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RESUME

La rupture de la symétrie ou polarisation cellulaire, ainsi que la mise en place de structures morphologiques
complexes et stéréotypigues, permettent aux cellules polarisées d’avoir des fonctions cellulaires spécifiques
dans les organismes a travers le régne animal. Chez I’organisme modele C. elegans par exemple, la
formation d’extensions cellulaires comme les axones et dendrites dans les neurones ou les canaux dans la
cellule excrétrice permet respectivement les fonctions de transmission de [I’influx nerveux et
I’osmorégulation. Bien que les mécanismes a la base de la croissance et du guidage de ces extensions aient
déja été étudiés, de nombreuses questions quant aux étapes précoces de leur mise en place restent non
résolues. Ainsi, comment une cellule polarisée assure la formation d’un nombre précis d’extensions lors de
son développement n’a pas encore été élucidé. Les travaux menés dans cette thése proposent des réponses
a cette importante question de la biologie développementale. Notre analyse de mutants affectant la formation
des chaines des protéoglycanes a chaines d’héparane sulfate (HPSG) chez C. elegans a révélé un défaut
rarement observé et encore plus rarement étudié : la formation d’extensions surnumeéraires. Chez ces
mutants, les neurones unipolaires AVM et HSN peuvent développer deux neurites a partir du soma, et la
cellule excrétrice peut développer jusqu'a huit canaux au lieu des quatre retrouvés invariablement chez le
type sauvage. Etant donné que les axones et les canaux excréteurs reposent sur des mécanismes moléculaires
communs pour leur croissance et leur guidage, et que le défaut des canaux surnuméraires est plus pénétrant
dans la cellule excrétrice, nous avons étudié plus en profondeur le mécanisme permettant de contréler le
nombre d’extensions dans cette cellule. Nous avons déterminé que I’HSPG conservé SDN-1/syndécan joue
un role clé dans ce mécanisme, contrélant de maniére cellule autonome le nombre d'extensions pendant le
développement de la cellule excrétrice. Nous avons précisé que les canaux surnuméraires dans les mutants
pour sdn-1 se forment en méme temps et ont la méme organisation du cytosquelette d’actine et de
microtubules que les autres canaux. Notre analyse génétique révéle que le signal UNC-6/Nétrine et les
récepteurs de guidage UNC-40/DCC, UNC-5/Unc5 et SAX-3/Robo semblent restreindre le nombre de
canaux excréteurs dans la méme voie que SDN-1. De plus, nous montrons que SDN-1/syndécan coopére
avec les modulateurs du cytosquelette de la famille des Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl, qui
sont nécessaires a la formation des extensions surnumeéraires, et avec CDC-42/Cdc42, qui inhibe la
formation d’extensions surnumeéraires. Les résultats présentés ici dévoilent donc I'existence d'un mécanisme
mettant en jeu un HSPG qui coordonne des voies de guidage et des régulateurs du cytosquelette afin
d’assurer I'établissement du nombre approprié d'extensions cellulaires lors du développement d’une cellule
polarisée. Etant donné la forte conservation évolutive des modulateurs de polarité et de morphogenése
cellulaire, aussi bien entre les types cellulaires qu’entre les espéces, et le fait que nous observons le

phénotype d’extensions surnuméraires dans diverses cellules, nous pensons que ces travaux aideront a
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élargir les connaissances sur la régulation de la morphogenese dans divers types cellulaires, y compris les
neurones.

Mots clés : morphogenése cellulaire, cellule polarisées, protéoglycanes a chaines d’héparane sulfate, voies
de guidage, Rho GTPases, cellule excrétrice, C. elegans
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ABSTRACT

Cell symmetry breakage or cellular polarization, along with the establishment of complex and stereotypical
morphological structures, enables polarized cells to have specific cellular functions in organisms across the
animal kingdom. In the model organism C. elegans, for example, the formation of cellular extensions such
as axons and dendrites in neurons, or canals in the excretory cell, enables the functions of nerve impulse
transmission and osmoregulation respectively. Although the mechanisms underlying the growth and
guidance of these extensions have been studied, many questions regarding the early stages of their
establishment remain unresolved. Thus, how a polarized cell ensures the formation of a precise number of
extensions during its development has yet to be elucidated. The work conducted in this thesis provides
answers to this important question of developmental biology. Our analysis of mutants affecting the
formation of Heparan Sulfate Proteoglycan (HPSG) chains in C. elegans revealed a rarely observed and
virtually unexplored defect: the formation of supernumerary extensions. In these mutants, the unipolar
neurons AVM and HSN can develop two neurites from the soma, and the excretory cell can develop up to
eight canals instead of the four invariably found in wild-type worms. Given that axons and excretory canals
rely on common molecular mechanisms for their growth and guidance, and that the defect of supernumerary
canals is more penetrant in the excretory cell, we unravelled the mechanism controlling the number of
extensions in this cell. We determined that the conserved HSPG SDN-1/syndecan plays a key role in this
mechanism, cell-autonomously controlling the number of extensions during the development of the
excretory cell. We specified that supernumerary canals in sdn-1 mutants form simultaneously and have the
same cytoskeletal organization regarding actin and microtubules as the other canals. Our genetic analysis
revealed that the guidance signal UNC-6/netrin and the guidance receptors UNC-40/DCC, UNC-5/Unc5,
and SAX-3/Robo also restrict the number of excretory canals, possibly in the same pathway as SDN-1 in
this mechanism. Additionally, we show that SDN-1/syndecan cooperates with the cytoskeleton modulators
from the Rho GTPase family MIG-2/RhoG and CED-10/Racl, which are necessary for the formation of
theses supernumerary extensions, and with CDC-42/Cdc42, which inhibits the formation of supernumerary
extensions. The results presented here thus reveal the existence of a mechanism involving an HSPG that
coordinates guidance pathways and cytoskeleton regulators to ensure the establishment of the appropriate
number of cellular extensions during the development of a polarized cell. Given the strong evolutionary
conservation of polarity and cellular morphogenesis modulators, between both cell types and species, and
the fact that we observed the supernumerary cellular extension phenotype in various cell types, we believe
this work will help broaden the understanding of morphogenesis regulation in various cell types, including

neurons.

XVii



Keywords : Cellular Morphogenesis, Polarised Cells, Heparan Sulfate Proteoglycans, Guidance Pathways,

Rho GTPases, Excretory Cell, C. elegans

xviii



INTRODUCTION

On appelle polarisation le processus développemental par lequel une cellule va rompre sa symétrie en
formant une ou plusieurs structures morphologiques spécialisées. La mise en place de ces caractéristiques
morphologiques précises est une condition préalable a 1’établissement d’une fonction tres spécifique. Ainsi,
on retrouve certaines structures stéréotypiques, comme les microvillosités des bordures en brosse dans les
entérocytes intestinaux, des extensions cytoplasmiques, comme les neurites dans les neurones, ou encore
des canaux dans certaines cellules, comme les cellules endothéliales vasculaires ou la cellule excrétrice chez
C. elegans. Celles-ci permettent respectivement 1’absorption intestinale, la transmission de I’influx nerveux
ou encore la régulation de 1’osmolarité dans 1’organisme en question. Ces structures sont établies au bord
prédéfini d’une cellule que I’on appelle un poéle. On peut alors parler de polarité morphologique ou de
polarité fonctionnelle, mais les deux sont étroitement reliées. Il existe des cellules unipolaires (avec un seul

pble), bipolaires (deux poles) ou multipolaires (au-dela de trois poles).

Les cellules utilisent des molécules communes pour leur polarisation, avec des chaines d’événements qui
sont spécifiques au tissu (Naturale et al., 2023). Ces molécules sont conservées entre les types cellulaires,
par exemple entre I'embryon unicellulaire (Pellettieri et Seydoux, 2002), des cellules épithéliales telles que
les cellules intestinales ou du pharynx (Naturale et al., 2023) ou dans les cellules non épithéliales, comme
les neurones (Wilson et al., 2022). Mais elles sont aussi conservées entre les especes, puisqu’on les retrouve
dans des organismes invertébrés comme C. elegans ou Drosophila melanogaster et dans des organismes
plus complexes, comme les mammiféres (Goldstein et Macara, 2007; Naturale et al., 2023; Pellettieri et
Seydoux, 2002), ce qui marque leur caractére primordial et fondamental pour le bon développement des

organismes.

Bien que la polarisation cellulaire et la morphogenése soient deux processus étudiés en profondeur au cours
des derniéres décennies, certaines lacunes demeurent dans la compréhension de la relation entre ces deux
phénomeénes (Naturale et al., 2023). Par exemple, la maniére dont les cellules polarisées régulent le nombre
exact de projections qu'elles forment pendant leur développement reste encore un mystére. L’observation
d’un phénotype rarement rapporté, le développement d’extensions surnuméraires dans des cellules
polarisées de 1’organisme modéle C.elegans, nous a permis d’aborder cette question de biologie
développementale. En effet, chez des mutants ou la synthése des chaines de glycosaminoglycanes (GAG)
sur les protéoglycanes a chaines d’héparane sulfate (HSPG) est altérée, nous observons des extensions
surnuméraires dans des neurones et surtout dans la cellule excrétrice. Dans ces travaux, nous avons alors

étudié un mécanisme permettant de réguler le nombre d’extensions déployées pendant le développement de



la cellule excrétrice. Dans le chapitre « revue de la littérature », j’introduis d’abord 1’organisme modéle
utilisé dans ce cadre : C. elegans. Ensuite, bien que le modele cellulaire étudié dans ces travaux soit la
cellule excrétrice, je passe en revue les connaissances actuelles sur la polarisation neuronale ainsi que les
mécanismes sous-jacents a la formation et a la croissance des extensions neuronales. En effet, les
connaissances sur la polarisation cellulaire et les mécanismes régulant les étapes précoces de la
morphogenése proviennent en grande majorité de 1’étude des neurones. Je détaille donc I’implication de
voies de guidage et de régulateurs du cytosquelette dans ces processus. Par la suite, je décris le systeme
excréteur de C. elegans, et plus en détail la cellule excrétrice, une cellule épithéliale avec une structure
complexe et polarisée qui partage de nombreux mécanismes développementaux avec les neurones. Je
présente ensuite les HSPG qui jouent un réle clé dans la coordination des morphogénes et constituent des
cibles intéressantes pour I'étude de I'organisation de la morphogeneése cellulaire en général. Enfin, je détaille
les cas de défauts de polarisation observés, ou des cellules développent un nombre excessif d’extensions, le

phénotype au cceur de cette étude.



