les récepteurs
cellulaires, les effecteurs intracellulaires (SMAD) et les effets de la signalisation de cette voie
qui est de moduler la transcription de génes cibles. (B) Chez C. elegans, la voie de TGF-J est
impliquée dans la régulation de la formation du stade développementale dauer. DAF-3, le co-
Smad, régule négativement la voie et peut résider dans le noyau plutot que d'étre transporté
avec les R-Smads. DAF-5 est I'orthologue de SnoN/c-Ski et ne fonctionne que dans la voie de
la dauer et pas dans la voie Sma/Mab. (C) La voiede TGF-f appelé « Sma/Mab » qui régule le
développement (taille du corps) et la morphologie de la queue (Sma/Small, Mab/Morphology
abnormal). Les deux R-Smads, SMA-2 et SMA-3, s'associent avec SMA-4, le co-Smad, et se
transloquent dans le noyau. Le Smad inhibiteur TAG-68 est indiqué par un point d'interrogation
car son role dans ces voies n'est pas clairement établi. Images adaptées de Savage-Dunn et
Padgett, 2017.

Il a depuis longtemps été établi que la voie de TGF-B régule la fibrose dans de
nombreux contextes cellulaires. Chez les mammiferes, il a été répertorié que le ligand
TGF-B1 aurait une forte affinité avec le collagéne IV (Paralkar et al., 1991) et qu’une

suractivation de cette signalisation entrainerait une augmentation de la transcription de
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sous-unité de laminines et du collagéne IV (Chai et al., 2003; Grande et al., 1997). De
récents travaux chez C. elegans font état de I’implication de la voie de TGF-f3 dans la
régulation de nombreux collageénes cuticulaires (Goodman et Savage-Dunn, 2022;
Madaan et al., 2020). Cependant, dans notre modéle d’étude de la maintenance
neuronale, rien n’est encore connu de I’implication de la voie de TGF-f dans la

régulation du collageéne IV et des laminines.

1.10 Interaction de TGF-f avec la MEC et la maintenance neuronale

Les cellules sont trés réceptives a leur environnement et ont la capacité d'y
répondre et de l'influencer. Par exemple, elles contribuent a créer, maintenir et réguler
la MEC et les enzymes la modifiant afin de maintenir une certaine homéostasie. Une
perte de cette régulation peut entrainer des conséquences négatives telles que la mort
cellulaire ou la fibrose. Les membres de la famille de TGF- font partie d'un groupe de
régulateurs de la MEC. Dans cette étude, nous évaluerons I’implication de ’activité de
TGF-B dans la capacité de la papiline a modifier son environnement matriciel et a

maintenir I’architecture neuronale a long terme.

1.11 Axes d’étude de ce mémoire

Afin de poursuivre la recherche sur la maintenance de I'architecture du systéme
nerveux, notre laboratoire a effectué un crible génétique visant a identifier des
suppresseurs de défauts de maintenance des ganglions neuronaux chez le mutant sax-
7/L1CAM. En effet, chez le mutant du gene sax-7, les somas des neurones ASH et ASI
se développent normalement, mais ultérieurement tendent a se déplacer antérieurement
vers I’anneau nerveux (tel que décrit en Figure 1.7), a cause de stress mécaniques liés
a la locomotion. En comparaison, chez le type sauvage ces neurones demeurent
postérieurs a I’anneau nerveux tout au long de la vie du vers. Basé sur ce phénotype,
notre laboratoire a effectué un crible pour des mutations modulatrices de ce phénotype

de désorganisation neuronale des mutants sax-7 suite a une mutagénese (avec l'agent
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mutagénique méthane sulfonate d'éthyle ou EMS) (Figure 1.16). Notre laboratoire a
découvert un mutant du geéne codant pour la MIG-6/papiline (Nadour et al., en
préparation) comme suppresseurs des défauts neuronaux des mutants sax-7. Par la
suite, grace a une ¢étude quantitative, nous avons découvert que le mutant de la

MIG-6/papiline accumule plus d’EMB-9/collagéne IV que le type sauvage.

Cette identification du mutant mig-6 comme modulateur de la MEC et de I'état
d'organisation des structures neuronales suggere un lien entre 1’organisation neuronale
et la composition de la MEC. Nous supposons qu’une densification suffisante de la
matrice permet de limiter les mouvements des neurones (dues aux stress mécaniques)

et par conséquent promouvoir le maintien de 1’organisation neuronale.
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Figure 1.16 Schéma du crible génétique par mutagénése. Identification du mutant mig-
6/Papiline comme suppresseur des défauts d’organisation neuronale du mutant sax-7. EMS
pour méthane sulfonate d'éthyle est un composé organique mutageéne qui engendre diverses
mutations dans le génome du sujet exposé. A la suite de I’'EMS, de rare mutant ont été identifié
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comme suppresseur de 1’organisation anormale des somas. Image adaptée d'une illustration
générée par Claire Bénard.

Chez les vertébrés, des structures de la MEC appelé « Perineuronal Net » ou filet
périneuronaux permettent de maintenir 1’architecture neuronale en place en
coordination avec la MEC environnante. Les filets périneuronaux, qui ont été décrits
pour la premicre fois par Camillo Golgi il y a plus d'un siecle, sont considérés comme
une structure de la MEC densément organisée autour des corps cellulaires et des
dendrites proximales de nombreux neurones du cerveau et de la moelle épiniere (Golgi,
1893). L'importance biologique des filets périneuronaux n'est pas entierement claire et
plusieurs fonctions ont été proposées (bas¢ sur des données obtenues chez la souris),
notamment la neuroprotection, la stabilisation synaptique, le développement neuronal
et la plasticité (Karetko et Skangiel-Kramska, 2009). Aujourd’hui, plusieurs études
montrent qu’il joue un role central dans le controle de la plasticité du systéme nerveux
central. En effet, au cours du développement on observe une augmentation de
l'expression des composants qui constituent les filets périneuronaux, ce qui est coincide
avec la fin de la « période critique » (période de remodelage intense des connexions
neuronales) et se manifeste par une diminution de la plasticité neuronale (Kwok et al.,
2010; Kwok et al., 2011). Cette observation a conduit a I'hypothése selon laquelle les
filets périneuronaux fonctionnent pour maintenir l'architecture neuronale et stabiliser
les contacts synaptiques, réduisant ainsi leur potentiel de neuroplasticité (Rhodes et
Fawcett, 2004; Wang et Fawcett, 2012). Dans notre contexte, un épaississement de la
MEC via une augmentation de composants structuraux permet-il de compenser

I’absence du facteur de maintenance neuronal SAX-7 ?

Par ailleurs, bien que I’étude des rdles de la MEC dans différents modéeles de maladie
soit en pleine effervescence, peu de choses sont connues des mécanismes de synthéses

et des interactions entre la MEC et la voie de TGF-P pour promouvoir la maintenance
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neuronale a long terme. Nos résultats préliminaires suggerent que MIG-6/Papiline

modifierait la composition de la MEC, mais de nombreuses questions sont a répondre.

Ces travaux de maitrise ont visé a caractériser 1’importance de facteurs
extrinseques dans la maintenance a long terme du systéme nerveux. IIs ont ét¢ menés
selon deux axes, chacun d’entre eux traité séparément dans les prochains chapitres
(Figure 1.17):

1) Déterminer le role de certains composants de la MEC dans la maintenance neuronale

(en interaction ou non avec MIG-6/Papiline)

2) Déterminer le role de TGF-P dans la capacit¢ de MIG-6/Papiline a modifier son

environnement matriciel et & maintenir 1’architecture neuronale a long terme

Maintenance de I'architecture du
systéme nerveux

PN

Matrice extracellulaire Voie de TGF-B
DBL-1¢8

Membrane

SMA-6 DAF-4

SMA-2 l
SMA-3 ...
SMA-4

Taille du corps
Morphologie de la
queue

Figure 1.17 Présentation sommaire des axes de cette étude. Deux facteurs extrinséques seront
étudiés en contexte de maintenance neuronale : la MEC et la voie de TGF-B. (Gauche) Des
coupes de microscopie électronique au niveau de la téte d'un nématode adulte montrent que la
MEC forme des couches denses qui entourent les structures neuronales, les séparant ainsi des
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muscles de la paroi corporelle et du pharynx. (Droite) Le réle de voie de Sma/Mab de TGF-f§
qui sera testé dans les effets médié par le mutant MIG-6/Papiline. Images adaptées de Bénard
et al., 2006 et Baltaci et al., 2022.
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CHAPITRE 2

Matériels et méthodes

2.1 Construction et maintenance des souches

Conformément a la procédure standard d’entretien de souches C. elegans, les vers ont
¢té conservés dans un incubateur a 20°C sur des boites de Pétri préremplies avec du
Nematode Growth Medium (NGM) et ensemencées (sauf indication contraire) avec
Escherichia coli OP50 (Brenner, 1974). La souche de C. elegans N2 Bristol est utilisée
comme type sauvage (Brenner, 1974). Afin de générer les souches nécessaires a la
réalisation de cette étude, des croisements par génétique classique (voir exemple en
Figure 2.1) a I’aide de males de type sauvage ont été réalisés. Les alleles utilisés sont
listés dans le Tableau 2.1 et les souches utilisées et construites sont présentées dans le

Tableau 2.2.

Tableau 2.1 Liste des alléles utilisés

Géne Alléle Nature Référence

dbl-1 nk3 Délétion de 5 595 paires de bases (Morita et al., 1999)
fbl-1 k201 G249E (Kubota et al., 2012)
nid-1 cgll9 Délétion de 3 129 paires de bases (Kang et Kramer, 2000)
mig-6  qv33 G664E (Nadour et al., en préparation)
sax-7  qv30 Délétion de 19 973 paires de bases (Desse et al., 2021)

sma-6  wk7 Y72%* (Krishna ef al., 1999)
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Tableau 2.2 Liste des souches utilisées et construites.

Souche | Génotype | Transgéne | Référence
Souche de type sauvage servant de référence
N2 (Brenner, 1974)
NK245 qyls7 lam-1::gfp (Ziel et al., 2009)
NK364 qyls46 emb-9::mCherry (Ihara et al., 2011)
NK2579 | gv62 mNG+loxP::fbl-1 Crispr/Cas9 (Keeley et al., 2020)
VH648 hdls26 Podr-2::CFP; Psra-6.::DsRed2 (Hutter, 2003)
VQI742 qvis9 Pmig-6::mNeonGreen::mig-6s (N’adour. et al., en
préparation)

Observation du collagéne IV

VQI1176 | mig-6(qv33) V; qvls46 X

VQ1795 | sma-6(wk7) II; qyls46 X

VQ1839 | sma-6(wk7) 1I; mig-6(qv33) V; qvls46 X

Observation de la laminine
VQ1175 | mig-6(qv33) V; qyls7 X

Observation de la fibuline
VQ1837 | mig-6(qv33) V; qyv62 1V

Observation de la papiline
VQ1998 | dbl-1(nk3) V; qvis9
VQ2013 | gvis9; yxEx615 | Psma-6::sma-6; Punc-122::gfp

Observation des neurones ASH/ASI
VQ393 | nid-1(cgl19) V; hdls26 1l
VQI1061 | sax-7(qv30) 1V; hdls26 Il
VQ1076 | mig-6(qv33) V; hdls26 1I1
VQI1077 | sax-7(qv30) 1V; mig-6(qv33) V; hdls26 Il
VQI1295 | sax-7(qv30) 1V, nid-1(cgl19) V; hdls26 11l
VQI1828 | sma-6(wk7) II; hdls26 Il
VQI1852 | sma-6(wk7) II; mig-6(qv33) V; hdls26 Il
VQI1866 | sma-6(wk7) Il; sax-7(qv30) 1V; hdls26 111
VQI1905 | sma-6(wk7) I1; sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 111

Références : (Brenner, 1974; Hutter, 2003; Ihara et al., 2011; Keeley ef al., 2020; Nadour et
al., en préparation; Ziel et al., 2009)
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Objectif : sma-6(wk7) II; sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 III