CHAPITRE 1
REVUE DE LA LITTERATURE

1.1  Caenorhabditis elegans comme modéle d’étude pour la morphogenése

C. elegans est un petit nématode transparent pouvant atteindre une taille de 1 mm de long a 1’age adulte.
Dans la nature, il est retrouvé dans les végétaux et insectes en décomposition, se nourrissant principalement
de bactéries. Depuis la fin des années 70, ce ver est utilisé comme organisme modéle en laboratoire pour
plusieurs raisons (Corsi, 2015). Tout d’abord, deux sexes existent chez C. elegans : les hermaphrodites et
les males. Les hermaphrodites sont capables d’autofécondation, produisant leurs propres gameétes des deux
sexes pendant leur développement, et pouvant ainsi produire 300 embryons. Leur petite taille rend leur
utilisation trés facile et peu dispendieuse. Ces nématodes possédent un cycle de vie trés rapide (Fig. 1.1A) :
I’embryogenese se déroule dans un ceuf et dure environ 16 heures a 20°C. Apres ’éclosion, le ver passe par
quatre stades larvaires (appelés L1 a L4) avec un remplacement de la cuticule qui I’enveloppe entre chaque
stade. Finalement, trois jours aprés la fécondation, le ver atteint 1’age adulte et devient fertile, capable alors
a son tour de produire environ 300 embryons. Aprés cela, C. elegans peut vivre guelques semaines avant de
mourir en sénescence. En absence de nourriture, les jeunes larves sont en mesure d’interrompre leur
croissance et de rentrer dans un stade alternatif appelé « dauer », ou elles peuvent survivre jusqu’a plusieurs
mois, ou jusqu’a I’arrivée d’une nouvelle source de nourriture qui leur permet de reprendre leur croissance,
une condition qui rend leur utilisation arrangeante. De plus, on peut congeler ce ver et le garder plusieurs
décennies avant de le dégeler pour s’en servir a nouveau. Enfin, la transparence de C. elegans permet, avec
I’aide de rapporteurs fluorescents, d’étudier in vivo les systémes avec une échelle unicellulaire (Fig. 1.1B).
Mais si C. elegans est autant utilisé en laboratoire, c’est surtout pour ses attraits en génétique et en

neurobiologie, tel que résume ci-dessous.

1.1.1  Un peu d’histoire

L’utilisation de C. elegans comme modéle d’étude génétique a débuté avec le chercheur Sidney Brenner a
la fin des années 60 et 70 (Brenner, 1974). Le programme de développement de C. elegans est invariant,
c'est-a-dire que tous les individus du méme sexe ont le méme nombre de cellules somatiques : 959 chez
I'nermaphrodite, dont 302 sont des neurones. La transparence de C. elegans a permis la caractérisation de
son lignage complet, ¢’est-a-dire le devenir de chaque cellule, de la fertilisation jusqu’a I’dge adulte, donnant
ainsi le premier lignage cellulaire chez un métazoaire a avoir été élucidé (Kimble et Hirsh, 1979; Sulston et

Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Ces études ont permis la découverte de I’apoptose, ainsi que des genes



hautement conservés qui y sont associés (Ellis et Horvitz, 1986; Hedgecock et al., 1983). Un prix Nobel en
physiologie et médecine pour cette découverte fut attribué a S. Brenner, R. Horvitz et J. Sulston. Grace a la
microscopie électronique, des chercheurs ont pu cartographier complétement chaque cellule, notamment les
302 neurones retrouvés chez les vers hermaphrodites. D’autres ont pu €lucider pour la premiére fois le
connectome complet d’un organisme, c’est-a-dire 1’ensemble des connexions chimiques et des jonctions
lacunaires entre les neurones (White et al., 1986). En 1998, le génome de C. elegans a été le premier génome
d’un animal & étre entierement séquencé et annoté par le « C.elegans Sequencing Consortium »
(Consortium, 1998). Par la suite, la découverte de I’ ARN interférence (Fire et al., 1998) et le développement
de la GFP (pour green fluorescent protein) comme marqueur biologique (Chalfie et al., 1994) chez
C. elegans furent les avancées majeures qui valurent & leurs chercheurs des prix Nobel en physiologie et
médecine, et en chimie respectivement. L’invariabilité et la caractérisation précise du développement de
C. elegans en ont fait un outil inégalé pour étudier la mise en place du systeme nerveux et des genes qui y
sont associés, comme avec la découverte des premiers genes affectant le guidage axonal (Hedgecock et al.,
1987). Plus récemment, la découverte des microARN et leur réle dans la régulation génique post-
transcriptionnelle chez C. elegans par V. Ambros et G. Ruvkun a été recompensée par le prix Nobel de
physiologie et de médecine 2024.

1.1.2 C. elegans, un modeéle d’étude génétique

Un des atouts majeurs de C.elegans est sa conservation évolutive. Environ 600 millions d’années
d’évolution séparent C. elegans de I’humain (Chisholm et al., 2016), et pourtant de nombreuses molécules
et mécanismes sont conservés entre les deux espéces. 60 a 80% de genes humains codant pour des protéines
trouvent un orthologue dans le génome de C. elegans (Kaletta et Hengartner, 2006) et il en est de méme
pour 40% des génes impliqués dans des maladies humaines (Culetto et Sattelle, 2000). La totalité des
protéines étudiées dans cette thése, dont certaines ont été caractérisées pour la premiére fois chez C. elegans
(Hedgecock et al., 1990; Hedgecock et al., 1987), trouve au moins un homologue chez I’humain. La plupart
d’entre elles possedent aussi moins de paralogues chez le nématode, permettant ainsi de minimiser les
problémes liés a la redondance et au chevauchement de fonction entre les différents génes codant pour la

protéine d’intérét.

La capacité a s’autoféconder des hermaphrodites, tout en pouvant aussi effectuer des croisements avec des
males, le fait que la progéniture de chaque ver suive les lois mendéliennes, et que ce nématode tende vers
I’homozygotie, font du ver un modéle génétique simple et facile a utiliser. De nombreux cribles génétiques
ont été réalisés, dont la plupart sont basés sur le phénotype (crible « forward » ou génétique directe). Dans

ces cribles, on utilise des agents mutagénes, comme le méthanesulfonate d’éthyle, puis on isole des



phénotypes comportementaux ou morphologiques dans la descendance de ces vers mutés. On séquence
ensuite le génome au complet afin de trouver la mutation induisant le phénotype, avant de confirmer ce géne
par expérience de sauvetage, ¢’est-a-dire en réexprimant de maniére transgénique un transcrit sauvage de la
protéine soupgonnée d’étre impliquée et en évaluant la disparition du phénotype. Des cribles basés sur un
geéne d’intérét (dit « reverse ») sont également possibles. Ces cribles ont permis la formation de banques de
mutants comme dans le projet du million de mutations (Thompson et al., 2013) ot plus de 800 000 mutations
uniques ont €té créées, avec une moyenne de 8 mutations par géne. L’enti¢reté de ces mutations est

disponible au centre génétique de C. elegans (CGC).
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Figure 1.1. Développement et outils d’étude de C. elegans

(A) Cycle de développement de C. elegans. Le ver se développe dans un ceuf pendant un peu plus de 11 heures a 22°C.
Des stades sont différenciés en fonction du nombre de repliements qu’il prend dans sa coquille. Aprés son éclosion, il
continue de se développer a travers quatre stades larvaires (L1 a L4) avec une mue entre chaque stade. Dans certaines
conditions, comme un manque de nourriture, C. elegans peut mettre fin a son développement au stade L1 et rentrer
dans le stade dauer. Il peut alors survivre jusqu’a plusieurs mois dans ces conditions extrémes et, avec le retour des
conditions de développement optimales, reprendre son développement au stade L4. En trois jours, le ver est
complétement développé et apte & pondre. Schéma adapté de (Altun et Hall, 2009b). (B) L’utilisation de marqueurs
fluorescents et de promoteurs d’expression génique tissu-spécifique permet d’étudier des systémes individuels tels que
les neurones GABAergiques, les muscles ou la cellule excrétrice. Adapté de (Ofenbauer, 2018). (C) Le construit
NeuroPAL permet 1’expression d’une multitude de marqueurs fluorescents dans le noyau de tous les neurones de
C. elegans et donc I’identification de chacun de ces neurones. Tiré de (Yemini et al., 2021).

1.1.3  Approches en génétique moléculaire et outils d’études du nématode

De nombreuses approches en génétique moléculaire ont été mises au point chez C. elegans. La transgenése
chez ce nématode est plutdt simple. On peut injecter de I’ADN dans le syncytium de la gonade des
hermaphrodites afin qu’il soit incorpor¢ par les noyaux des futurs embryons. Dans le noyau, de multiples
copies de I'ADN injectées forment des structures dites extrachromosomiques, qui pourront étre transmises
a leur descendance (Mello et Fire, 1995). Grace a cette méthode, de nouvelles approches d’éditions du
génome sont continuellement développées ou adaptées a C. elegans, tel que le systeme CRISPR/Cas (Kim
et al., 2022), la recombinaison Cre/Lox (Kage-Nakadai et al., 2014), I’intégration des transgenes
multicopies (Frokjaer-Jensen et al., 2014; Noma et Jin, 2018) ou de copie unique d’un géne d’intérét (El
Mouridi et al., 2022; Frokjaer-Jensen et al., 2008; Nonet, 2023) dans le génome de C. elegans.