& N2 x F sax-7(qv30) IV: mig-6(qv33) V; qyls46 X

sqs o N [ Denadm " 2 =
Sélection de males avec le l Prog d’autofécondation

marqueur fluorescent gyIs46

3 s 7(qv30) py, mig—0(qv33) . DBy < & sma-66vk7) II; sax-7(qv30) IV; hells26 11T

o ) n Proakiitise d aitotieondats
Sélection d’hermaphrodites avec les 4
marqueurs fluorescents hdls26 et gyls46

_ sma—6(wk7) ., sax—7(gv30) . mig—06(qv33) or + , hdls26 ... qyls46
Fi= ¢ + 1 sax—7(qv30) or + v; + Vi + 1 + X

F1 : Isolation de 10 vers h hrodites avec les marqs hdls26 et gyls46 f
[}
Chromosomes 5 ~
.. I v v I X g
F2 : Isolation de 20 vers 1 sma=6(wk7) sax=7(gv30) mig—0(qv33) hdls26 @146 8
avec le phénotype Sma 4 sma—6(wk7) sax—7(qv30) mig—06(qv33) hdls26 qyls46 @
et le “I‘a; ;1“’“’ hdls26 1 sma—6(wk7) sax—7(qv30) mig—6(qv33) hdls26 avIs46
RS 2 ¥ ¥ ¥ T +
1 + + + - +
2 + + + + ¥

F3:

* Lysat + PCR sax-7 et mig-6 pour identifier des homozygotes de chacune de ces mutations

* Vérification que tous les vers ont le phénotype Sma

* Vérification que tous les vers sont homozygotes hdls26 (par fluorescence) et n’ont plus le marqueur gy/s46

F4:

* Lysat + PCR sax-7 et mig-0 pour confirmation de I’homozygotie des candidats
+ Confirmation que tous les vers ont le phénotype Sma

+ Confirmation que tous les vers sont homozygotes hdls26

Figure 2.1 Exemple des étapes de construction d’une souche par génétique classique chez
C. elegans. Le génotype souhaité est indiqué en vert, les fléches rouges indiquent la progression
aux phases de croisement et les fléches bleues indiquent la progéniture issue de
I’autofécondation qui sera également retrouvée sur la plaque.

2.2 Techniques de génotypage utilisées lors de la génération de nouvelles souches

Afin de détecter la présence et confirmer ’homozygotie de mutations utilisées dans
cette étude, deux méthodes de confirmation ont été employées : la sélection sur la base
du phénotype et/ou la PCR. Les amorces de génotypage ainsi que la taille des bandes

attendues sont détaillées dans le Tableau 2.3.

Les mutations non présentes dans le Tableau 2.3 ont été génotypées sur la base du
phénotype visible entrainé par la mutation. Dans cette étude, ce fut le phénotype Sma
pour « Small » des mutants sma-6(wk7) et dbl-1(nk3) qui a pour conséquence une
limitation de la croissance (en longueur), entrainant donc des vers plus petits que le

type sauvage (Figure 2.2). Ces mutations étant récessives, l’identification et la
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confirmation du phénotype sur deux générations ont été effectuées pour valider

I’homozygotie des mutations.

Tableau 2.3 Liste des amorces utilisées

Allele Amorce sens Amorce antisens Produit
CTGCATTGATAGAGTGGTCCTGTCAGT
TGAGATC

fbl-1(k201) TAATCGTGGCGATGGTTCC 498 pb
CATGGGATGGCTTTTGC 336 pb

nid-1(cgl19) TGTCACCTATTCCTTCAACG
522 pb

Digestion par BamHI
mig-6(qv33) CTCCCAAGGAAGAGCCTATCC CGAGCAGTTAGAGCATCCG 546 pb
362+184 pb
TCTCTCAAAATTCTTCGCAAGC CGGGAAGAAATGAAACAGGA 592 pb
sax-7(qv30)

326 pb

En vert, les amorces et produits PCR pour le type sauvage et en rouge, celles correspondant au

mutant.

Figure 2.2 Illustration du phénotype Sma. Les vers Sma sont reconnaissables par leur petite
taille (A). En plein mouvement, ils peuvent étre différenciés car leur petit corps n’arrive qu'a
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former que 2 vagues ou arches du corps, la ou des vers de taille normale en forment 3 (B).
Images adapté de Gumienny et Savage-Dunn, 2013.

2.3 Microscopie

Avant examen anatomique et cellulaire, chaque souche a ét¢é maintenue « nourrie »
(transférée régulierement sur des plaques avec de la bactérie fraiche) a 20 °C, pendant
au moins 3 générations apres la confirmation de leur génotype, soit une période
d’environ 2 semaines. Sauf indication contraire, les souches ont été analysées au stade
adulte « jour 2 », soit 48 h apres le stade L4. Sur un coussin d’agarose 5%, les vers ont
¢té plongés dans de 1’azide de sodium (75 mM) pour induire la paralysie, puis
recouverts d’une lamelle. L’observation des vers s’est faite au microscope a
fluorescence Zeiss AxioScope Al pour 1’analyse du phénotype neuronale, et au Imager
M?2 muni d’une camera AxioCam pour 1’observation des protéines de la MEC avec le
logiciel AxioVision. Le traitement post-expérimental des images a été effectué a l'aide

du logiciel ImageJ, et la déconvolution d'images avec le logiciel AutoQuant X3.

2.4 L’ARN interférence

L'ARN interférence (ARNi) est un mécanisme biologique présent chez la grande
majorité des eucaryotes a l'exception de certaines especes (Shabalina et Koonin, 2008).
Cette technique permet, via la liaison dun brin d’ARN exogeéne complémentaire a celui
synthétisé par I’organisme, la dégradation de I’ARNm endogéne d’un gene précis. Cela
a pour conséquence I’inhibition controlée (dans le temps) de sa traduction d’un gene

sans affecter le génome.

2.4.1 L’ARNichez C. elegans

C. elegans a été le premier animal dans lequel l'activation des voies d'ARNi en réponse
a des amorces exogenes a ¢été observée, et ou ces voies d'ARNi activées ont été
caractérisées (Fire et al., 1998; Sarkies et Miska, 2013). Depuis, deux sources d'ARN

double brin (ARNdb) exogenes ont été¢ mises en évidence chez plusieurs organismes :
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les virus @ ARN d'une part et les ARNdb présents dans 1'environnement (notamment

produits par les bactéries) d'autre part.

L'étude originale de Mello et Fire a démontré que l'injection d'ARNdb dans la gonade
du ver entraine le silencage du géne ciblé chez la génération suivante (Fire et al., 1998).
Ces résultats montrent que I'ARNi exogene (exo-ARNi) chez C. elegans est
systémique, ce qui signifie que le signal de silence peut se propager dans tout le corps
de I'animal, y compris la lignée germinale, et peut donc étre transmis des parents a la
progéniture. D'autres études ont révélé l'existence de plusieurs méthodes pour
déclencher I'exo-ARNi chez le ver, notamment en nourrissant les animaux avec des
bactéries exprimant de I'ARNdb (Timmons et al., 2001) ou en les trempant (croissance

en milieu liquide) dans des solutions contenant de I’ARNdb (Tabara et al., 1998).

2.4.2 Propagation de ’ARNdb de I’intestin au reste du corps

Dans cette étude, nous avons choisi d’induire I’ARNi via I’ingestion de bactéries
exprimant de I’ARNdb. La protéine transmembranaire SID-1 (systeme d'interférence
d'ARN systémique déficient-1) joue un role essentiel dans I'ARNi systémique en
permettant l'importation cellulaire du signal de silengage, mais elle n'est pas nécessaire
pour I'ARNi par injection (Winston et al., 2002). SID-1 est exprimée dans presque tous
les types de cellules, a l'exception des neurones, ce qui explique la résistance de la
plupart de ces derniers a 1'exo-ARNi (Timmons et al., 2001; Winston et al., 2002). En
revanche, la surexpression de SID-1 dans les neurones les rend sensibles a 'ARNi
(Calixto et al., 2010). Une autre protéine transmembranaire et récepteur endocytaire,
SID-2, est exprimée dans les cellules intestinales et joue un role essentiel dans
l'absorption de I' ARNdb provenant de 1'environnement (par alimentation ou trempage),
mais elle n'est pas indispensable pour I'ARNi déclenché par l'injection (McEwan ef al.,

2012; Winston et al., 2007).
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2.5 Principes de base de I’ARNi chez C. elegans

Pour nos expériences d’ARNi, nous utilisons la souche bactérienne E. coli
HT115(DE3) transformée. Cette souche est un lysogeéne, c’est-a-dire qu’elle contient
un bactériophage (dans notre contexte non virulent) qui se transmet de fagon héréditaire
ou non (Timmons et Fire, 1998). De plus, elle renferme en elle-méme un opéron intégré
au chromosome bactérien. Cet opéron abrite le géne codant pour I' ARN polymérase T7
ainsi que le gene de résistance a la tétracycline, les deux sous le controle d'un promoteur
"Lac" inductible par isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Ainsi, la sélection
adéquate de la souche bactérienne se fait grace a la tétracycline. Un aspect important
est que cette souche bactérienne est mutante pour I'enzyme ARNase III, qui aurait
normalement pour fonction de dégrader les ARN double brin. Cette caractéristique

permet alors l'accumulation d'importantes quantités d'’ARNdb au sein des bactéries.

Le contexte génétique de cette bactérie [souche HT115(DE3)] est ensuite modifié¢ en 'y
introduisant le plasmide souhaité, visant a exprimer I'ARNdb ayant pour cible les
transcrits d’un geéne spécifique. Tous les plasmides congus pour I'ARNi de C. elegans
partagent la méme structure de base, abritant une séquence spécifique d'un gene de
C. elegans. Cette séquence est insérée entre deux promoteurs de ' ARN polymérase T7,
disposés de part et d'autre du géne ciblé (Ausubel et al., 1990). Ce schéma favorise une
transcription bidirectionnelle du gene et génére ainsi ' ARNdb correspondant (Kamath
et al., 2001; Timmons et al., 2001). De plus, ce plasmide possede une séquence de
résistance a I'ampicilline pour maintenir et favoriser la prolifération des bactéries qui
transmettent le plasmide d’intérét. A titre de contrdle systématique pour les expériences
d'ARNi, nous avons employ¢ le plasmide d'’ARNi "vide" L4440 (il ne contient pas
d'insert de gene spécifique de C. elegans) comme contrdle dans cette étude (Andersen

et al., 2008; Timmons et Fire, 1998).
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2.6 Protocole de préparation de I’ARNi

Les cultures bactériennes d’ ARNi sont préparées en paralléle de la synchronisation des
vers selon un protocole bien défini (ci-dessous) afin de maximiser 1’efficacité¢ de

I’expérience.

2.6.1 Synchronisation des vers

Les animaux a traiter par ARNi sont préalablement synchronisés afin d’obtenir une
population finale du méme stade au début de I’expérience. Pour synchroniser les vers,
un minimum de huit plaques de Pétri fortement peuplées d’embryons et
d’hermaphrodites gravides ont été lavées deux fois avec 1 mL d’eau milliQ tout en
décollant les embryons du NGM a I’aide d’une pipette Pasteur repli¢e. La suspension
recueillie dans un tube Falcon de 15 mL sur glace a ensuite été centrifugée a la vitesse
4 (~1300 rpm) d’une centrifugeuse clinique International Equipment Company, puis le
surnageant a été retiré et le culot (1 mL) a été transféré dans un tube Eppendorf de 1,5
mL. Il a ensuite été centrifugé deux minutes a 1500 rpm, puis le surnageant a été retiré.
Au culot restant (de 250 pL), ont été ajoutés 200 puL. d’hypochlorite de sodium (6 %
p/v) et 500 puL d’hydroxyde de sodium (1 M). La suspension a été délicatement
mélangée par inversion du tube chaque seconde pendant quatre minutes. Les larves et
adultes sont graduellement dégradés, mais les embryons sont protégés par une coquille
matricielle (donc résistants au traitement), puis récupérés pour établir une population

synchronisée.

Afin de terminer le traitement et retirer les cuticules restantes d’adultes dégradés, trois
lavages avec 1 mL d’eau milliQ suivi de deux lavages avec du M9 (Medium 9)
(Stiernagle, 2006) sont nécessaires. Chaque lavage étant entrecoupé d’un cycle de
centrifugation afin de culotter les embryons au fond du tube. A la fin, le culot
d’embryons est transféré dans un tube Falcon de 15 mL et suspendu dans 2 mL de M9.