Par ailleurs, I'activité de genes peut étre déplétée par I'ARN interférence, une approche facile et rapide
puisqu’elle peut se faire par I’expression d’ARN double brin dans les bactéries dont le ver se nourrit
(Timmons et Fire, 1998). L’ARN est alors absorbé par les entérocytes intestinaux puis disséminé dans le
reste de 1’organisme. D’autres méthodes de déplétion d'activité génique comme le systéme de dégradation
de protéines ciblées induit par I’auxine (Zhang et al., 2015) ou des approches utilisant des ribozymes (Fang
et al., 2023) ont plus tard été adaptées a C. elegans afin de contrdler I’expression génique dans le temps et
dans I’espace. En plus des cribles génétiques largement utilisés chez C. elegans, de nouvelles méthodes de
criblage d’interacteurs pour des protéines ont été perfectionnées. C’est le cas de 1’approche appelée TurbolD

(Branon et al., 2018).

De nombreux outils ont été développés dans le but de faciliter 1’é¢tude des cellules du ver avec une grande
résolution. Apres 1’utilisation de la GFP, d’autres molécules fluorescentes telles que wrmScarlet (EI Mouridi
etal., 2017) ont été optimisées pour leur utilisation dans le ver. Le développement de marqueurs fluorescents
s’est étendu avec I’utilisation de molécules scindées en deux, comme c’est le cas de la "split-GFP" ou de

"split-mScarlet", qui permetent de suivre des protéines marquées a un niveau endogene et de maniere tissu-



spécifique (Fig. 1.1B) (He et al., 2019; Witten et al., 2023). L’augmentation de 1’éventail de marqueurs
fluorescents a permis le développement d’un ensemble de transgénes chez C. elegans, appelé NeuroPAL,
avec lequel on peut faire exprimer dans chacun des neurones une combinaison de signaux fluorescents quasi
unique pour identifier chaque neurone en temps réel (Fig. 1.1C, (Yemini et al., 2021)). On a aussi vu
apparaitre des rapporteurs fluorescents de flux de calcium, capables de mesurer ’activité calcique dans
différentes cellules (Kerr, 2006; Liu et al., 2024), ainsi que 1’optogénétique, pour manipuler I’activité de
cellules (Husson et al., 2013). Ces outils ont permis la construction de bases de données chez C. elegans
qu’aucun autre organisme n’a encore vus, rapportant notamment des données de transcriptomique a I’échelle
unicellulaire lors du développement embryonnaire du ver (Packer et al., 2019), un atlas des facteurs de
transcription exprimés dans toutes les cellules (Li et al., 2024) ainsi qu’un atlas fonctionnel de la propagation
des signaux neuronaux dans cet organisme (Randi et al., 2023). 1l est également intéressant de noter que
I’on peut faire une ablation d’une cellule ou d’un neurone spécifiquement a 1’aide d’un laser afin d’étudier
I’impact sur I’organisme (Kimble, 1981; Wang et al., 2022). Avec tous ces outils et bases de données, ce
nématode a déja permis d’identifier des génes importants pour le développement et la spécification cellulaire,
la migration, le guidage, la synaptogenése, la senescence, la régénération axonale ou encore la tubulogenése
pour ensuite faciliter la compréhension de processus biologiques conservés chez les mammiféres (Corsi,
2015; Shaye et Soto, 2021), prouvant alors son efficacité comme modéle génétique dans 1’étude du systéme

nerveux.

1.1.4  Le systéme nerveux de C. elegans a été trés étudié

La plupart des connaissances sur le développement d’extensions cellulaires et son lien avec la polarisation
ont été acquise dans des contextes neuronaux. Chez C. elegans, le systéme nerveux est formé d'exactement
302 neurones chez les individus hermaphrodites, dont certains sont spécifiques au sexe, comme les neurones
HSN qui contrélent les muscles de la vulve, et de 385 neurones chez les males. Dans leurs travaux, I’équipe
du Dr S. Brenner (White et al., 1986) a cartographié et décrit la morphologie de tous ces neurones. La
nomenclature utilisée référe a la position et au type de neurone en utilisant deux a trois lettres pour les
classer, par exemple AVM pour « Anterior Ventral Microtubule », et parfois une lettre supplémentaire
indiquant de quel c6té se situe le neurone, s’il s’agit d’une paire de neurones, par exemple ALMR pour «
Anterior Lateral Microtubule Right ». Ces travaux ont aussi mis en évidence le connectome du ver, qui
regroupe 7000 synapses chimiques et jonctions lacunaires. Les neurones ont une localisation relativement
invariante d’un individu a I’autre et sont soit répartis individuellement dans le ver, soit regroupés dans des
ganglions. Les extensions cytoplasmiques développées par les neurones responsables de la transmission de
I’influx nerveux, nommeés neurites, sont principalement regroupées dans des régions appelées neuropile ou

faisceau. Le neuropile principal de C. elegans est I’anneau nerveux, une structure circulaire qui s’organise



autour de Il'isthme du pharynx. On fait souvent référence a cet anneau nerveux comme étant le cerveau du
ver, étant donné que c’est a cet endroit qu’on retrouve le plus de neurites, environ 180, de synapses, et qu’il
constitue donc le site majeur d'intégration de I'information nerveuse chez le ver. Les autres neurites se
retrouvent dans des faisceaux longitudinaux qui traversent le ver dans sa longueur au niveau de la corde
nerveuse ventrale ou de la corde nerveuse dorsale, ainsi que dans des faisceaux moins importants aux
niveaux subventral et subdorsal. On trouve également des cellules gliales chez C. elegans qui s’organisent

principalement dans la téte du ver, entourant 1’anneau nerveux et les neurones sensoriels de la bouche.

En neurobiologie, les neurites sont habituellement regroupés en deux catégories: les dendrites, qui recoivent
I’information, et les axones, qui transmettent 1’information nerveuse. Cependant, la plupart des extensions
neuronales chez C. elegans sont capables de jouer les deux roles, c'est-a-dire de recevoir et de transmettre
des informations au long de la méme neurite (ces neurites sont tout de méme couramment appelés axones)
(Hall et al., 2006). Ainsi, la plupart des neurones chez C. elegans sont unipolaires ou bipolaires, a
I’exception des neurones sensoriels PVD et FLP qui sont multipolaires et dont les dendrites possédent une
arborisation complexe. Contrairement aux vertébrés, la plupart des neurones de C. elegans ne semblent pas
former de boutons synaptiques au bout de leurs dendrites (a I'exception de neurones moteurs DD et VD),
mais plutdt des synapses « en passant » (White et al., 1986). Toutefois, les synapses « en passant » ne sont

pas une spécificité du ver, étant donné qu’on en trouve aussi chez les souris (Kasthuri et al., 2015).

1.2  Polarisation et développement des extensions neuronales

Bien que la croissance des extensions de la cellule excrétrice, la cellule au centre de ces travaux de recherche,
aient été étudié (Shaye et Soto, 2021), trés peu de choses sont connues sur la phase précoce de leur mise en
place. Je détaille alors dans cette partie les mécanismes impliqués dans la polarisation, la mise en place et
le développement dans le contexte ou il a été le plus exploré : les neurones. Puis, je décris dans une autre
partie (section 1.5.4) comment la majorité de ces mécanismes semble conservée dans la cellule excrétrice.
Les neurones de I’hippocampe dissociés représentent le modele cellulaire le plus utilis¢é chez les
mammiferes pour étudier la mise en place de la polarité neuronale (Schelski et Bradke, 2017). Leur
développement se déroule en cing étapes (Fig. 1.2A) : d’abord, les neurones récupérés in vivo ont des
processus rétractés en forme de sphéere ronde autour de la cellule (1). Des neurites dits immatures
commencent a apparaitre (2), dont une va commencer une croissance plus rapide que les autres pour devenir
le futur axone — il s'agit de la spécification axonale (3). Les autres neurites immatures vont s’arboriser pour
former les dendrites (4), puis finalement, la polarisation fonctionnelle va commencer avec la synaptogeneése,

la formation des épines dendritiques, etc. (Takano et al., 2015). On considére alors la troisiéme étape, celle



de la spécification axonale, comme étant la polarisation neuronale, puisque c’est a cet instant que la symétrie

cellulaire est brisée et que 1’on voit apparaitre une spécialisation orientée.

On pense que cette spécification se fait grace a des facteurs de polarisation initiaux qui s’accumulent dans
un neurite spécifiqguement, pour ensuite induire des boucles de rétrocontréle positif. Ces boucles peuvent
alors amplifier les différences aussi bien au niveau moléculaire que structurel dans les neurites, résultant
dans I’induction de la spécification axonale (Schelski et Bradke, 2017). A I’inverse, on pense aussi qu’il
existe des boucles de rétrocontréle négatif ou d’inhibition de croissance dans les autres neurites (Schelski
et Bradke, 2017; Takano et al., 2015). Pour que cette hypothese soit probable, il faut alors un transport
adéquat des facteurs pro-croissance, possible grace a la mise en place d’un réseau de microtubules (MT)
stable et & extrémité positive uniquement dans cet axone en devenir. De plus, il y a un transport vers 1’axone
en croissance ainsi qu’une traduction locale d’ARNm de facteurs pro-croissance ou des sous-unités de
microtubules, et qui est induite par le signal de guidage Nétrine-1 (Hengst et al., 2009). Il est intéressant de
noter que la polarité moléculaire axone/dendrite est ensuite maintenue, entre autres, par un mécanisme
d’¢élimination par endocytose des récepteurs polarisés diffusant vers le pole opposé. Ce mécanisme est trés
conservé entre les neurones de souris, de rats, d’humain, mais aussi de nématodes, marquant une fois de

plus la haute conservation dans la polarisation cellulaire (Eichel et al., 2022).