Ce dernier est incubé a 20°C sur un Nutator (agitateur) durant 15-18 h afin que
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I’ensemble des embryons atteignent approximativement le milieu du premier stade
larvaire (le stade mi-L1), qu’ils maintiendront jusqu’a leur retrait du M9, car le

développement (dans ce milieu) s'arréte en I'absence de nourriture.

2.6.2 Préparation des bactéries

La préparation d’expériences d’ARNi nécessite une grande organisation en amont afin

de limiter les facteurs de variations et d’augmenter la reproductibilité des résultats.

A J-3 : Préparation des plaques
Des bactéries E. coli HT115(DE3) transformées avec le vecteur L4440 "vide"
(controle, sans insert) ou avec les plasmides contenant des inserts pour cibler un géne
donné sont listées dans le Tableau 2.4. Ces bactéries, entreposées a -80°C, ont été
¢talées sur une plaque d’agar contenant de I’ampicilline (75 pg/mL) et de la tétracycline

(12,5 pg/mL). Les plaques ont été incubées a 37 °C durant 18 h.

A J-2 : Précultures
Une colonie isolée par clone a été cultivée dans 1 mL de milieu LB contenant de
I’ampicilline (75 pg/mL) et de la tétracycline (12,5 pg/mL) a 37 °C sous agitation
durant 15 h.

A J-1 : Cultures et synchronisation des vers
Lancement du protocole de synchronisation des vers a analyser afin qu’ils soient préts
a la fin de la préparation de la bactérie. Six tubes de cultures contenant 15 mL de milieu
LB + ampicilline (75 pg/mL) ont été inoculés avec 100 pL de préculture puis laissés
sous agitation a 37 °C durant 15 h. Par la suite, 30 uL d’IPTG (a 1 mM) ont été rajoutés

aux cultures puis ces cultures sont remises sous agitation a 37 °C durant 3 h.
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Les cultures bactériennes ont ensuite ét¢ centrifugées a 3000 rpm pendant dix minutes
a 4 °C, puis la majorité du surnageant a été éliminée pour ne garder que, dans I’une
d’elles, 2,5 mL de bactéries concentrées. Le surnageant des cinq autres cultures a été
complétement retiré, puis par homogénéisation et transfert, I’ensemble des bactéries
des six cultures a été regroupé dans un tube puis étalé sur des plaques de NGM
supplémenté d’ampicilline et d’IPTG. Les plaques ainsi nourries ont été placées dans
un incubateur a 20°C pendant la nuit (a I’abri de la lumicre jusqu'a I’analyse des vers).
Chaque génotype ¢étudié comportait un groupe témoin (c’est-a-dire nourri avec de la
bactérie transformée avec le vecteur vide) et un groupe subissant I’ARNi contre un

gene du Tableau 2.4.

A J-0 : Dépét des vers synchronisés sur plaques
Les vers synchronisés tels que décrits précédemment sont centrifugés 4 min a 1300
rpm, puis apres retrait de la majorit¢ du surnageant, déposés sur les plaques
ensemencées. L’analyse par microscopie s’effectue 96 h apres le dépot des vers sur les

plaques, soit au stade Jour 2 apres le stade mi-L1 de synchronisation.

Tableau 2.4 Liste des clones utilisés pour les expériences d'ARNi

Géne (nom de cosmide) Géne Référence
aucun (L4440) (Timmons et al., 2001; Timmons et Fire, 1998)
F56H11.1 fbl-1
T25F10.2 dbl-1 .
7K370 2 ma2 (Kamath et Ahringer, 2003)
R13F6.9 sma-3

2.7 Me¢éthodes d’analyse
2.7.1 Criteres de quantification du phénotype neuronal

Les observations ont été effectuées sur des vers en position latérale. Les quatre
neurones sensoriels ASH (droit et gauche) et ASI (droit et gauche) ont été visualisés a
400X avec le rapporteur hdls26 (Psra-6::DsRed?2). Les vers ont été observés au stade

Jour 2. Pour la quantification des défauts de maintenance d’organisation neuronale du
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mutant sax-7, tout animal comportant au moins un neurone qui touche, chevauche ou
dépasse antérieurement 1’anneau nerveux est considéré comme ayant une organisation
neuronale défectueuse (Figure 2.3). Ainsi, seuls les vers ayant tous leurs neurones
(ASH et ASI) postérieurs a I’anneau nerveux sont considérés comme ayant une

organisation neuronale semblable au type sauvage (Figure 2.3).

Organisation Défauts
normale d’organisation

.’59‘ Contact

V;‘ Chevauchement
—-‘""’;Q‘ Dépassement

i

‘

Figure 2.3 Illustration des critéres de discrimination pour 1’analyse du phénotype de
maintenance de I’organisation neuronale. Selon la gravité du déplacement antérieur des somas
causé par le mutant sax-7, les neurones ASH et ASI (gauche et droite) peuvent (selon un point
de vue latéral du vers) étre en contact, chevaucher ou étre antérieurs a 1’anneau nerveux.
Adapté d'un schéma généré par C. Bénard.

2.7.2  Analyse des composants de la MEC

Les vers ont été observés en vue latérale. L’age auquel les vers ont été analysés est
indiqué dans les 1égendes des figures. Afin de limiter les variations de fluorescence li¢e
a I’exposition des vers a la lumiére fluorescente, un maximum de 1 a 3 vers par lame
(selon la stabilité du rapporteur fluorescent) a été examiné. Aussi, les vers du bon age
sont sélectionnés a 1’aveugle, sans biais d'apparence, jusqu’a I’obtention du nombre

d’individus désiré. Les images ainsi obtenues ont été analysées sur /mage.J.

2.7.3 Quantification des structures fibrotiques

Le nombre de structures fibrotiques de chaque animal a été déterminé sur des Z-stack

entiers d’images déconvolués en Max projection du logiciel ImageJ. Une moyenne de
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40 tranches a été définie avec une marge de variation de 1 a 5 tranches en plus selon
I’épaisseur du vers pour garantir un balayage complet de chaque vers. Afin de
différencier une « structure fibrotique » (Figure 2.4B) d’une « ligne » de collagéne IV
visible dans les parois musculaires (Figure 2.4A) sur des Z-stack entiers (Figure 2.4C),

des mesures de sélection ont été définies.

Figure 2.4 Critéres de dénombrement des structures fibrotiques. (A) Projection des 10
premiéres slides d’un Z-stack ou seules les « lignes » de collagéne IV des muscles sont bien
définies. (B) Projection des 20 slides entourant le pharynx, on y voit clairement et de fagon
définie les structures fibrotique avec un minimum d’interférence du signal provenant des
muscles. (C) Projection de 1’ensemble des 40 slides d’un vers, le patron d’expression des
« lignes » musculaires peut perturber le dénombrement des structures fibrotiques. A, B et C
sont différentes projections d’un méme vers mig-6(qv33); qyls46 a Jour 2 adulte. Echelle 10
um.

Nous avons suivi systématiquement 1’origine, le parcours et 1’orientation de chaque
« structure » afin de nous assurer de ne compter que les « structures fibrotiques », qui

ont généralement pour origine le pharynx et se dirige vers I’extérieur avec de surcroit
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une intensité accrue. De plus, on retrouve les structures fibrotiques uniquement dans
les tranches entourant du pharynx. En comparaison, les «lignes» des cellules
musculaires de la paroi du corps sont parall¢les les unes aux autres et suivent un schéma
répétitif spiralé. Enfin, on retrouve ces « lignes » des parois musculaires aux extrémités

du Z-stack lorsque 1’on parcourt le vers en largeur.

Quantification de I’intensité de fluorescence
Une région d’intérét a été tracée autour de la téte des vers a partir de la pointe antérieure

du procorpus jusqu’a I’extrémité du bulbe terminal (Figure 2.5).
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Région d'intérét Delete
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More »
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Figure 2.5 Exemple de délimitation de la région de la téte sur Imagel. Les quatre carrés autour
du vers (Fond 1 a 4) servent a définir la fluorescence totale du bruit de fond qui se superpose a
la fluorescence réelle de la téte. La région d’intérét de la téte débute du procorpus jusqu’a
I’extrémité du bulbe terminal en suivant les bords de la cuticule du vers. Image déconvolué en

projections par somme d’un vers de type sauvage avec le rapporteur fluorescent gyls46 a Jour
2 adulte.

La densité intégrée a été sélectionnée comme parametre représentatif de la fluorescence
de cette région sur /mageJ. L’intensité du bruit de fond a été soustraite de cette mesure

a partir du produit de la moyenne de fluorescence de quatre régions carrées identiques
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autour de la téte avec 1’aire de la région d’intérét de la téte, donnant ainsi la fluorescence

totale corrigée. Soit la formule suivante :

densité intégrée de la téte
moyenne de fluorescence des bruits de fond x aire de la téte

Fluorescence totale corrigée =

2.8 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R. Les données des figures
sont exprimées en proportion + erreur standard ou en moyenne =+ erreur standard. Afin
d’analyser les proportions, des tests de Fisher ont ét¢ effectués et les valeurs-p ont été
ajustées pour comparaisons multiples (correction Bonferroni). Les comparaisons entre
deux moyennes ont été faites avec des tests de Student, et des analyses par ANOVA a
un facteur pour plus de deux moyennes si les conditions (normalité des résidus,
I’homogénéité des variances) étaient respectées. Pour les cas ou les conditions
d’application étaient non remplies, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi
de tests post-hoc avec ajustement pour comparaisons multiples ont été¢ effectués
(correction Bonferroni). Les valeurs-p ont été considérées significatives lorsque < 0,05

(*), 0,01 (**) ou 0,001 (***).
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CHAPITRE 3
Résultats

Partie 1

Comme décrit dans I’introduction, les animaux mutants du geéne sax-7 possédent des
défauts d’organisation de I’architecture neuronale. La mutation sax-7(gv30) est une
délétion entiere du locus du geéne sax-7 (Desse ef al., 2021), avec laquelle ~90% des
animaux ont des défauts d’organisation des ganglions neuronaux ASH et ASI (Figure

3.1B).
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Figure 3.1 Le laboratoire a précédemment découvert mig-6(qv33) comme suppresseur des
défauts d’organisation neuronale du mutant sax-7. (A) Observation du phénotype
d’organisation neuronale a 1’aide du rapporteur hdls26 [Psra-6 ::DsRed2]. (B) Quantification
des défauts d’organisation neuronale a Jour 2 adulte Nadour et al., en préparation. (Proportion
+ erreur standard de proportion, tests exacts de Fisher avec valeurs-p ajustées pour
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comparaisons multiples). Pour chacun des génotypes, le n est compris entre 100 et 150
animaux. Les différences significatives sont indiquées par des astérisques (¥** p <0,001).

La mutation mig-6(qv33) dans le géne mig-6 a été isolée lors d’un crible génétique
(mené auparavant par le laboratoire a la recherche de modulateurs de la désorganisation
neuronale des animaux mutants sax-7). Cette mutation mig-6(gv33) engendre un faux
sens dans la protéine papiline (G664E), qui résulte en une perte de fonction
hypomorphique de mig-6. Cette mutation permet que 1’organisation neuronale soit
préservée : seulement 30% des animaux doubles mutants sax-7; mig-6 ont des défauts
d’organisation neuronale (Figure 3.1B). L’organisation neuronale des animaux simples
mutants mig-6(qv33) seuls, quant a eux, est semblable au type sauvage (Figure 3.1A).
Des expériences complémentaires effectuées par notre laboratoire ont établi que la
perte de fonction de mig-6S (et non mig-6L) est nécessaire pour la suppression des

défauts d’organisation neuronale du mutant sax-7 (Nadour et al., en préparation).