La spécification axonale lancée, un cone de croissance se forme au bout de ’axone en devenir. Le cdne de
croissance est une structure constituée de trois compartiments distincts (Fig. 1.2B) : le domaine central
(domaine C) contenant surtout des MT provenant de la gaine axonale qui se trouve en amont de celui-ci, la
zone de transition (zone T) qui semble surtout contenir des arcs d’actine, dont le but est de limiter la
pénétration des microtubules du domaine C vers le troisiéme compartiment, qui est le domaine périphérique
(domaine P). Le domaine P contient le bord de croissance du cne et un réseau trés dynamique de F-actine
capable de former différentes structures protrusives. Dans ces structures, on retrouve les lamellipodes,
constitués d’un maillage d’actine branché, et les filipodes, composés de faisceaux paralleles de filaments
d’actine (Norris et Lundquist, 2011). La croissance axonale pourrait se faire selon I’hypothése répandue de
I’embrayage (« cluctch » en anglais) qui se déroule en trois phases (Schelski et Bradke, 2017). On pense
tout d’abord que les filaments d’actine du domaine P se fixent a des zones d’adhésion qui sont connectées
a des molécules de la matrice extracellulaire (MEC). Grace a cela, le cytosquelette d’actine peut alors former
des protrusions qui vont entrainer une force de tension au sein du cone de croissance et rapprocher la zone T
de ces points d’adhésion. C’est la phase de protrusion (1). On voit ensuite une réorientation des arcs d’actine
de la zone T, qui permet aux microtubules de pénétrer dans le domaine P durant la phase d’engorgement

(2). Finalement, la gaine axonale est allongée par accumulation de MT dans I’ancienne zone T du cone de



croissance, qui devient alors le nouveau domaine C dans la phase de consolidation (3). On comprend alors
que les régulations du cytosquelette a la base de la réorganisation du céne de croissance et de la formation
des protrusions au bord de croissance sont une étape limitante pour la formation et la croissance des

extensions neuronales (Schelski et Bradke, 2017).
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Figure 1.2. Mise en place de la polarité et structures de croissance

(A) Les cing étapes de la mise en place de la polarité neuronale dans des neurones de I’hippocampe de rongeurs en
culture in vitro. Des bourgeonnements apparaissent rapidement aprés la mise en culture des neurones (1), qui se
développent ensuite en neurites immatures (2). Des mécanismes d’induction et d’inhibition de la croissance favorisent
le développement d’un neurite en particulier qui développe alors un cone de croissance; il s’agit de la spécification
axonale (3). Les autres neurites s’arborisent en dendrites (4), et plus tard encore, les spécifications fonctionnelles telles
que la formation de synapses ou d’épines dendritiques se mettent en place (5). Schéma adapté de (Takano et al., 2015).
(B) Structure du céne de croissance axonal. La gaine axonale est en lien direct avec le domaine central du céne de
croissance ou se concentrent les microtubules. La zone de transition est composée d’arcs d’actines formés a 1’aide de
la myosine 1l, qui inhibent le mouvement des microtubules vers le bord de croissance. Le domaine périphérique
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contient un réseau riche et dynamique de F-actine qui peut former des structures protrusives comme les lamellipodes
et les filipodes. Celles-ci se forment au niveau du bord de croissance du cAne et sont nécessaires a la croissance axonale.
Schéma adapté de (Schelski et Bradke, 2017). (C) Structure du bout du canal de la cellule excrétrice en croissance. On
retrouve un réseau riche en F-actine au bord de croissance précédé d’une zone plus riche en microtubules. Des centres
d’organisation des microtubules non centrosomaux (ncMTOC) sont présents et organisent les dynamiques de
microtubules le long des canaux en croissance. Le réseau membranaire composé de F-actine, de filaments
intermédiaires et de microtubules soutient la membrane apicale qui borde la lumiére au sein du canal. Schéma adapté
de (Shaye et Soto, 2021).

Chez C. elegans, la mise en place de la polarité neuronale a surtout été étudiée dans les neurones HSN, ou
1’on voit une polarisation moléculaire de récepteurs de guidage (discuté plus loin) au niveau ventral du soma.
On voit ensuite la formation d’un bord de croissance ventral qui présente plusieurs neurites a activité
protrusive. Ces neurites vont s’étendre vers la ligne médiane ventrale du ver, puis un d’eux (le futur axone)
va augmenter en taille, tandis que les autres vont régresser (Adler et al., 2006). A plusieurs niveaux, le
développement des neurones HSN est proche du modéle des neurones de I’hippocampe. Dans des conditions
in vivo, la polarisation neuronale pourrait cependant se dérouler différemment ou étre plus complexe.
Certains neurones peuvent hériter de la polarité de leur progéniteur, et d’autres suivre la polarisation d’un
neurone déja mis en place, appelé ’axone pionnier, selon le modéle de contact et départ (« touch and go »
en anglais) qui met en jeu des molécules d’adhésion et de contact entre ces deux neurones (Namba et al.,
2014).

Il existe un manque dans les connaissances concernant la mise en place de la polarité dans des neurones en
conditions in vivo et I’étude des mécanismes a la base de ce processus mériterait d’étre approfondie. De
plus, a ’heure actuelle, le régulateur du cytosquelette RhoA est le seul facteur clairement identifi¢ comme
étant impliqué dans une boucle d’inhibition de la croissance axonale (Takano et al., 2015). RhoA est en
effet capable d’induire la formation d’arcs d’actine via la myosine II dans le cone de croissance afin de
limiter la pénétration des MT dans le domaine P et donc la croissance axonale. RhoA est méme dégradé
dans le neurite en cours de spécification lors de la polarisation neuronale (Cheng et al., 2011; Dupraz et al.,
2019). Il manque alors beaucoup de connaissances pour mieux comprendre comment est régulé cet équilibre
entre boucles de rétrocontréle positif et négatif. Finalement, bien que certaines études explorent
I’implication des signaux extrinséques au neurone sur la polarisation neuronale (Adler et al., 2006; Limerick
et al.,, 2018; Tang et Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014), la coordination entre ces signaux et les
modifications du cytosquelette nécessaires a la polarisation, reste incomprise. Quels sont les mécanismes
d’inhibition de la croissance axonale permettant la spécification d’un seul neurite ? Comment se fait la
coordination entre 1’activation de la croissance dans I’axone en devenir et 1’inhibition dans les autres ?

Comment la signalisation extracellulaire impacte-t-elle la polarisation neuronale ? Telles sont alors des
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guestions sans réponse qui nécessitent une étude plus approfondie. Ci-dessous, je décris le réle de certains
signaux de guidage extrinseques et de modulateurs du cytosquelette qui participent a la croissance et au bon
guidage des neurites, mais qui semblent aussi intervenir plus tot lors de la morphogenése neuronale comme

dans la polarisation.

1.2.1 Les voies de guidage
1.2.1.1 Voie de UNC-6/Nétrine

Le signal de guidage UNC-6/Nétrine a été premi¢rement découvert chez I’organisme C. elegans
(Hedgecock et al., 1990) puis purifié par la suite sur la base de son affinité a 1’héparine (Serafini et al.,
1994). Il possede quatre isoformes secrétées et deux attachées par une ancre glycosylphosphatidylinositol
(GPI) chez les mammiféres (Nakashiba et al., 2002), tandis qu’une seule isoforme chez C. elegans, qui est
sécrétée. La Nétrine partage une forte homologie avec des sous-unités de la laminine, et posséde trois
domaines identiquement nommés entre les orthologues mammiferes et chez C. elegans : les domaines 1V,
V et un domaine C-terminal. Le domaine IV est un domaine semblable aux immunoglobuline (Ig) globulaire,
le domaine V contient trois répétitions de domaine EGF (facteur de croissance épidermique) (Fig. 1.3A,
(Finci et al., 2014; Ogura et al., 2012)). UNC-6/Nétrine a été établie comme un signal disséminé dans la
matrice extracellulaire (Wadsworth, 2002), ou qui peut agir a courte distance sur des récepteurs spécifiques
situé a la surface de certains cdnes de croissance. Chez le ver, UNC-6 est exprimée au moins par les cellules
ventrales, les progéniteurs de la vulve ainsi que les cellules gliales et certains neurones de 1’anneau nerveux
(Asakura et al., 2007; Wadsworth et al., 1996).

Bien que la Nétrine puisse se lier a des récepteurs comme DSCAM (Ly et al., 2008) ou la Néogénine (Wilson
et Key, 2006) chez les mammiféres, UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 sont ses principaux récepteurs connus
chez C. elegans. Le récepteur DCC a premiérement été découvert comme un marqueur pronostique de
tumeur du colon (Fearon et al., 1990). DCC appartient a la superfamille des immunoglobulines et contient
guatre domaines lg suivis par six répétitions de domaine fibronectine (Fn) de type Ill, un domaine
transmembranaire (TM) et finalement trois domaines intracellulaires nommés P1, P2 et P3, qui sont
conservés (Fig. 1.3B, (Finci et al., 2014)). D'autre part, UNC-5/Unc5 posséde deux domaines Ig, deux
domaines thombospondine (TSP) de type I, un domaine TM, et dans sa partie intracellulaire : un domaine
ZU5 (pour Zona Occludens), un domaine UPA (qui peut interagir avec le domaine P1 de UNC-40/DCC
(Finci et al., 2014)) et finalement un domaine DEATH, impliqué dans 1’apoptose et la signalisation pro-
inflammatoire (Fig. 1.3C). Contrairement & unc-6 (deux isoformes sensiblement similaires) et unc-40

(1 isoforme), unc-5 posséde sept isoformes dont 1’isoforme court appelé UNC-5b semble avoir des fonctions
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distinctes des autres isoformes, notamment dans le contexte de protrusivité du céne de croissance des
neurones VD/DD (Mahadik et Lundquist, 2023a).

EGF
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Ig Fn 1l
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Figure 1.3. Domaines proteiques des molécules de guidage de la voie UNC-6/Nétrine

Structures de UNC-6/Nétrine (A), UNC-40/DCC et MYR::UNC-40 (B), UNC-5/Unc5 (isoforme A, la plus longue) et
MYR::UNC-5 (C). Si I’isoforme n’est pas mentionnée, c¢’est qu’une seule est connue. C = domaine C-terminal. EGF
= domaine du facteur de croissance épidermique. P1 a P3 = site d’interaction intracellulaire. TM = région
transmembranaire. Fn 111 = domaine de fibronectine de type I11. Ig = domaine de type immunoglobuline. Etoile rouge
= myristoylation. TSP = domaine thrombospondine de type 1.