3.1 Identification de génes modulateurs de 1’architecture neuronale

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action du géne mig-6/papiline dans la
maintenance neuronale, nous avons débuté notre étude par la recherche d’interacteurs
génétiques codants pour des composants de la MEC, pouvant soit reproduire ou altérer
I’effet de maintien des structures neuronales du mutant mig-6. De précédents travaux
ont répertorié¢ I’importance du collagéne IV dans la régulation de phénotypes causé par
la perte de fonction de mig-6 (Biard, 2021; Keeley et al., 2020; Nadour ef al., en
préparation). Nous avons donc testé I’implication d’autres composants structuraux de
la MEC ayant des liens fonctionnels avec le collagene IVVEMB-9. Ainsi, nous avons
évalué I’implication du nidogene/nid-1, du perlécan/unc-52 et de la fibuline/fbl-1 car il
a été démontré qu’ils possedent des domaines de liaison avec le collagene IV pour
maintenir I’intégrité structurale de la MEC (Battaglia et al., 1992; Bonche, 2019; Dai
etal.,2018; Hopf et al., 1999; Whitelock et al., 1999) ou qu’ils interagissent ensemble



49

dans de nombreux contextes (cas de la fibuline) (Kubota et al., 2012; Kurshan et al.,

2014).

Test d’implication du nidogéne sur la maintenance neuronale chez le mutant sax-7

Une délétion du geéne nid-1, cgl19, cible la région promotrice du géne ainsi que les
premiers exons, ce qui empéche la transcription des trois isoformes du geéne nidogéne
(Figure 3.2A). Avec cette mutation, une analyse qualitative du phénotype de

maintenance neuronale (selon le modele en Figure 3.2B) a été effectuce.
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Figure 3.2 Test d’implication du nidogéne dans la maintenance neuronale chez le mutant sax-7.
(A) La mutation nid-1(cgl19) est une délétion de 3129 paires de base. (B) Schéma du modéle
de quantification qualitatif des défauts d’organisation des neurones ASH et ASI avec le
rapporteur fluorescent hdis26 [Psra-6 ::DsRed?]. (C) Quantification des défauts
d’organisation neuronale a Jour 2 d’age adulte. (D) Quantification des défauts d’organisation
neuronale a Jour 5 d’age adulte. (Proportion + erreur standard de proportion, tests exacts de
Fisher avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Pour chacun des génotypes, le n
est compris entre 100 et 150 animaux. Les différences significatives sont indiquées par des
astérisques (** p < 0,01). ns, non significatif. Image A adaptée de WormBase.
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A Jour 2, une 1égére diminution des défauts neuronaux a été observée chez le double
mutant sax-7(qv30), nid-1(cgl19) (Figure 3.2C), soit ~70% de défauts neuronaux chez
des animaux sax-7,nid-1 (au lieu de ~90% de défauts chez les mutants sax-7). Ceci est
significatif, mais loin d’étre comparable a la suppression engendrée par la perte de
fonction de mig-6. Pour vérifier la robustesse de cet effet dans le temps, nous avons
analysé les animaux a Jour 5 ou le double mutant sax-7(qv30); nid-1(cgl19) s’est
révélé semblable au simple mutant sax-7(qv30) (Figure 3.2D). Ce résultat suggere une
légere interaction du nidogeéne dans le mécanisme de maintenance neuronale, surtout
au début de I’age adulte, mais que sa présence dans ce contexte n’est probablement

requise que dans les premiers stades de vie adulte.
Le perlécan, un interacteur potentiel de 1’effet du mutant mig-6

Nous avons déterminé si une réduction d’expression du perlécan, en combinaison ou
non avec la perte de fonction de mig-6, pourrait entrainer un effet sur les défauts
neuronaux des mutants sax-7 (Figure 3.3B). Pour ceci, nous avons effectué¢ une
expérience d’ARNIi pour cibler les transcrits du géne unc-52/perlécan. Au stade Jour 2
d’age adulte, une légere réduction des défauts neuronaux (quantifiés tel que référencé
en Figure 3.3A) est observée entre le mutant sax-7 et le double sax-7; unc-52(ARNi),
mais cette suppression est probablement due a la paralysie entrainée par I’ARNi du
perlécan. En effet, de précédentes expériences au laboratoire ont révélé que la paralysie
des animaux mutants sax-7 est suffisante pour inhiber [I’apparition de défauts
neuronaux (Bénard ef al., 2012; Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008). Un effet
similaire était attendu en combinaison avec le mutant mig-6 du fait de la paralysie.
Cependant, on observe une réapparition partielle des défauts neuronaux de sax-7 suite
a 'unc-52(ARNi) chez les animaux triplement manipulés sax-7; mig-6; unc-52(ARNi)
(Figure 3.3B). Ensemble, ces résultats suggerent une possible interaction du perlécan

dans le mécanisme neuroprotecteur médié par la perte de fonction de mig-6.
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Figure 3.3 Test d’interaction entre unc-52/perlécan et mig-6/papiline. (A) Schéma du modele
de quantification qualitatif des défauts d’organisation des neurones ASH et ASI avec le
rapporteur fluorescent hdis26 [Psra-6 ::DsRed?]. (B) Quantification des défauts
d’organisation neuronale a Jour 2 d’age adulte des animaux traités par ’unc-52(ARNi).
(Proportion =+ erreur standard de proportion, tests exacts de Fisher avec valeurs-p ajustées pour
comparaisons multiples). Pour chacun des génotypes, le n est compris entre 100 et 150
animaux. Les différences significatives sont indiquées par des astérisques (* p < 0,05;** p <
0,01; *** p<0,001).

Identification de la fibuline comme interacteur dans la maintenance neuronale médié

par mig-6

Les mutations de perte de fonction du geéne fb/-/fibuline étant peu viables, nous avons
opté pour une approche comparative entre une mutation de gain de fonction fbl-1(k201)
et une approche par ARNi. Ce mutant k201 (glycine-249 en glutamate) a été identifié
lors d’un crible génétique a la recherche de suppresseurs de défauts de développement
de la gonade (Kubota et al., 2004). Les analyses ont révélé que le mutant fb/-1(k201)
est similaire au type sauvage, seul ou en combinaison avec le mutant mig-6 (Figure
3.4A). De plus, fbl-1(k201) n’a pas eu d’impact significatif sur I’organisation neuronale

chez le mutant sax-7 [en examinant les animaux doubles mutants sax-7(qv30)
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fbl-1(k201)], ni chez le double mutant sax-7, mig-6 [en examinant les animaux triples

mutants sax-7(qv30) fbl-1(k201); mig-6(qv33)] (Figure 3.4A).
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Figure 3.4 Analyses génétiques de possibles interactions entre les génes fbl/-1/fibuline et
mig-6/papiline . (A) Quantification des défauts d’organisation neuronale a Jour 2 d’age adulte
du mutant fb/-1(k201) en combinaison avec les mutations sax-7 ou/et mig-6. (B) Quantification
des défauts d’organisation neuronale a Jour 2 d’age adulte de la fb/-1(ARNi). Proportion +
erreur standard de proportion, tests exacts de Fisher avec valeurs-p ajustées pour comparaisons
multiples. Pour chacun des génotypes le n est compris entre 100 et 150 animaux. L’expérience
d’ARNi compte 80 a 100 vers par génotype et par essai, pour un total de deux essais. Les
différences significatives sont indiquées par des astérisques (*** p < 0,001). ns, non
significatif.

Nous avons aussi effectué une expérience d’ARNi contre le géne de la fibuline.
Contrairement au résultat obtenu avec le mutant de gain de fonction k201, 1a diminution
d’expression de la fibuline par ARNi a entrainé un large retour de défauts

d’organisation neuronale chez le double mutant sax-7; mig-6 [en examinant les
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animaux sax-7(qv30); mig-6(qv33); fbl-1(ARNi)]. A noter que fbl-1(ARNi) ne modifie
pas a elle seule les défauts neuronaux chez le simple mutant sax-7 [en examinant les
animaux sax-7(qv30), fbl-1(ARNi)] (Figure 3.4B). Cette tendance a la réapparition des
défauts neuronaux du mutant sax-7 a la suite de la I’ARNi de la fibuline [en examinant
les animaux sax-7(qv30); mig-6(qv33); fbl-1(ARNi)] a été¢ observée sur deux
expériences indépendantes, renforcant ainsi la robustesse de 1’effet. Ensemble, ces
résultats suggerent que la fibuline joue un réle dans 1’effet protecteur de I’architecture

neuronale médié par la perte de fonction de mig-6.

3.2 Distribution de composants de la MEC chez le mutant mig-6

Afin de mieux décrire les conséquences de la perte de fonction de MIG-6/papiline sur
l'é¢tat de la MEC, nous avons analysé les niveaux et la distribution de certains
composants de la MEC. Pour ce faire, nous avons effectu¢ des analyses quantitatives
et qualitatives de nombreux rapporteurs fluorescents intégrés de divers composants de
la MEC dans les mutants mig-6(gv33) comparés au type sauvage. Des croisements
génétiques m'ont permis de générer 3 différentes souches portant la mutation

mig-6(gv33) utilisées pour ces expériences.

Distribution de la protéine EMB-9/Collagéne IV chez le mutant mig-6

De précédents travaux ont révélé que la perte de fonction du géne mig-6 engendre une
accumulation d’EMB-9/collageéne 1V dans la MB de la gonade (Keeley et al., 2020),
ainsi que I’apparition de structures fibrotiques dans la téte (Figure 3.5B; Nadour et al.,
en préparation). Dans I’optique de définir cette accumulation d' EMB-9/collagene IV
de fagon plus détaillée, une quantification de fluorescence avec un marqueur stable
d’EMB-9 intégré a été faite dans toute la téte (Figure 3.5C). On observe une
accumulation d’EMB-9 dans la téte du vers chez le mutant mig-6 comparativement au
type sauvage. L’apparition de structures fibrotiques d’EMB-9 étant principalement

localisée autour du bulbe terminal du pharynx (Figure 3.5A; Nadour et al, en
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préparation), nous avons alors effectué une seconde quantification incluant uniquement
le bulbe terminal (Figure 3.5D) et avons trouvé la méme accumulation,
comparativement au controle. Afin de mettre ce résultat en perspective, nous avons
également quantifié la fluorescence uniquement dans le corpus (partie antérieure) de la
téte (Figure 3.5E). Le collagéne IV du corpus reste similaire au type sauvage. Par
ailleurs, nous avons recensé les structures fibrotiques, et trouvé qu'elles se retrouvent
dans un nombre de 3 a 4 structures fibrotiques par animal chez le mutant mig-6, un
phénotype jamais observé chez le type sauvage (Figure 3.5F). Ensemble, ces résultats
indiquent que la perte de fonction de mig-6 entralne une accumulation
d’EMB-9/collagéne IV dans la partie postérieure de la téte avec 1’apparition d’un

nombre moyen de 3 a 4 structures fibrotiques.
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Figure 3.5 Distribution d’EMB-9/collagéne IV chez le type sauvage et le mutant mig-6. (A)
Vue latérale du pharynx. Le corpus attire la nourriture bactérienne dans la lumiere, ou elle est
transportée vers le bulbe terminal par l'isthme. Le grinder écrase les bactéries avant qu'elles ne
soient transportées vers l'intestin. (B) Projection en somme de vers a Jour 2 d’age adulte de
type sauvage et le mutant mig-6(qv33) avec le marqueur fluorescent qyls46
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[Pemb-9::mCherry]. (C) Quantification de la fluorescence de la téte a Jour 2 de vers de type
sauvage et mutant mig-6(qv33). (D) Quantification de la fluorescence du bulbe terminal a Jour
2 de vers de type sauvage et mutant mig-6(qv33). (E) Quantification de la fluorescence du
corpus a Jour 2 de vers de type sauvage et mutant mig-6(qv33). (F) Quantification du nombre
de structures fibrotiques par animal. (Proportion £ erreur standard de la moyenne, tests de
Student). Pour chacun des génotypes le n est compris entre 19 et 30 animaux. Les différences
significatives sont indiquées par des astérisques (ns pour non significatif; *** p < 0,001).
Echelle = 10 um. UA renvoi a une unité arbitraire de fluorescence. Image A adaptée de
Trojanowski, 2015.