Dans son fonctionnement, la Nétrine peut interagir avec ses récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 afin
d’induire le guidage de 1’axone en développement, et ce soit vers la source de UNC-6/Nétrine (attractif),
soit contre cette source de signal (répulsif). Lors de I’attraction, la Nétrine induit la dimérisation ou
I’oligomérisation de plusieurs récepteurs UNC-40/DCC via différents sites d’interaction (Finci et al., 2014;
Xu et al., 2014). En effet, la Nétrine-1 posséde trois sites d’interaction avec les récepteurs DCC qui sont
trés conservés chez les isoformes de la Nétrine impliquées dans le guidage neuronal, mais aussi entre les
espéces, comme c’est le cas pour C. elegans (Finci et al., 2014). La liaison de DCC pour ces sites se fera
selon I’ordre d’affinité de sites 1>3>2. 1l est intéressant de noter que DCC a aussi deux sites de liaison pour
la Nétrine-1 dans son domaine V, pouvant alors lier deux molécules de Nétrine (Finci et al., 2014; Xu et al.,
2014), induisant potentiellement une multimérisation, et non une dimérisation du récepteur comme on a
longtemps pensé. La dimérisation, ou multimérisation, de récepteurs UNC-40/DCC a été reliée a un
développement axonal de plusieurs neurones vers des sources de UNC-6/Nétrine proche (Chan et al., 1996;
Gitai et al., 2003; Hedgecock et al., 1990). UNC-40 et UNC-6 sont conjointement responsables de la
formation et de la stabilité des protrusions dans le cone de croissance de certains neurones, comme HSN ou
VD (Norris et Lundquist, 2011).
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Mais UNC-6/Nétrine peut également interagir avec UNC-5/Unc5 a travers son deuxiéme site d’interaction,
site ou il y aurait compétition pour la liaison avec UNC-40/DCC (Finci et al., 2014; Priest et al., 2024).
UNC-5/Unc5 peut induire une répulsion du cbne de croissance envers la source de UNC-6/Nétrine
(Leonardo et al., 1997; Leung-Hagesteijn et al., 1992), principalement en altérant son cytosquelette (Norris
et Lundquist, 2011; Norris et al., 2014). En effet, il peut restreindre la présence de microtubules a extrémité
positive, qui ont une activité pro-protrusive, dans le cdne de croissance (Gujar et al., 2018) et induire la
localisation de la F-actine au bord opposé de la source de Nétrine (Norris et Lundquist, 2011). La
signalisation médiée via UNC-5/Unc5 et UNC-6/Nétrine parait inhiber la stabilité des protrusions du cone
de croissance dans une direction donnée, et ce mécanisme est dépendant de UNC-40/DCC (Norris et
Lundquist, 2011). Bien que dans la majorité des cas, la répulsion induite par UNC-5/Unc5 nécessite la
présence de UNC-40/DCC (Finci et al., 2014; Hedgecock et al., 1990; Keleman et Dickson, 2001; Leung-
Hagesteijn et al., 1992; Macneil et al., 2009; Norris et Lundquist, 2011; Norris et al., 2014), il existe des
mécanismes ou UNC-5/Unc5 induit la répulsion envers une source de UNC-6/Nétrine de maniére
indépendante de UNC-40/DCC (Hedgecock et al., 1990; Keleman et Dickson, 2001; Macneil et al., 2009).
Apres I’utilisation trés répandue d’une vision selon laquelle un récepteur peut induire une signalisation
attractive ou répulsive envers une source de signal donné, il a été soulevé qu’un tel mode¢le était limitant et
trop simpliste pour représenter le r6le réel de chaque acteur du guidage axonal et de la polarisation neuronale.
Afin de trouver un mode¢le plus proche de la réalité, I’équipe du Dr Wadsworth (Limerick et al., 2018) a
proposé un modele probabilistique selon lequel UNC-5 n’est plus répulsif a la source de Nétrine, mais
semble plutét contrbler le mouvement de la membrane du cbne de croissance vers, contre ou

perpendiculairement a la source de la Nétrine, dépendamment du contexte dans lequel il se trouve.

Afin d’étudier le role de ces récepteurs dans différents contextes ainsi que leur dépendance au signal UNC-
6/Nétrine, la construction de récepteurs dits constitutivement actifs a été proposée. Par analogie avec
certains récepteurs tyrosine kinase, la perte de la partie extracellulaire du récepteur méne a une activation
constitutive. Dans ce cas, la partie intracellulaire peut induire une signalisation sans la nécessité
d’interaction du récepteur avec le signal qui vient I’activer, ici UNC-6. En ciblant le récepteur a lamembrane
au moyen d’un signal de modification lipidique, la myristoylation, on obtient un récepteur capable d’induire
des voies de signalisation intracellulaire en absence de son signal qui, de plus, est localisé a la membrane
comme le sont les récepteurs endogénes : le récepteur MYR::UNC-40 (Fig. 1.3B, (Gitai et al., 2003)).
Exprimé de maniere transgénique, MYR::UNC-40 inhibe la protrusivité dans le cone de croissance des
neurones VD (Norris et Lundquist, 2011) et induit un exces de croissance dans les neurones AVM et HSN
(Gitai et al., 2003) d’une maniére indépendante de UNC-6 et de UNC-40 endogénes, confirmant ainsi

I’activation constitutive du récepteur. L’effet de MYR::UNC-40 peut cependant varier selon la présence de
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UNC-5 et des contextes cellulaires (Gitai et al., 2003; Norris et Lundquist, 2011), ce qui signifie que
MYR::UNC-40 peut toujours interagir directement avec UNC-5 ou qu’il peut nécessiter la signalisation qui
découle de ce récepteur. Similairement, un récepteur UNC-5 constitutivement actif a été construit :
MYR::UNC-5, capable d’inhiber la protrusivité du cone de croissance des neurones VD et ce d’une maniére
indépendante de UNC-6 mais dépendante de UNC-40, du moins dans le contexte ou il a été étudié (Fig. 1.3C,
(Norris et al., 2014)).

Bien que la distribution du signal de guidage dans la matrice ou le gradient de signal puisse jouer un réle
important sur le cone de croissance, la disponibilité sélective et la distribution des récepteurs a sa surface
doivent également exercer une fonction primordiale. Effectivement, la localisation des récepteurs a la
surface du cone de croissance dans ’espace (Nguyen et al., 2014; Nguyen et al., 2015; Niftullayev et
Lamarche-Vane, 2019) mais aussi dans le temps (Norris et Lundquist, 2011) impacte la migration neuronale
et le guidage axonal. Dans le contexte de la voie de guidage de la Nétrine, la localisation de UNC-40 varie
durant le développement de la cellule d’ancrage de la vulve (Wang et al., 2014) et le développement de
’axone des neurones HSN (Adler et al., 2006; Kulkarni et al., 2013; Xu et al., 2009). Dans ce deuxiéme
exemple, UNC-40 semble d’abord polarisé a la surface ventrale pour ensuite former des zones concentrées
au bord de croissance (Kulkarni et al., 2013), un processus qui initie la rupture de la symétrie de ce neurone.
Cette polarisation dite asymétrique a I’air de dépendre de UNC-6 directement, mais aussi d’autres
partenaires (Limerick et al., 2018; Tang et Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014) et permet de définir le site
de développement du futur axone (Adler et al., 2006). Cela démontre que la voie de guidage UNC-6/Nétrine
est impliquée dans de nombreux processus cellulaires se déroulant parfois avant le guidage axonal, et dont
certains sont nécessaires au bon développement de cellules polarisées, comme la cellule excrétrice
(Hedgecock et al., 1990).

1.2.1.2 Lavoie de guidage de SLT-1/Slit

Les premiéres découvertes concernant le signal de guidage Slit ont été faites chez la drosophile lors du
guidage d’axones aux abords de la ligne médiane lors de I'embryogenése (Rothberg et al., 1988; Seeger et
al., 1993). Slit agit comme un signal répulsif bloquant le passage de la ligne médiane aux neurones possédant
les récepteurs de ce ligand (Kidd et al., 1999). Ce signal de guidage est trés conservé entre les especes : trois
genes codent pour des Slit, Slit-1 a 3, chez les vertébrés, tandis qu’un seul chez les invertébrés, slt-1 chez
C. elegans. lls sont composés de quatre domaines riches en leucines, six domaines de type EGF ou se trouve
un site de clivage chez les vertébrés, un domaine appelé ALPS puisqu’il partage chez la drosophile une
haute conservation dans les protéines Agrine, Laminine, Perlécan et Slit (Rothberg et Artavanis-Tsakonas,

1992), suivi a nouveau par des domaines de type EGF (un chez les invertébrés et trois chez les vertébrés)
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(Fig. 1.4A, (Tong et al., 2019)). Bien que Slit ait d’abord été décrit comme un signal de guidage neuronal,
il joue aussi un role dans le développement des reins et du cceur, dans la régulation de 1’angiogeneése, la

migration cellulaire, 1’ostéogenése ainsi que la progression tumorale chez les mammiféres (Niimi, 2021).

Le principal récepteur de Slit s’appelle Robo (pour Roundabout, faisant allusion au phénotype de la ligne
médiane des embryons mutants de la drosophile). Chez la plupart des espéces, trois génes codent pour ce
récepteur, Robo-1 a 3, excepté chez le nématode ot on ne trouve qu’un seul géne capable de cette fonction :
sax-3 (pour "sensory axon guidance defective"). Le récepteur SAX-3/Robo est transmembranaire et possede
5 domaines immunoglobuline, trois domaines Fn Il ainsi qu’une région intracellulaire. SAX-3/Robo peut
interagir avec des modulateurs du cytosquelette tel que UNC-34/Enabled par I’intermédiaire de cette région
intracellulaire (Fig. 1.4B, (Yu et al., 2002)), et peut spécifier la réponse cellulaire a un signal de guidage
donné (Bashaw et Goodman, 1999).