Distribution de la protéine FBL-1/fibuline chez le mutant mig-6

Etant donnés nos résultats montrant 1’implication du géne fbl-1 codant pour la fibuline
dans le processus de suppression des défauts du mutant sax-7 par le mutant mig-6
(Figure 3.4B), nous avons voulu déterminer si la distribution de la protéine fibuline
¢tait affectée chez le mutant mig-6. Grace a un rapporteur traductionnel des niveaux
endogenes de la fibuline générée par CRISPR, fbl-1(qy62[mNG+loxP::fbl-1]) (Keeley
et al., 2020), nous avons effectué des comparaisons entre le type sauvage et le mutant
mig-6(qv33) (Figure 3.6B). Comparativement au type sauvage, chez le mutant mig-6
nous avons identifi¢ la présence de structures semblables aux structures
fibrotiques d’EMB-9/Collagene IV (Figure 3.6A). Nous avons alors effectué¢ une
quantification du nombre de ces « structures de fibuline » par animal qui apparaissent,
elles aussi, autour du bulbe terminal du pharynx. Nous avons observé que le type
sauvage ne présente quasiment pas de « structures » de fibuline, et qu’en comparaison
le mutant mig-6 a une moyenne de 2 a 3 structures de fibuline par animal (Figure 3.6B).
Ce résultat suggere que comme pour le EMB-9/collagene IV qui n'est pas correctement
remodelé en l'absence de mig-6, le remodelage de la fibuline serait également affecté

par la perte de fonction du géne mig-6.
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Figure 3.6 Distribution de la fibuline chez le mutant mig-6. (A) Projection en somme de vers a
Jour 3 d’age adulte de type sauvage et le mutant mig-6 avec le marqueur fluorescent
fbl-1(qv62[mNG+loxP::fbl-1]). (B) Quantification du nombre de « structures » de fibuline
autour du bulbe terminal du pharynx chez le type sauvage et le mutant mig-6. (Proportion =+
erreur standard de la moyenne, tests de Student). Pour chacun des génotypes, le n est compris
entre 22 et 31 animaux. Les différences significatives sont indiquées par des astérisques (*** p
<0,001).

Distribution de la protéine LAM-1/laminine chez le mutant mig-6

Pour examiner la laminine, nous avons utilisé un rapporteur de la sous-unit¢ LAM-1,
marquée par la protéine fluorescente GFP, qyls7[Plam-1::lam-1::gfp] surexprimée a
partir d'un transgene stable intégré. C. elegans posseéde quatre génes de sous-unités de
laminine (Figure 1.10 de I’introduction) dont deux chaines o (LAM-3 et EPI-1); une
chaine  (LAM-1) et une chaine y (LAM-2) formant ainsi deux trimeres distincts
différencier uniquement par leurs chaines a (LAM-3 ou EPI-1). Le rapporteur gyls7
nous permet ainsi de visualiser la distribution des deux trimeres de laminines par la
visualisation d’une des chaines communes : chaine B (LAM-1). Nous avons alors
construit la souche avec la mutation mig-6(gv33) (Figure 3.7A) et avons effectué une
quantification de la fluorescence chez les mutants mig-6 comparé au type sauvage.

Comme on peut 1’observer sur la Figure 3.7A, confirmé par la quantification (Figure



57

3.7B), chez le mutant mig-6 comparativement au type sauvage, la laminine est plus
abondante. Ce résultat suggere qu’une perte de fonction de la papiline entraine (de

facon directe ou indirecte) une accumulation de laminine.
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Figure 3.7 Distribution de la laminine chez le mutant mig-6. (A) Projection en somme de vers
a Jour 2 d’age adulte de type sauvage et le mutant mig-6 avec le marqueur fluorescent gyls7
[Plam-1::lam-1::gfp]. (B) Quantification de la fluorescence sur des projections en somme de
vers a Jour 2 d’age adulte de type sauvage et le mutant mig-6. (Proportion = erreur standard de
la moyenne, tests de Student). Pour chacun des génotypes, le n est compris entre 31 et 32
animaux. Les différences significatives sont indiquées par des astérisques (*** p < 0,001).
Echelle = 10 um. UA renvoie a une unité arbitraire de fluorescence.

3.3 Recherche de modulateurs des niveaux ou distribution de la MIG-6S/papiline

Dans I'optique de découvrir des modulateurs des niveaux et/ou distributions de la
protéine MIG-6S/papiline, nous avons testé 1'impact de la réduction de la fonction de
composants de la MEC, tels que FBL-1/fibuline et ’EMB-9/collagéne IV, sur
MIG-6/papiline. Pour ceci nous avons effectué¢ des expériences d’ARNi sur ces deux
composants de la MEC. Nous avons ciblé la FBL-1/fibuline et I’EMB-9/collagene IV,
car chez le mutant mig-6, ces molécules forment des accumulations de type

« structures » linéaires.
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Figure 3.8 Recherche de modulateurs des niveaux et/ou distribution de la MIG-6S/papiline.
(A) Projection en somme de vers a Jour 2 d’age adulte de type sauvage, les vers sur
fbl-1(ARNi) et emb-9(ARNi) avec le marqueur fluorescent gvis9/Pmig-6::mNG::mig-6s]. (B)
Quantification de la fluorescence sur des projections en somme de vers a Jour 2 d’age adulte
de type sauvage et les vers fbl-1(ARNi) en vert clair. (C) Quantification de la fluorescence sur
des projections en somme de vers a Jour 2 d’age adulte de type sauvage et les vers emb-
9(ARNI) en rose clair. (Proportion + erreur standard de la moyenne, tests de Student). Pour
chacun des génotypes, le n est compris entre 25 et 38 animaux. Echelle = 10 pm. UA renvoie
a une unité arbitraire de fluorescence.

Pour mesurer les niveaux de la papiline suite a diverses manipulations, nous avons
utilis€ un rapporteur fluorescent de MIG-6S, qvis9/Pmig-6::mNG::mig-6s]. Cette
souche générée par le laboratoire est une intégration stable dans le génome du transgene
surexprimé. Une quantification de la fluorescence de la téte des vers au stade adulte
Jour 2 a été faite par microscopie et sauvegarde d'images (Figures 3.8B et C). Comme
on peut I’observer (Figure 3.8A), aucune modification significative du niveau de

MIG-6S n’est détectable.
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Partie 2

Jusqu’a présent, nos résultats suggerent qu’une perte de fonction de mig-6 est
accompagnée ou méme pourrait entrainer un remodelage de certains composants de la
MEC. De plus, I’effet de protection a long terme de 1’architecture du systéme nerveux
médié par la perte de fonction de mig-6 semble nécessiter I’implication d’autres
composants de la MEC, tels que le perlécan et la fibuline comme décrits ci-dessus.
Nous nous sommes alors posé la question si cet état de la MEC chez les mutants mig-
6 était dépendant de la signalisation de TGF-B. Une modulation de I’activité¢ de
TGF-f pourrait-elle modifier la maintenance neuronale induite par le mutant mig-6 ?
Dans cette deuxiéme partie, nous tenterons d’apporter des réponses a ces questions par

la réalisation d’expériences ciblées.

3.4 Analyse des interactions génétiques entre les geénes mig-6 et ceux de la voie

TGF- : impact sur le collagéne IV et la maintenance neuronale

Basée sur la littérature chez les vertébrés, la voie TGF-f est centrale dans la régulation
de I'é¢tat de la MEC (Chai et al., 2003; Grande et al., 1997; Paralkar et al., 1991). Nous
avons donc testé les interactions génétiques entre la mutation mig-6(qv33) et diverses
conditions de perte de fonction de la voie TGF-B. Pour ceci, nous avons mesuré la
distribution d’EMB-9/collagéne IV dans des combinaisons de simples et doubles
mutants. Notre choix du composant de la voie de TGF-f3 a muter a été¢ guidé par la
pénétrance des phénotypes engendrée par les mutations, ainsi que par la position
chromosomique du géne (ce qui détermine si c'est possible de faire de combinaisons

génétiques relativement rapidement lors de croisements génétiques).

Pour la construction des souches, nous avons choisi comme référence d’inactivation de
la voie de TGF-B un mutant nul du récepteur SMA-6 de TGF- nommé sma-6(wk7)
(Figure 3.9A). Nous avons observé la protéine EMB-9/Collagene IV avec le rapporteur

fluorescent gyls46 [Pemb-9::mCherry] dans une combinaison de souches avec
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sma-6(wk7) et mig-6(qv33) (Figure 3.9B). Comme illustré sur les images de
microscopie a fluorescence, la quantité d’EMB-9/Collagene IV est similaire entre le

type sauvage et le mutant sma-6 (quantifications de 22 a 25 vers a Jour 2, Figure 3.9B).
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Figure 3.9 La voie TGF-f interagit avec mig-6 pour réguler le collagéne IV. (A) Voie classique
de TGF-B (Sma/Mab) chez C. elegans. (B) Projection en somme de vers a Jour 2 d’age adulte
avec le marqueur fluorescent gyls46 [Pemb-9::mCherry], les structures fibrotiques sont
pointées par des fléches blanches. (C) Quantification de la présence de structures fibrotiques
d’EMB-9/Collagéne IV. (D) Quantification du nombre de ses structures fibrotiques par animal.
Proportion + erreur standard de la moyenne, ANOVA paramétrique avec valeurs-p ajustées
pour comparaisons multiples (Figure 3.9D). Pour chacun des génotypes, le n est compris entre
20 et 25 animaux. Echelle = 10 pm. Figure 3.9A adaptée de Savage-Dunn et Padgett, 2017.

Cependant, chez le double mutant sma-6, mig-6 comparativement au simple mutant
mig-6, nous avons remarqué plus de collagéne IV dans la téte (données non montrées)

et de structures fibrotiques de collagene IV autour du bulbe terminal du pharynx
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(Figure 3.9B). Nous avons alors quantifi¢ la récurrence de ces structures fibrotiques
(Figure 3.9C). 1l y a plus de structures fibrotiques de collagéne IV chez le double
mutant sma-6, mig-6 comparativement a mig-6 (Figure 3.9D). Pour rappel, ces

structures ne sont jamais observées chez le type sauvage.

Dans I’optique de déchiffrer si cette suraccumulation de collagéne IV pouvait entrainer
une meilleure suppression des défauts neuronaux du mutant sax-7, nous avons généré
une souche triple mutante sma-6; sax-7; mig-6 [en croisant le mutant sma-6(wk7) avec
le double mutant sax-7; mig-6 portant le rapporteur neuronal hdls26]. Dans ces
animaux triples mutants, I’organisation neuronale a été examinée avec le rapporteur
fluorescent hdls26 qui permet de visualiser les neurones ASH et ASI (Figure 3.10A).
La perte de sma-6 seule n'impacte pas l'organisation neuronale et ne modifie pas les
défauts neuronaux engendrés par la perte de sax-7. Néanmoins, en combinaison avec
mig-6(qv33), on note une amélioration de la suppression des défauts neuronaux, qui est
légere mais significative (Figure 3.10A) [soit ’analyse des animaux triples mutants

sma-6(wk7) ; sax-7(qv30) ; mig-6(qv33)].

Afin de vérifier la robustesse et la reproductibilité de ce résultat, c'est-a-dire que la
réduction de la signalisation de la voie TGF-f permet une suppression accrue des
défauts neuronaux de sax-7 par la mutation mig-6, nous avons effectué¢ d'autres
manipulations de la voie TGF-B. En effet, nous avons réduit la fonction du ligand
TGF-B, codé par le géne dbl-1, par une expérience d'ARNi contre le géne dbl-1 (Figure
3.10B). La perte de fonction du ligand TGF-B/DBL-1 améliore également la
suppression des défauts du mutant sax-7 et ceci uniquement chez les mutants
mig-6(qv33), c'est-a-dire chez les animaux sax-7; mig-6, dbl-1(ARNi) (Figure 3.10B).
Ensemble, ces résultats indiquent qu’une inhibition de la voie de TGF-3 améliore

I’effet de maintenance neuronale médié par la mutation mig-6.
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Figure 3.10 La voie TGF-B interagit avec mig-6 pour réguler le maintien de I'architecture
neuronale. (A) Quantification des défauts d’organisation neuronale a Jour 2. (B) Quantification
des défauts d’organisation neuronale pour vérifier I’implication de la voie de TGF-§ par
I’intermédiaire de I’ARNi du ligand DBL-1. La perte de fonction du ligand TGF-$ /DBL-1 a
été réussi, car les vers traités étaient Sma (taille courte du corps), indiquant que I'ARNi a bien
marché. Proportion + erreur standard de proportion, tests exacts de Fisher avec valeurs-p
ajustées pour comparaisons multiples. Pour chacun des génotypes, le n est compris entre 100
et 150.

3.5 La voie TGF-B semble moduler les niveaux de la protéine MIG-6S/papiline

A la suite des résultats obtenus sur le collagéne IV et la maintenance neuronale par
I’inhibition de la voie de TGF-f, nous avons testé I’hypothése que cette voie pourrait
impacter les niveaux et/ou distribution de la protéine papiline. MIG-6/papiline étant
une protéine de la MEC, il est concevable que la voie TGF-3 pourrait potentiellement
impacter I'expression du geéne mig-6, ou bien la distribution de la protéine papiline elle-

méme. Nous avons donc généré un ensemble de souches ou la fonction de la voie de
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TGF-B est altérée, que ce soit par des pertes de fonction (en utilisant des mutants ou
par ARNi), ou bien par des gains de fonction (en surexprimant des composants de la

voie de TGF-B), portant le rapporteur fluorescent gvis9 [Pmig-6S::mNG ::mig-6S],

pour évaluer la papiline (Figure 3.11A).
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Figure 3.11 La voie TGF-f impacte les niveaux de la protéine MIG-6S/papiline. (A)
Projections en somme de vers a Jour 2 d’age adulte de type sauvage, du mutant du ligand de
la voie de TGF-B [dbl-1(nk3)] et de la surexpression du récepteur SMA-6 (yxEx615
[Psma-6::sma-6(+)]) avec le marqueur fluorescent gvis9. (B) Quantification de la
fluorescence sur des projections en somme de vers a Jour 2 d’age adulte (C) Projections en
somme de vers a Jour 2 d’age adulte de type sauvage, et des ARNi des effecteurs SMA-2 et
SMA-3 avec le rapporteur fluorescent gvis9 [Pmig-6S::mNG ::mig-6S]. (D) Quantification de
la fluorescence sur des projections en somme de vers a Jour 2 d’age adulte. (Proportion + erreur
standard de la moyenne, ANOVA paramétrique avec valeurs-p ajustées pour comparaisons
multiples). Pour chacun des génotypes, le n est compris entre 28 et 34 animaux pour la Figure
3.11B etentre 37 et 41 pour la Figure 3.11D. Echelle = 10 um. UA renvoie a une unité arbitraire
de fluorescence.

Comparé au type sauvage, le mutant a perte de fonction du ligand DBL-1 [soit
dbl-1(nk3)], mais aussi la surexpression du récepteur SMA-6 (yxEx615
[Psma-6 ::sma-6(+)]), induisent une augmentation des niveaux de MIG-6S (Figure
3.11B). Ceci montre qu’une régulation fine des niveaux d’activit¢ de TGF-f3 semble

essentiel dans le contexte de la maintenance neuronale pour les voies de signalisation
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cellulaires. Il y a probablement des feedbacks qui entrainent des remodelages pour

s’adapter a la réalité du vivant.

Afin de vérifier ce résultat avec d’autres composants de la voie de TGF-f3, nous avons
effectué¢ des expériences d’ARNi sur deux des effecteurs intracellulaires de la voie,
SMA-2 et SMA-3 (Figure 3.11C et D). L’inhibition de I’expression des geénes des
effecteurs a elle aussi entrainé une augmentation des niveaux de la protéine MIG-6S
au sein de la MEC. Ces résultats suggerent qu’une perturbation de la voie de TGF-§,
que ce soit son inhibition, ou sa suractivation, entraine une surproduction de MIG-

6S/papiline.
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CHAPITRE 4

Discussion

Apres sa formation initiale lors de 1'embryogenese, le systéme nerveux est soumis a
diverses épreuves. La croissance, la maturation, l'incorporation de nouveaux neurones,
les accidents et les stress mécaniques, entre autres, sont des facteurs susceptibles de
perturber la conformation structurelle du systéme nerveux tout au long de la vie. Les
mécanismes de protection a long terme de l'architecture neuronale contre ces stress
restent largement méconnus. Dans cette étude, nous avons cherché a approfondir notre
compréhension de la maniére dont la perte de fonction de mig-6/papiline contribue a la
maintenance de l'architecture neuronale via différents interacteurs de la MEC.
L’analyse de différents composants de la MEC et du rdle de la voie de TGF-f a permis
de démontrer que mig-6 exerce sa fonction en régulant 1’environnement périneuronal
et en interagissant avec cette voie de signalisation (Figure 4.1). Notre hypothese
actuelle est que des modifications de la distribution de composants la MEC, dans les
régions a haute densité neuronale, seraient associées a un meilleur maintien de leur
organisation spatiale au fil du temps. Les résultats obtenus soutiennent l'idée selon
laquelle un équilibre entre les facteurs d'adhésion cellulaire et la flexibilité de la MEC
joue un rdle crucial dans la préservation a long terme du systéme nerveux. Dans cette
section, certaines perspectives du projet seront abordées, telles que les possibles
interactions moléculaires de MIG-6 pour maintenir 1’organisation neuronale, le role
potentiel des composants affectés par sa perte de fonction, et les composants qui

affectent les niveaux de MIG-6.
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Type sauvage

Collagene IV Laminine Perlécan Fibuline TGF-B

Condition normale

Mutant mig-6

Collagéene IV Laminine Perlécan Fibuline 1 TGF-B

Maintenance neuronale

Figure 4.1 Modéle : La perte de fonction de mig-6 entraine un remodelage matriciel impactant
la maintenance de l'architecture neuronale. Chez le type sauvage, la matrice extracellulaire est
finement régulée pour médier diverses fonctions. Chez le mutant mig-6/Papiline, de nombreux
composants matriciels sont retrouvés a des niveaux supérieurs (dont le collagéne IV et la
laminine). De plus, en condition d’absence de maintenance neuronale (mutant sax-7), la perte
de fonction de la Papiline permet de révéler le réle de maintien d’autres composants tels que le
perlécan, la fibuline et ceux de la voie de TGF-p.

4.1 Interactions de MIG-6, un régulateur de la MEC qui impacte la maintenance

neuronale, avec d'autres composants de la MEC

La perte de fonction du géne mig-6 entraine une accumulation accrue de collageéne IV
avec I’apparition de structures fibrotiques (Keeley et al., 2020; Nadour et al., en
préparation). Selon 1'hypothése que nous favorisons actuellement, les changements de
la MEC suite a la perte de fonction de mig-6 permettent un meilleur maintien des
structures neuronales chez le mutant sax-7. Il est important de souligner ici que le rdle
de mig-6 dans la maintenance de I'architecture neuronale est apparent également chez
les animaux de type sauvage. En effet, en conditions de stress mécaniques accrues

(nage prolongée forcée en culture liquide), les ganglions antérieurs et le neuropile



67

situés dans la téte des vers de type sauvage sont déplacés postérieurement. Ce
déplacement est contrecarré chez les vers mutants mig-6, ce qui révele que la perte de
fonction du géne mig-6 engendre des conditions qui sont protectrices de I'architecture
neuronale (Nadour ef al., en préparation). Afin de mieux décrire 1'état de la MEC chez
les mutants mig-6, au-dela du collagéne IV, ainsi que de déterminer quels interacteurs
génétiques impactent la fonction de mig-6, nous avons testé systématiquement

I’implication de différents composants dans cet effet médi¢ par mig-6.

4.1.1 Le NID-1/nidogene

nid-1 encode le nidogéne, une protéine de la MEC permettant des attaches physiques
entre le collagene IV et la laminine. Il s’est déja révélé important dans la migration
axonale et la formation synaptique (Ackley et al., 2003; Kim et Wadsworth, 2000).
Dans notre contexte, son absence n'impacte pas les défauts neuronaux des mutants
sax-7 (Figure 3.2). Néanmoins, étant donné son rdle matriciel ainsi que 1'accumulation
de laminine et de collagéne IV qui accompagne la perte de fonction de mig-6, il est
possible que la maintenance de cet état matriciel entraine une transcription importante
du géne nid-1 pour que des niveaux plus élevés de la protéine nidogéne aident a
stabiliser les complexes de laminine et collagéne IV. Ainsi, il serait intéressant de
comparer, en utilisant un rapporteur traductionnel, I’expression de NID-1/nidogéne
chez le type sauvage et le mutant mig-6. De plus, I’absence de NID-1/nidogeéne au sein
de la MEC pourrait fragiliser la force de liaison entre la laminine et le collagene 1V,
diminuant ainsi le pouvoir de rétention des fluctuations mécaniques de la matrice. Une
double perte de fonction nid-1 mig-6 en contexte de mutant sax-7 [c’est-a-dire des
animaux triples mutants sax-7, nid-1 mig-6] permettrait de répondre a cette question.
De plus, elle permettrait d’observer également ’impact de cette double perte de
fonction (mutant nid-1 mig-6) sur la capacité de formation et de maintenance des
structures fibrotiques de collagene IV engendrées par la perte de fonction du gene

mig-6.
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4.1.2 Le UNC-52/perlécan

Le perlécan est un protéoglycane sécrété de la MEC. Nos résultats indiquent une
possible interaction génétique entre mig-6 et unc-52 (Figure 3.3). De plus, des données
de littérature font état d’une régulation négative du collagéne IV sur I’expression du
Perlécan (Léazaro-Pefia ef al., 2018; Qin et al., 2014). 1l serait intéressant d’investiguer
davantage le rdle du perlécan et son interaction avec mig-6. Cependant, son absence
causant une paralysie chez les animaux mutants, cela peut biaiser nos résultats de
quantification de défauts neuronaux. Il serait donc judicieux de 1’aborder au travers
d’une approche de perte de fonction post-développementale, grace a des expériences
d’ARNIi sur des vers de stade L4 (plutdt que des larves L1 telles que réalisées dans
cette ¢tude). Ainsi, on pourrait outrepasser la paralysie causée par 1’absence
développementale de perlécan et tester son implication dans la maintenance neuronale
chez le mutant mig-6. D’autre part, le perlécan est nécessaire a I’interface muscle-
épiderme (Rogalski ef al., 1993). Le geéne mig-6 s’étant révelé fonctionner a partir des
muscles dans le contexte de maintenance neuronale [grace a des expériences de
sauvetage; (Nadour ef al., en préparation)]. De plus, nos résultats indiquent que mig-6
interagit avec la voie de TGF-f (dont la plupart des interactions se font via les cellules
épidermales chez C. elegans) (Figures 3.9, 3.10, et 3.11). Il est possible que la perte de
fonction de mig-6 affecte la distribution du perlécan ou que le perlécan soit un
intermédiaire dans I’interaction MIG-6 - TGF-B. Des expériences complémentaires
quant a I’implication du perlécan dans ces différents contextes permettront d’¢lucider

son implication dans la maintenance neuronale du mutant mig-6.

4.1.3 LaFBL-1/fibuline

Nos résultats sur la fibuline suggerent qu’elle serait fortement impliquée dans le
mécanisme de maintenance neuronale médié par mig-6. Le retour de défauts neuronaux
chez les animaux sax-7,; mig-6 a été observé lors de la réduction de la fonction du gene

fbl-1 (par ARNi), mais pas par le gain de fonction (avec une mutation) (Figure 3.4).
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Ceci laisse supposer que la présence de la fibuline, méme non fonctionnelle, suffirait
dans notre contexte a soutenir 1’effet médi¢ par mig-6. D’autre part, la perte de fonction
de mig-6 entraine un phénotype « fibrillaire » de fibuline similaire au collagéne IV
autour du bulbe terminal du pharynx. Il est possible que la distribution de la fibuline
sous forme fibrillaire se superpose ou colocalise avec le collagene IV. Cette notion est
appuyée par ces évidences : (1) la localisation similaire des structures de collagene IV
et de fibuline autour du bulbe terminal; (2) nos résultats d’ARNi de fibuline montrent
que une réapparition des défauts d’architecture neuronale; et (3) les interactions
génétiques décrites dans la littérature suggerent un role stabilisateur de la fibuline sur
EMB-9/collagene IV (Kubota et al., 2012; Kurshan et al., 2014). Des études de
colocalisation par imagerie confocale plus poussées, grice a des rapporteurs
fluorescents distincts du collagene IV (marqué de fluorescence rouge) et de la fibuline
(marqués de fluorescence verte), permettraient de confirmer ou non cette hypothese.
De plus, une étude de I'implication de la fibuline, par ARNi, sur la capacité de
formation et de maintenance de ces structures fibrotiques de collagéne IV chez le
mutant mig-6 aiderait a orienter son implication. Par la suite, il serait intéressant de
tester I’implication de chaque isoforme de fibuline (C ou D) requise dans ce contexte
de stabilisation du collagene IV avec d’autres expériences de colocalisation avec des

rapporteurs fluorescents spécifiques a chaque isoforme de la fibuline.