DRL EGF

EGF
A h--i hlllli [aps [ | SLT-1 (1410 aa)

Ig Fnlll cco
[ | | | ™™

\
BT ITT TTTTTTTTTTTT WMTTTITTTT 1 SAX-3 (1273 aa)

Figure 1.4. Domaines proteiques des molécules de guidage de la voie SLT-1/Slit

Structures de SLT-1/Slit (A) et de SAX-3/Robo (isoforme B, la plus longue) (B). Si I’isoforme n’est pas mentionnée,
c’est qu’une seule est connue. EGF = domaine du facteur de croissance épidermique. TM = région transmembranaire.
Fn 111 = domaine de fibronectine de type Ill. Ig = domaine de type immunoglobuline. CCD = domaine cytoplasmique
conservé avec la drosophile. ALPS = domaine Agrine, Laminine, Perlécan, Slit. DRL= domaine riche en leucines.

Chez C. elegans, SLT-1/Slit est une molécule sécrétée dans la matrice extracellulaire dans la région dorsale
du ver et agit comme un signal chimiorépulsif des cénes de croissance qui expriment le récepteur SAX-3 a
leur surface. A travers I’interaction avec ses récepteurs cibles, SLT-1/Slit régule le guidage axonal au niveau
de la ligne médiane du ver, comme chez la drosophile. De plus, SAX-3 peut partiellement remplacer Robol
chez la drosophile lors de la répulsion des axones au niveau de la ligne médiane montrant la forte
conservation évolutive de ce récepteur (Daiber et al., 2021). SLT-1/Slit participe aussi & la migration de
certains neurones et au guidage ventral de leur céne de croissance en paralléle de la voie de UNC-6/Nétrine
(Hao et al., 2001; Yu et al., 2002; Zallen et al., 1998).
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Grace a des cribles génétiques, d'autres facteurs interagissant avec SAX-3 ont été identifiés, dont le
récepteur EVA-1/EVALC (pour « Enhancer of Ventral-Axon guidance defects in unc-40 mutants »,
(Fujisawa et al., 2007)), qui agit comme corécepteur de SAX-3/Robo pour le signal SLT-1/Slit chez
C. elegans. EVA-1/EVALC pourrait permettre de spécifier le rdle de SAX-3/Robo comme récepteur de
SLT-1/Slit dans certains contextes cellulaires (Fujisawa et al., 2007). En effet, des mutants sax-3 peuvent
induire des défauts que les mutants slt-1 n’induisent pas, suggérant alors des roles pour SAX-3/Robo qui
sont indépendants du signal de guidage SLT-1/Slit (Fujisawa et al., 2007; Hao et al., 2001; Xu et al., 2015;
Zallen et al., 1999). On pense alors que ces rdles pourraient étre dépendants d’un autre signal de guidage
ou bien alors completement indépendants de ligands extracellulaires. On remarque néanmoins que
I’expression ectopique du récepteur EVA-1/EVAI1C dans des contextes cellulaires ou il n’est pas présent
normalement, et ou SAX-3 est exprimé seul, induit une apparition de nouveaux défauts de guidage
dépendants de la présence de SLT-1 (Fujisawa et al., 2007). On pense alors que EVA-1/EVALC induit un
role de SAX-3/Robo spécifiquement en réponse au signal de guidage SLT-1/Slit.

1.2.1.3 Interaction des voies SLT-1/Slit et UNC-6/Nétrine

Dans plusieurs contextes et différents modéles animaux, on observe une interaction hiérarchique entre les
voies de Slit/Slt-1 ou son récepteur Robo/SAX-3, et la voie de Nétrine/UNC-6 ou ses récepteurs DCC/UNC-
40 et Unc5/UNC-5 (Bai et al., 2011; Fothergill et al., 2014; Fujisawa et al., 2007; Leyva-Diaz et al., 2014).
Par exemple, le guidage axonal chez les neurones HSN de C. elegans est assuré par une synergie entre les
signaux UNC-6/Nétrine et SLT-1/Slit (Xu et al., 2015). Mais dans ce contexte, UNC-40/DCC pourrait agir
en partie indépendamment de son ligand UNC-6/Nétrine, similairement a d’autres contextes (Alexander et
al., 2009; Chan et al., 1996; Smith et al., 2012; Wang et al., 2014; Yu et al., 2002), et conjointement au
récepteur SAX-3/Robo. Cette action conjointe de UNC-40/DCC et SAX-3/Robo semble passer par la
protéine SYD-1/SYDE2 qui interagit physiquement avec la partie intracellulaire de ces deux récepteurs, et
qui peut induire I’activation de régulateurs du cytosquelette (Xu et al., 2015). Les récepteurs UNC-40/DCC
et SAX-3/Robo sont aussi capables d’interaction physique directement entre eux via leur partie
intracellulaire (Su et al., 2024; Yu et al., 2002). Cette interaction pourrait permettre a UNC-40/DCC de
potentialiser le role de SAX-3/Robo dans sa réponse au signal SLT-1/Slit lors du guidage du neurone AVM
(Yuetal., 2002). Inversement, en absence de SLT-1/Slit et/ou de EVA-1/EVALC dans le cone de croissance
de AVM, SAX-3 peut inhiber la signalisation en aval de UNC-40/DCC et son signal de guidage UNC-
6/Nétrine (Fujisawa et al., 2007; Li et al., 2008). Enfin, lors de la formation du cone de croissance dans les
neurones HSN, le récepteur SAX-3/Robo a un impact sur la localisation asymétrique du récepteur UNC-

40/DCC, et pourrait étre requis pour les fonctions de UNC-5/Unc5 dans le guidage ventral de cet axone,
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ajoutant des degrés d’interaction supplémentaires entre les deux voies (Limerick et al., 2018; Tang et
Wadsworth, 2014).

1.2.2 Lafamille des Rho GTPases

Le guidage et la morphogenése neuronaux sont donc influencés par de nombreux facteurs extrinséques,
mais tous ces signaux doivent étre interprétés et intégrés par la cellule. Cette étape peut passer par différents
aspects, notamment par la modification du taux local de calcium intracellulaire ou encore par les nucléotides
cycliques (CAMP/gAMP), mais les acteurs principaux de cette réponse cellulaire sont des modulateurs du
cytosquelette universels : les Rho GTPases (Niftullayev et Lamarche-Vane, 2019).

1.2.2.1 Généralités

La superfamille des petites Ras GTPases comprend cing classes : les Ras, les Rho, les Arf, les Rab (pour
Ras-Like Brain) et les Ran (pour Ras-like Nuclear) GTPases, les Rho étant celles qui controlent
principalement le cytosquelette. Les GTPases agissent comme interrupteur moléculaire affectant de
nombreux processus biologiques. Elles peuvent étre dans deux états : lié a du GTP, une forme dite active,
ou lié a du GDP, leur forme inactive (Fig. 1.5A, (Reiner et Lundquist, 2018)).

Les principales effectrices qui agissent sur ces GTPases sont classées en trois groupes. Les GEF (pour
Guanine nucleotide Exchange Factor) sont capables d’éjecter le GDP d’une GTPase de la famille Ras et, le
GTP étant plus présent dans la cellule que le GDP, une nouvelle molécule de GTP peut prendre sa place,
activant ainsi la protéine. A I’inverse, les GAP (pour GTPase Activating Protein) activent spécifiquement
I’activit¢ GTPase, induisant ainsi ’hydrolyse du GTP attach¢ en GDP, inactivant donc la protéine.
Finalement, on trouve les GDI (pour Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor), des protéines chaperonnes
capables de lier des GTPases inactives (et donc liées a un GDP) afin de les séquestrer dans le cytoplasme et

empécher I’accés a des GEF pour une future activation (Fig. 1.5A, (Niftullayev et Lamarche-Vane, 2019)).

Les GTPases ont des structures sensiblement similaires entre elles et se composent de la maniére suivante
(Fig. 1.5B) : le domaine principal est le domaine G, qui permet la liaison au GDP/GTP, I’interaction avec
les effecteurs de la GTPase quand la conformation le permet, et finalement la partie catalytique de
I’hydrolyse. Plus précisément, on retrouve les boites G (« G-boxes » en anglais) qui sont les domaines
GTPases et les régions switch 1 et 2 qui changent de conformation en fonction de la liaison a un GDP ou
un GTP, et permettent ainsi I’interaction, ou non, avec les effecteurs (Reiner et Lundquist, 2018). La

fonction de la Rho GTPase est plus finement régulée par ses régions N- et C-terminale qui peuvent impacter
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la localisation cellulaire. La séquence CAAX permet 1’ajout de modifications lipidiques, telles qu’un
groupement farnésyl, géranyle géranyle ou palmitoyl en C-terminal (pour les Ras, Rho et Rab), ou bien
encore myristoyl en N-terminal (pour la Rho GTPase MIG-2). Cette modification lipidique rend possible
I’ancrage de la GTPase a la membrane plasmique ou a des membranes de sous-compartiments cellulaires
pour moduler la fonction de la GTPase. Enfin, entre le domaine G et la séquence CAAX, se trouve la région
hypervariable. Cette région posséde une charge électrostatique qui ajoute un niveau de contrble dans la
régulation du ciblage cellulaire, d’autant plus que cette région est sujette aux phosphorylations qui peuvent
alors modifier la charge électrostatique. Vient s’ajouter a tout cela le réle des protéines chaperonnes, comme
les GDI qui affectent aussi la localisation des petites GTPases (Reiner et Lundquist, 2018). 1l est intéressant
de noter que des modifications d’acides aminés a des positions trés précises induisent des effets identiques
chez tous les membres de la superfamille des Ras GTPases. Notamment, une substitution aux positions 12,
13 et 61 résulte en une activation dite constitutive des protéines : les GTPases sont alors constamment liées
a du GTP et donc actives (Reiner et Lundquist, 2018). Une substitution aux alentours de 1’acide aminé 28
(généralement  F28L) insensibilise les GTPases au GEF, induisant ainsi des cycles
GDP(inactif)«>GTP(Actif) beaucoup plus rapides, et permettant des niveaux d’activation intermédiaires
(Reinstein et al., 1991). Pour la GTPase Racl/CED-10 par exemple, la mutation P29S impacte la région

switch 1, ce qui lui confére la capacité d’activation spontanée (Davis et al., 2013; Norgaard et al., 2018).

Chez C. elegans, il existe sept génes codants pour des petites Rho GTPases, qui partagent 90 a 97% de
similarité protéique avec leurs orthologues humains (Quinn et al., 2008). Les trois principaux et mieux
décrits sont ced-10/Racl, cdc-42/Cdc42 et rho-1/RhoA. On trouve ensuite mig-2, dont la séquence partage
une homologie avec Racl et Cdc42 mais dont la fonction est plus proche de celle de RhoG. rac-2 est une
copie quasi conforme du géne ced-10, qui semble cependant pouvoir agir indépendamment de ce dernier,
comme dans le guidage axonal par exemple (Struckhoff et Lundquist, 2003). Les GTPases CED-10/Rac1,
MIG-2/RhoG et RAC-2 forment une sous-catégorie appelée « les GTPases Rac ». Et finalement, il existe
deux Rho GTPases dites atypiques : chw-1 et crp-1. Bien qu’en petit nombre, ces Rho GTPases sont
impliquées dans de trés nombreux processus biologiques et contextes cellulaires différents (Reiner et
Lundquist, 2018). On pense que c’est majoritairement la multitude de Rho GEF et GAP qui permet une telle
variété de fonctions ainsi que le controle spatiotemporel des Rho GTPases. Les GEF et GAP peuvent étre
spécifiques d’une Rho GTPase, comme par exemple la GAP SRGP-1 pour CED-10/Racl (Neukomm et al.,
2011) et la GEF sax-1 pour RHO-1/RhoA (Zallen et al., 2000). Mais ces enzymes peuvent aussi réguler la
fonction de plusieurs GTPases, comme UNC-73/Trio KALRN qui posséde deux régions GEF, une
spécifique des GTPases Rac comme CED-10/Racl ou MIG-2/RhoG, puis une autre spécifique de RHO-
1/RhoA (Marcus-Gueret et al., 2012). Bien que la plupart des Rho GAP/GEF soient exprimées de maniere

19



ubiquitaire, certaines pourraient étre limitées a un tissu, et leur réle dans la cellule peut varier au cours du
temps (Niftullayev et Lamarche-Vane, 2019; Reiner et Lundquist, 2018). Les Rho GTPases constituent donc
un pivot central pour réguler le cytosquelette avec les GEF et GAP en amont, et en aval, différents effecteurs
qui peuvent agir indirectement (par I’intermédiaire de kinases par exemple) ou directement sur les
dynamiques du cytosquelette principalement d’actine, mais aussi des microtubules (Reiner et Lundquist,

2018) et de la myosine (Dupraz et al., 2019; Kimura et al., 1996; Wissmann et al., 1997).

Rho GEF
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Rho GTPase @ Rho GTPase
inactive @ active
) RS
P
@1 Rho GAP
B Domaine de Région  Région
localisation switch 2 switch 1
C | (61 [ LET-60 (1842a)

Site d’interaction

Figure 1.5. Les Rho GTPases

(A) : Cycle des Rho GTPases. Les Rho GEF peuvent remplacer le GDP des Rho GTPases par du GTP, ce qui va
induire un changement conformationnel de la protéine et lui permettre d’interagir avec des effecteurs; on la dit activee.
Les Rho GAP peuvent activer la fonction GTPase des Rho GTPases, induisant 1’hydrolyse du GTP en GDP, qui
repassent donc dans leur conformation inactive. Les Rho GDI sont des protéines chaperonnes capables de séquestrer
des Rho GTPases dans leur conformation inactive. (B) La structure de la protéine LET-60/Ras est tres représentative
des GTPases. Son domaine principal est le domaine effecteur (rose). Il comprend les boites G (1 a 5, en beige) qui
permettent la liaison avec du GDP ou GTP, le site d’interaction (trait rouge) au moyen duquel la protéine peut se lier
a des effecteurs quand sa conformation le permet. Les régions switch 1 et 2 (traits bleus) impactent la conformation de
la GTPase en fonction de la liaison a du GDP ou GTP. Finalement, on trouve aussi le domaine de localisation (vert)
qui contient la région CAAX pour attacher une modification lipidique ainsi que la région hypervariable. Adapté de
(Reiner et Lundquist, 2018).

1.2.2.2 Roles généraux

Les Rho GTPases ont des roles primordiaux lors du développement embryonnaire de nombreuses especes,
étant donné que la perte de fonction de certaines d’entre elles provoque de la létalité embryonnaire. Chez
C. elegans, c’est le cas pour la mutation des genes ced-10, rho-1 et cdc-42. En effet, leurs roles se

manifestent trés tét dans le développement d’organismes. Par exemple, CDC-42 et RHO-1 régulent la
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polarisation des premiéres divisions cellulaires en controlant la localisation du complexe de polarité apicale
PAR (constitué de par-3/par-6/pkc-3) soit par une interaction physique pour CDC-42 (Nishimura et al.,
2005), soit par la contractilité de I’actomyosine pour RHO-1 (Schonegg et Hyman, 2006). Plus tard, RHO-
1, CED-10 et MIG-2 ainsi que la Rho GEF UNC-73/Trio agissent dans 1’¢longation embryonnaire en
régulant les dynamiques des cytosquelettes d’actine et de myosine (Reiner et Lundquist, 2018). Un autre
role important des Rho GTPases est dans le processus apoptotique découvert chez C. elegans. On a révélé
I’implication de CED-10 (pour cell death abnormal, (Reddien et Horvitz, 2000)), puis MIG-2 (Debakker et
al., 2004) et CDC-42 (Hsieh et al., 2012), dans la régulation du cytosquelette nécessaire a la formation des
protrusions responsables du nettoyage des corps apoptotiques par les cellules environnantes.

1.2.2.3 En aval des voies de guidage

La fine régulation des Rho GTPases les implique dans de nombreux processus neurodéveloppementaux. Par
exemple, CED-10/Racl et MIG-2/RhoG agissent dans les mécanismes de migration des neuroblastes Q et
de laDTC (« Distal Tip cell ») (Shakir et al., 2006), une cellule migratrice de la gonade, donc non neuronale,
mais qui nécessite aussi la voie de guidage UNC-6/Nétrine pour son développement (Su et al., 2000). On a
ensuite découvert que les Rho GTPases peuvent agir en aval de ces voies de guidage, surtout lors du guidage
axonal (Reiner et Lundquist, 2018). Comme expliqué précédemment, le guidage axonal correspond a la
formation de structures protrusives au bord de croissance du cdne axonal. Ces dernieres servent a
I’exploration de la matrice extracellulaire et I’extension de I’axone en développement. Dans les neurones
PDE, UNC-40 active CDC-42 qui controle les GTPases CED-10/Racl et MIG-2/RhoG en passant par la
GEF TIAM-1 pour réguler les protrusions dans le cone de croissance et ainsi le guidage de 1’axone (Demarco
et al., 2012). Similairement, CED-10 module le guidage des neurones AVM et HSN en aval de la
signalisation UNC-6/Nétrine - UNC-40/DCC (Gitai et al., 2003), ce qui indique que les GTPases Rac
participent au guidage axonal orienté vers le pble ventral du ver. Dans ce contexte, les GTPases Rac agissent
majoritairement sur deux cibles qui sont le complexe de nucléation pour la polymérisation de I’actine Arp2/3
(Demarco et al., 2012; Norris et al., 2009) et la protéine de liaison avec I’actine UNC-115/abLIM (Demarco
et al., 2012; Gitai et al., 2003; Norris et al., 2009; Struckhoff et Lundquist, 2003), modulant ainsi le

cytosquelette et la protrusivité dans le cone de croissance.

Mais les GTPases Rac ne sont pas uniquement impliquées dans la signalisation dite « attractive » de la voie
de la Nétrine. En aval de la signalisation de UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5, la GEF UNC-73/Trio peut
activer CED-10 et MIG-2 pour induire I’inhibition de la formation de protrusions au bord, faisant face a la
source de Nétrine par le biais de UNC-44/Ankyrine et UNC-33/CRMP, et donc induire une migration

répulsive de I’axone (Norris et al., 2014). Ces GTPases peuvent aussi agir en aval du récepteur SAX-3/Robo.
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Une voie impliquant le réle conjoint de SAX-3 et UNC-40 sur la régulation de la GTPase MIG-2 lors du
guidage axonal des neurones HSN (Xu et al., 2015) a été mise en évidence. La protéine SYD-1 qui contient
un domaine GAP peut interagir physiquement avec la partie intracellulaire de SAX-3/Robo et de UNC-
40/DCC dans un mécanisme qui est indépendant du signal de guidage UNC-6/Nétrine. Cette interaction
pourrait alors permettre au domaine GAP de SYD-1/SYDE2 d’induire I’inactivation de MIG-2/RhoG et
ainsi réguler le guidage de 1’axone des neurones HSN. Il a été soulevé qu’un équilibre entre activation et
inactivation des Rho GTPases est nécessaire a I’intégration des voies de signalisation. En effet, chez
plusieurs espéces, la fonction de Rho GAP (Hu et al., 2005; Yamazaki et al., 2013) et GEF (Fan et al., 2003)
doit étre assurée afin de permettre la signalisation via le récepteur Robo/SAX-3, mais aussi pour la
signalisation médiée par UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 (Reiner et Lundquist, 2018). Le fait que des
mutations créant des pertes de fonction ou une activation constitutive des Rho GTPases ménent toutes deux
a des défauts de guidage et de développement (Alan et al., 2013; Lin et al., 2012; Struckhoff et Lundquist,
2003; Xu et al., 2015) est en accord avec cette hypothese.