Une autre hypothése serait que ces structures de fibuline et de collageéne IV seraient
indépendantes 1’'une de 1’autre, localisées autour du bulbe terminal mais pas au méme
endroit a une échelle moléculaire. Cependant, de par sa structure moléculaire, la
fibuline ne posseéde pas en elle-méme une capacité de réticulation ou de fibrilation, et
donc cela pourrait étre plutdt via des interactions avec d’autres composants matriciels
qui pourraient promouvoir, par eux-mémes ou via des facteurs pro-fibrotiques, une

composition matricielle plus dense (Ducros et al., 2007).
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4.14 Le EMB-9/collagene IV

De précédents travaux du laboratoire ont révélé que la perte de fonction de mig-6
entraine une accumulation de collagéne IV et que cette accumulation est requise pour
la fonction de maintenance neuronale médiée par mig-6 (Nadour ef al., en préparation).
Dans cette étude, nous avons décrit de facon plus précise la localisation et le phénotype
d’accumulation de structures fibrotiques du mutant mig-6 (Figure 3.5). Notre
laboratoire a découvert I’'implication de PXN-2 dans la formation des structures
fibrotiques de collageéne IV chez le mutant mig-6 (Nadour et al., en préparation). PXN-2
est une peroxydase impliquée dans la réticulation fibrotique du collagene IV
(Gotenstein et al., 2018; Gotenstein et al., 2010). Il est possible qu’un ensemble de
facteurs matriciels interagissent pour induire la formation et la maintenance de ces
structures en absence de mig-6. Une étude sur les facteurs de maintenance de ces
structures de collagéne IV, via un crible génétique ou par I’induction de mutations
basées sur la littérature, permettrait de mettre en lumiere la fonction et I’implication

d’autres genes affectés par la perte de fonction de mig-6.

De plus, de nombreuses métalloprotéinases matricielles ont été répertoriées comme
ayant, parmi leurs fonctions, une activit¢ de clivage du collagéne type IV. C’est
notamment le cas des métalloprotéinases GON-1 et MIG-17 qui régulent la dynamique
des composants de la MEC autour du tube épithélial qui forme la gonade (Hesselson et
al., 2004; Imanishi ef al., 2021; Kubota et al., 2012). Des mutations des génes codants
pour ces deux protéines ont été répertoriées comme déstabilisant la migration ou la
formation en « U » de la gonade via une absence de régulation des composants de la
MEC pour promouvoir, de fagon appropriée, un équilibre entre élasticité pour la
croissance, d'une part, et la rigidit¢ pour la maintenance de la structure d'autre part
(Kim et Nishiwaki, 2015). Par ailleurs, MIG-6 et MIG-17 agissent dans la méme voie
de régulation pour participer dans le guidage de la cellules distales de la gonade

(Kawano et al., 2009), ainsi que pour promouvoir la maintenance neuronale (Kawano
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et al., 2009; Nadour et al., en préparation). La fonction de maintien de l'architecture
neuronale est dépendante de la région de la protéine MIG-6 nommée « papiline
cassette » (Nadour et al., en préparation). Une analyse de l’interaction d’autres
métalloprotéinases aux motifs similaires que MIG-6 (domaines métalloprotéases) sur
le collagéne IV et leur capacité a maintenir I’architecture neuronale permettrait de
détecter de possibles interacteurs en amont ou en aval de cet effet, la spécificité ou non

de la papiline casette, ainsi que leur importance dans la maintenance neuronale.

4.1.5 LaLAM-1/laminine

Les laminines sont parmi les principaux composants de la MEC. Nos résultats
indiquent une accumulation de laminines chez le mutant mig-6 (Figure 3.7). Les
laminines possédent un réle de soutien structurel des MB via une organisation
supramoléculaire (Colognato et Yurchenco, 2000). En effet, leur assemblage sous
forme de polymére dans la MEC est nécessaire avant 1’ajout ultérieur d’autres
composants de la MEC (Aurelio ef al., 2002; Smyth ef al., 1999). Ainsi, il est possible
que I’augmentation des niveaux de laminines, observé chez le mutant mig-6, soutienne
le recrutement d’autres composants matriciels et permette leur maintenance au sein de
la MEC. Pour notre étude, nous avons utilis€ un rapporteur fluorescent permettant
I’observation du brin f (celui de LAM-1) commun aux deux hétérotrimeres des
laminines (LAM-1B/LAM-2y/LAM-3a et LAM-1B/LAM-2y/EPI-1a) (Amran et al.,
2021). Par la suite, il serait intéressant d’approfondir sur la spécificité des
hétérotrimeres requis dans notre contexte. Pour ce faire, 1’utilisation de rapporteurs
fluorescents spécifiques a chaque chaine o (lam-3 et epi-1) permettrait une étude plus
spécifique des possibles interacteurs de la papiline. Des essais de déplétions post-
développementales par ARNi permettront ensuite de tester leur implication dans I’effet

de maintenance neuronale chez le mutant mig-6.

D’autre part, les laminines sont connues pour interagir avec de nombreux récepteurs

cellulaires tels que les intégrines, dystroglycanes et le protéoglycane a chaine
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d’héparane sulfate tel que Syndécan. Des mutations au sein de chaque gene de sous-
unité a de la laminine provoquent des adhésions cellulaires anormales dans des régions
associées a la localisation de la sous-unité (Huang et al., 2003). Certaines cellules
n'arrivent pas a établir les connexions appropriées avec les tissus adjacents, tandis que
d'autres cellules adhérent de maniére inappropriée et envahissent les tissus voisins
(Huang et al., 2003), révélant ainsi une MEC manquante ou anormale avec des
complexes d'adhésion mal positionnés et des ¢léments du cytosquelette désorientés.
Selon notre hypothese, la perte de fonction de mig-6 entraine un remodelage matriciel
a ’origine de I’effet de maintenance neuronale. Il est alors possible que ce remodelage
matriciel chez les mutants mig-6, via une surexpression de laminines, soutienne
indirectement une amélioration de 1’adhésion cellulaire et renforce les connexions des
cellules aux tissus adjacents. Ainsi, une étude de I’expression/distribution et de
I’implication des intégrines aiderait @ mieux comprendre ce mécanisme de maintenance

neuronale chez le mutant mig-6.

4.2 Interaction de mig-6 avec la voie TGF-3

4.2.1 Influence de la signalisation par TGF-f sur la maintenance neuronale et le

collagene IV

Chez les mammiferes, il est connu que la voie de TGF-f régule la production et/ou
'accumulation du collagéne IV dans de nombreux contextes et que cette régulation fait
intervenir diverses métalloprotéinases matricielles (par exemple, MMP-2, MMP-8,
MMP-9 et MMP-13). Chez C. elegans, des études détaillent I’'implication de la
signalisation de TGF-B dans la production de plusieurs collagenes de la cuticule
recouvrant le corps du ver (qui est produite par I'épiderme). Cependant, rien n’est connu
sur les interactions potentielles de la voie TGF-f3 avec la MEC basale qui entoure les
neurones et de son role potentiel dans sa régulation. Dans cette étude, nous mettons en

¢vidence le role de la papiline comme possible régulateur négatif de la voie TGF-f.
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En effet, les effets résultant de la perte de fonction de mig-6 - tant sur le phénotype
collagéne IV (niveau d’accumulation, structures fibrotiques) que sur le phénotype
neuronal (suppression des défauts de maintenance des mutants sax-7) - sont magnifiés
par I’inhibition de TGF-B (Figures 3.9 et 3.10). Il s’agit de la premiére interaction
génétique démontrée a ce jour entre mig-6 et la voie TGF-B. De nombreuses

expériences restent a faire pour mieux déchiffrer cette interaction, telles que :

- caractériser le lieu d'action de la voie TGF-f3 dans ce contexte de maintenance
neuronale (en faisant de tests de sauvetage tissu-spécifiques). Par exemple, le
ligand provient-il des cellules épidermales ou des neurones?

- analyser le phénotype de maintenance neuronale en condition de suractivation
de la voie de TGF-P (grace a des surexpressions de différents composants de
cette voie)

- déterminer l'activit¢ de TGF- en contexte de mutant mig-6 (mesure de la
longueur des vers, rapporteurs fluorescent réagissant a I’intensité de 1’activation

de TGF- B).

D'ailleurs, au vu de I’affinité entre le ligand de TGF-f et le collagéne IV démontrée
chez les mammiféres ou en condition in vifro par immunoprécipitation, le ligand de
TGF-B s’est retrouvé fortement li¢ au collagéne IV (Paralkar et al., 1991). 11 est
concevable qu’en contexte de mutant mig-6, ou la MEC est enrichie en collagene 1V,

le ligand DBL-1 soit préférentiellement retenu par des accumulations de collagéne I'V.

4.2.2 Influence de TGF-B sur les niveaux de la papiline

Les niveaux et/ou la distribution de la protéine MIG-6S/papiline sont modifiés par une
signalisation de TGF-fB altérée (soit dans des mutants du ligand DBL-1 ou des
effecteurs intracellulaires SMA-2/SMA-3, soit par surexpression du récepteur SMA-6)
(Figure 3.11). Cette augmentation de 1’expression de la papiline en cas de modulation

de la signalisation de TGF- (perte de fonction et surexpression) pose de nombreuses
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questions. Selon notre hypothése, la protéine MIG-6 participe a la flexibilité
matricielle. De facon temporelle, chez C. elegans la signalisation de TGF-f est
majoritairement active durant le développement, pour induire la croissance du corps et
la transcription de génes morphogénes (Savage-Dunn et Padgett, 2017). Par la suite,
cette signalisation demeure dans un état latent durant 1’age adulte (Savage-Dunn et
Padgett, 2017). 1l est possible que 1’expression de la papiline soit finement régulée par
des facteurs influencés par 1’activité de TGF-PB. Une surexpression et une absence de
signalisation seraient percues comme un besoin de plasticit¢ matricielle afin de
favoriser des changements morphologiques (diffusion de ligands morphogenes,
modifications structurelles ou différenciation cellulaire, etc.). A Pinverse, 1’état latent
dans lequel la signalisation de TGF-B se trouve durant I’age adulte pourrait étre un
parallele a la « période critique » chez les mammiferes, signalant ainsi le besoin de

maintenance des structures préalablement établies.

De nombreuses expériences restent a faire afin de comprendre cette interaction. Une
¢tude transcriptomique comparant le profil transcriptionnel des vers de type sauvage,
des mutants et des surexpressions de la voie de TGF-f aideraient a I’identification de
facteurs pouvant influencer 1’expression de la papiline. En effet, une régulation a la
hausse de génes en condition de mutant ou de surexpression de TGF-f,
comparativement au type sauvage, pourrait aider a identifier des facteurs impliqués

dans cette modulation.

4.3 Prédiction de la structure de la protéine MIG-6S, des conséquences de la

mutation mig-6(qv33) et ouverture sur d'autre possibles interacteurs moléculaires

Afin d'aider a comprendre l'effet de perte de fonction de la mutation gv33 sur

MIG-6S/papiline, on a utilis¢ Alphafold (https://alphafold.ebi.ac.uk), en collaboration

avec le Pr Laurent Cappadocia (Dépt. de chimie, UQAM). Ainsi, nous avons visualisé¢

(1) la structure tridimensionnelle de MIG-6S (données non montrées) déterminé les
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possibles conséquences de la mutation gv33 sur la molécule MIG-6S (Annexe : Figure
4.2). En effet, la mutation gv33 (G664E) est situé dans le domaine « papiline cassette »
de MIG-6. Comparativement aux autres mutations de mig-6 répertoriées, seules les
mutations affectant la région « papiline cassette » ont un phénotype de maintenance de
1‘architecture neuronale (Nadour ef al., en préparation). De plus, une surexpression de
cette « papiline cassette » dans des animaux double mutant sax-7 ; mig-6 est suffisante
pour contrecarrer 1’effet de maintenance neuronale du mutant mig-6. Nos prédictions
Alphafold révelent que cette mutation gv33 (G664E) dans la « papiline casette »
engendre un encombrement stérique apres repliement de la protéine. Cela aurait pour
conséquence de déstabiliser le domaine et ainsi empécher les interactions avec de

possibles partenaires moléculaires.

Avec de meilleurs outils bio-informatiques, ces travaux préliminaires pourraient étre
supplémentés par un « blast » de la séquence de MIG-6S sur un ensemble de protéines
(matricielles, membranaires, ligands, etc.) basé sur la littérature. Des interacteurs
structuraux théoriques devraient étre subséquemment testés par différentes approches
génétiques et biochimiques (mutations, surexpression, marquage par fluorescence,

etc.).

4.4  Autres études du role de MIG-6S a venir
4.4.1 Testde sauvetage de mig-6 en niveau endogene

Des tests de sauvetage tissu-spécifique de mig-6(qv33) en multicopie ont montré un
retour de défauts d’organisation neuronale a partir des muscles, chez le double mutant
sax-7 ; mig-6 (de 30 a 80% de défauts) (Nadour ef al., en préparation). Cependant,
I’expression de MIG-6S sauvage sous son propre promoteur en multicopie, chez le
double mutant sax-7, mig-6, n’induit pas un effet aussi prononcé (de 30 a 50% de
défaut) (Nadour ef al., en préparation). Ainsi, il est possible que le niveau précis

d’expression de MIG-6S puisse altérer sa fonction au sein de la MEC. D’autre part, de
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précédentes études ont montré que la mutation mig-6 est haplo-insuffisante tant dans
la maintenance neuronale que sur le remodelage du collagéne IV (Kawano et al., 2009;
Nadour et al., en préparation). Le fait que 1'état génotypique hétérozygote des mutations
du gene mig-6 (dont gv33) résulte en des défauts phénotypiques indique que la mutation
n'est pas récessive. Ainsi, la moiti¢ de la dose normale de la fonction du géne mig-6 est
insuffisante pour répondre a la demande fonctionnelle de MIG-6/papiline, suggérant
que ses niveaux doivent étre importants et finement régulés. Des essais de sauvetage
en copie unique (en insérant une copie simple du géne mig-6 dans le génome) des
mutants sax-7, mig-6 pourraient donc aider a obtenir des niveaux de sauvetage plus

conséquents.

4.4.2 Est-ce que mig-6 participe au maintien neuronal lors du vieillissement ?

L'effet du mutant mig-6 sur la maintenance neuronale a pour I’instant ét¢ démontré
dans des contextes de maintenance (chez le mutant sax-7, du 4°™ et dernier stade
larvaire au Jour 2 d’age adulte). Afin d’étendre cette étude, 1’observation d'ages
avancés dans le processus de vieillissement (Jour 5, Jour 8, Jour 10 d’age adulte)
permettrait d’ouvrir des perspectives de recherche quant a la capacité de la MEC a
compenser la perte d’une molécule d’adhésion cellulaire sur le long terme en

maintenant en place 1’architecture neuronale.

De plus, I’effet de maintenance des structures neuronales du mutant mig-6 simple,
comparé au types sauvage, a précédemment été mis a I’épreuve via des expériences de
stress mécanique accru révélant sa capacit¢ a maintenir en place la position du
neurophile et a conserver des structures fibrotiques (Biard, 2021; Nadour et al., en
préparation). L aspect de la maintenance a long terme de ces structures fibrotiques de

collagene IV et de I’architecture neuronale méritent d'étre étudiés.

Une autre catégorie d’altération neuronale est celle qui survient avec 1’age chez le type

sauvage. En effet, le vieillissement entraine I’apparition de projections supplémentaires
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sur des structures neuronales déja matures (Bénard et Doitsidou, 2016; Khandekar et
al. ;Pan et al.,2011; Tank et al., 2011; Toth et al., 2012). Ainsi, grace aux rapporteurs
fluorescents décrits par la littérature, on pourrait se demander si la perte de fonction de
mig-6 permet de diminuer ou encore éviter 1’apparition de projections axonales

supplémentaires.

Enfin, ici nous avons étudier l'effet de mig-6 sur la maintenance des ganglions
neuronaux antérieures (observation de neurones ASH et ASI). Afin de généraliser
I'implication du géne mig-6 dans la maintenance de l'architecture neuronale sur
l'ensemble du systéme nerveux, on pourrait étudier 1’effet de sax-7 et de mig-6 sur
d’autres types de neurones (moteurs, interneurones, sensoriels). Par la suite, nous
pourrions approfondir 1'étude de l'importance de mig-6 dans le maintien des circuits
neuronaux en examinant la structure de synapses. Pour cela, des rapporteurs
fluorescents pré- et post-synaptiques exprimés dans différents types de neurones
(GABAergique, cholinergique, etc.) seraient analysés. La perte de sax-7 entraine-t-elle
des défauts d’agencement synaptiques ? La perte de fonction de mig-6 permet-elle de

supprimer ces défauts ?

D’autre part, des essais de fonctionnalité neuronale peuvent étre effectués afin de
déterminer si la restauration de l’organisation neuronale du mutant mig-6 chez le
mutant sax-7 permet de conserver les fonctions normales. En effet, des données
préliminaires suggerent que le mutant sax-7 posseéde des facultés limités/moindres a
des tests d’attraction/répulsion chimique. Ainsi, il est possible que la restauration de
I’architecture neuronale médi¢ par le mutant mig-6 restaure également les
fonctionnalités neuronales amoindri par le mutant sax-7 et ainsi revenir a des niveaux

normaux.
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4.4.3 Analyse du matrisome du mutant mig-6

Afin d’obtenir une vue d’ensemble des changements des niveaux protéiques dus a la
perte de fonction de mig-6, une étude protéomique pourrait étre réalisée sur C. elegans.
L’approche protéomique permettra d’une part de vérifier les résultats d’expression de
protéines matricielles obtenus par quantification de fluorescence et d’autre part elle
permettra de trouver de nouveaux axes de recherche pour comprendre pourquoi

certaines autres protéines seraient affectées par 1’activité de MIG-6.

Ces expériences devront étre réalisées, idéalement, sur des vers du stade L4
avancé/final afin d’éviter que les profils protéiques des embryons présents dans la
gonade chez les adultes, et des larves en développement (L1 a jeune L4) ne masquent
des modifications générées par la perte de fonction de mig-6. Aussi, la MEC étant un
environnement extrémement riche en protéines (ligands, facteurs de régulations,
enzymes matricielles, composants structuraux de la MEC, etc.), nos essais
préliminaires (données non montrées) révelent qu’il est difficile d’extraire les
composants de la MEC sans protocole adapté a son extraction. Ainsi, pour enrichir nos
analyses protéomiques, une adaptation des protocoles de protéomique grace a des
¢tapes supplémentaires de décellularisation, utilisation de Triton/sonication, ainsi que
d’autres traitements complémentaires permettant la cassure de super structures (telles
que les feuillets de laminines, les grilles de collageénes IV réticuler, etc.) en petits
peptides plus solubles et donc analysables par chromatographie en phase liquide
couplée a la spectrométrie de masse. Grace a ces approches, nous devrions pouvoir
obtenir un apergu des modifications protéiques du mutant mig-6 comparativement au

type sauvage nous permettant d’approfondir nos analyses a I’échelle de 1’organisme.
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CONCLUSION

En somme, ces travaux de maitrise ont permis d’approfondir la contribution de la MEC
et de la voie de TGF-3 dans un contexte de maintenance de I’architecture du systéme
nerveux chez C. elegans. La MEC est un milieu ou de multiples facteurs et interactions
ont lieu et s’interrégulent. Son étude est ardue et nécessite une approche minutieuse et
systématique. Notre modele C. elegans permet, du fait de sa simplicité et de la grande
conservation évolutive entre lui et ’humain, de commencer a déchiffrer les mystéres

de régulation et d’interaction se produisant dans ce milieu.

Ainsi, les résultats de cette étude définissent les conséquences d’une perte de fonction
de la MIG-6S/papiline sur I’organisation et sur les niveaux de nombreuses protéines
matricielles pour compenser les défauts d’adhésion cellulaire des mutants de
maintenance sax-7/LICAM. La découverte de I'implication de la fibuline comme
acteur important dans ce mécanisme de maintenance neuronale et le profil « similaire »
de localisation de la fibuline et du collagene IV suscitent de nombreuses interrogations

quant a son rdle dans ce contexte.

Le nidogene et le perlécan, du fait de leurs interactions matricielles, sont des
composants de la MEC dont il faudrait approfondir plus en détail I’implication dans
I’effet médié¢ par mig-6 sur la maintenance neuronale. Néanmoins, les quelques
résultats obtenus montrent la spécificité de certains composants et constituent une
¢bauche de 1'¢lucidation de la modulation des composants de la MEC et de leur
hiérarchie fonctionnelle pour maintenir I’architecture neuronale. Nous avons pu définir
les modifications de niveaux et de distribution du collagene IV et de la laminine chez
le mutant mig-6. De précédents travaux démontrent leur importance pour maintenir la
conformation de nombreuses structures organiques telles que les jonctions

neuromusculaires et la forme de vaisseaux sanguins (Hunter et al., 1990; Samuel et al.,
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2012; Weber, 1989). Dans notre contexte, on montre qu’une homéostasie matricielle

différente peut compenser partiellement le réle de protéines d’adhésion cellulaire.

Par la suite, 1’identification de la voie de TGF-§ comme modificateur des niveaux de
MIG-6S et comme interacteur (en combinaison avec la mutation mig-6) dans le
phénotype neuronal et du collagéne IV améne des questions quant au rdle de la
papiline. De futures expériences permettront de détailler leur interaction avec les
neurones et la MEC pour maintenir ’assemblage des structures neuronales face aux
défis que représentent la maturation, la croissance, les stress mécaniques et le
vieillissement tout au long de la vie. La signalisation de TGF- étant tres étudiée, on
pourra définir de facon détaillée et spécifique 1’interaction de la papiline au sein de
cette régulation. Le fait de tester ces mutants et les réactions résultantes permet de
mieux comprendre la fonction de ces geénes, leurs roles et comment ils sont conservés

dans I’évolution.

A ce jour, aucune maladie n’a pour le moment été répertoriée en lien avec la papiline.
Bien que de nombreuses expériences sont a venir afin de comprendre le rdle de la
papiline et connaitre ses interacteurs, les expériences effectuées dans cette étude ont pu
mettre en évidence ’interaction de mig-6 avec une voie de signalisation. Par son
interaction avec la voie de TGF-f, qui est impliquée dans de nombreuses pathologies,
un lien pourrait étre fait avec le syndrome de Loeys-Dietz. Ce syndrome est une
maladie génétique touchant le tissu conjonctif, qui entraine des altérations au niveau
du cceur, des vaisseaux sanguins, des os, des articulations, de la peau et des organes
internes tels que les intestins, la rate et 1'utérus. Parmi les caractéristiques de cette
maladie, on trouve notamment I'¢largissement de l'aorte, qui correspond a une
expansion du vaisseau sanguin principal transportant le sang du cceur vers le reste du
corps, pouvant mettre la vie en danger. Cette pathologie est causée par une mutation
(héréditaire ou spontanée) quelconque d’un composant de la signalisation de TGF-3

entrainant sa perte de fonction. Nous espérons, a terme, que ces travaux sur la papiline
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contribueront a faire avancer les connaissances sur ce genre de maladie et que les

interactions mises en évidence aideront a I’élaboration de diagnostics et traitements.
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