Cependant, les Rho GTPases, comme CED-10/Rac1, pourraient également réguler des étapes plus précoces
dans la morphogenese et la polarisation cellulaires. Lors du développement de I’initiation axonale du
neurone HSN, le signal UNC-6/Nétrine localise asymétriquement la GTPase CED-10/Racl qui,
lorsqu’activée, peut séquestrer la protéine MIG-10 (Quinn et al., 2008). MIG-10 régule la polymérisation
d’actine et assure un assemblage asymétrique d’actine et de MT pour ainsi orienter la formation du céne de
croissance et le guidage axonal qui s’en suivra, lors de la polarisation du neurone HSN. Mais CED-10
pourrait aussi polariser MIG-10 en réponse au signal SLT-1/Slit (Quinn et al., 2008). Comme expliqué
précédemment, il a été supposé que la polarisation neuronale chez les mammiferes se faisait par le mélange
d’une inactivation générale dans les neurites immatures et d’une activation locale dans 1’axone (Takano et
al., 2015). Dans ce modéle, des Rho GTPases, des GEF spécifiques et d’autres acteurs de polarité sont
impliqués dans le mécanisme d’activation locale. Comme pour CED-10 chez C. elegans, Rac1 semble jouer
un role majeur dans le mécanisme d’activation de la polarisation neuronale chez les mammiferes.
L’expression de GEF spécifique de Racl, ou ’activation constitutive de cette derniére ménent toutes deux
a I’inhibition de la spécification axonale, ce qui montre a nouveau la nécessité d’un équilibre dans 1’état
d’activation de Rac1l/CED-10 pour assurer le bon développement de 1’axone (Kawauchi, 2003; Takano et
al., 2015). Le mécanisme d’inhibition générale dans les neurites immatures, quant a lui, reste a étre élucideé.
Il met fort probablement en jeu RhoA/RHO-1 et ROCK/Let-502, une kinase qui agit sous RhoA/RHO-1
dans de nombreux contextes (Zallen et al., 2000). Premiérement, I’activation constitutive de RhoA/RHO-1
abolit la croissance de tout neurite dans des neurones de I’hippocampe (Conde et al., 2010). D'autre part,

I'inactivation de RhoA/RHO-1, ou celle de ses effecteurs ménent a un exces de croissance axonale (Da Silva
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et al., 2003). De plus, RhoA/RHO-1 peut réguler la formation d’arcs d’actine capables de limiter la
pénétration des microtubules dans le cone de croissance en développement pour moduler la croissance
axonale (Dupraz et al., 2019). Cependant, le mécanisme d’activation et de régulation de RhoA/RHO-1 pour

le contr6le de la polarisation reste a étre exploré.

1.2.2.4 Redondance

Comme on peut ’observer, les Rho GTPases agissent rarement seules dans un contexte donné. Elles ont
parfois des effets divergents les unes des autres, mais plus souvent des effets similaires, voire
compensatoires : on parle alors de redondance. CED-10/Racl et MIG-2/RhoG agissent de maniére
redondante dans de nombreux contextes, entre autres dans la migration des neuroblastes (Dyer et al., 2010)
et des neurones CAN (Lundquist et al., 2001), le développement de la vulve (Kishore et Sundaram, 2002),
ou le guidage axonal de nombreux neurones (Lundquist et al., 2001; Wu et al., 2002). Cette redondance est
conservée chez la drosophile dans ce dernier exemple (Hakeda-Suzuki et al., 2002; Ng et al., 2002). On
comprend donc la nécessité de Rho GEF capables de réguler conjointement CED-10/Racl et MIG-2/RhoG.
UNC-73/Trio par exemple est une Rho GEF capable de controler ces deux GTPases dans la majorité des
contextes cités précédemment (Kishore et Sundaram, 2002; Lundquist et al., 2001; Struckhoff et Lundquist,
2003). UNC-73/Trio a la particularité de posséder deux domaines GEF, un spécifique des GTPases Rac
(RAC-2, CED-10/Racl et MIG-2/RhoG, domaine GEF 1) et un spécifique de RHO-1/RhoA (domaine GEF
2) (Marcus-Gueret et al., 2012). TIAM-1/Tiam1 est une autre GEF spécifique de CED-10/Racl et MIG-
2/RhoG qui peut agir en aval de UNC-40 et CDC-42 pour réguler le guidage axonal des neurones PDE
(Demarco et al., 2012). A noter que CED-10 et MIG-2 peuvent également avoir des effets indépendants,
comme cela s’avére étre le cas pour CED-10 dans la croissance du neurone AVM (Gitai et al., 2003) ou
dans des contextes de migration cellulaire et de phagocytose de corps apoptotiques (Reiner et Lundquist,
2018). En fonction du contexte cellulaire, les Rho GEF citées précédemment semblent pouvoir activer un
seul de leurs partenaires, comme c’est le cas de TIAM-1/Tiam1 dans la croissance du neurite postérieur du
neurone ALM (Zheng et al., 2016), ou de UNC-73 dans I’inhibition des protrusions du cone de croissance
des neurones VD (Norris et al., 2014). On peut aussi se demander si les Rho GTPases sont activées
similairement et si la spécificité contextuelle est apportée par différentes régions des Rho GTPases elles-

mémes (Norgaard et al., 2018).

1.2.2.5 Enamont des voies de guidage

En plus d’étre des acteurs récurrents en aval des voies de guidage, les Rho GTPases peuvent agir en amont

des récepteurs de guidage. En 2007, deux équipes publient des résultats identifiant un processus similaire et
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font état de tels mécanismes en amont des récepteurs de guidage. Pour la premiére équipe (Watari-Goshima
et al., 2007), I’isoforme du géne vab-8 relatif aux kinésines (VAB-8L), en coopération avec la Rho GEF
UNC-73/Trio, peut réguler le développement des neurones mécanosensoriels ALM. Ensemble, VAB-8L et
UNC-73 agissent en amont des voies de guidage de SLT-1/Slit et SAX-3/Robo d’un c6té, et de UNC-
6/Nétrine, UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC d’un autre, lors de la migration et de la polarisation du neurone
ALM. Des perturbations de ce mécanisme menent a des défauts tels qu une mauvaise orientation de I’axone
ou encore des neurones multipolaires développant plus qu’un axone. Dans ce contexte, UNC-73 semble
interagir physiquement avec VAB-8L et avec la partie intracellulaire des récepteurs de guidage SAX-3,
UNC-5 et UNC-40. De cette maniere, VAB-8L et UNC-73 controlent la présence du récepteur SAX-3 a la
membrane plasmique des neurones ALM, possiblement via la modulation du trafic membranaire en général.
La deuxieme équipe (Levy-Strumpf et Culotti, 2007) découvre que UNC-73 et MIG-2 agissent cette fois en
amont du récepteur de guidage UNC-40 pour réguler les mémes processus que le mécanisme décrit
précédemment dans les neurones ALM. Bien que la perte de fonction des GTPases MIG-2 et CED-10 n’ait
aucun effet sur la localisation membranaire de UNC-40 dans ces neurones, 1’activation constitutive de mig-
2(gm103) induit I’accumulation de UNC-40 sous forme de structures fibrillaires a la membrane. Par ailleurs,
MIG-2 et CED-10 agissent aussi en amont du récepteur UNC-5/Unc5 en inhibant sa fonction, nécessaire
lors de la derniére phase de la migration de la DTC (Levy-Strumpf et al., 2015). Parallélement, et de maniéere
plus générale, les GTPases CED-10 et RHO-1 régulent la localisation des endosomes de recyclage (Sun et
al., 2012; Winter et al., 2012), ce qui provoque des interrogations sur leur implication dans la localisation

de nombreux composants membranaires et, par ce biais, dans la régulation de nombreuses voies de guidage.

1.3  Les protéoglycanes a chaines de glycosaminoglycanes

D’un c6té, nous avons donc des signaux extrinseques, comme les voies de guidage, qui influent sur la mise
en place, le guidage et la croissance d’extensions cellulaires. D’un autre, un nombre restreint de Rho
GTPases qui sont responsables de I’intégration des signaux extrinséques par la cellule, et qui pouvent agir
en amont et en aval des récepteurs clés. Mais comment les voies de guidage et les Rho GTPases sont-elles
coordonnées les unes avec les autres en fonction des contextes cellulaires ? Les HSPG interviennent dans
le développement de nombreuses cellules (Blanchette et al., 2017; Bulow, 2021; Bulow et Hobert, 2006) et

sont des candidats trés intéressant pour ce role de coordination.

1.3.1 Synthése protéique

Les protéoglycanes bordent la surface de nombreuses cellules et sont constitués d’un corps protéique sur

lequel sont attachées une a plusieurs chaines de GAG. La nature des résidus saccharidiques composant les
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chaines permet de classer les protéoglycanes en quatre catégories : ceux a chaines d’héparane sulfate (HS),
de chondroitine sulfate (CS), de dermatane sulfate (DS) et de kératane sulfate (KS). La présence de
protéoglycanes a chaines DS ou KS n’ayant pas ét¢é montrée chez C.elegans, je me concentre ici

principalement sur les protéoglycanes a chaines HS, et j’évoque brievement ceux a chaines CS.

Les HSPG sont trés conservés au cours de 1’évolution et ils sont présents a la surface de toutes les cellules
adhérentes métazoaires (Medeiros et al., 2000). Ce sont les mieux conservés entre C. elegans et I’humain
et les mieux décrits. 1ls peuvent étre eux-mémes classés en trois catégories (Fig. 1.6A): transmembranaires
(les syndécans), attachés a la membrane plasmique par une ancre GPI (les glypicans) ou encore sécrétés
dans la MEC. Parmi les HSPG sécrétés chez C. elegans, on trouve UNC-52/Perlécan, CLE-1/Collagene
XVIII et AGR-1/Agrine. De plus, on sait que les HSPG des deux premiéres catégories peuvent aussi étre
clivés et se retrouver libres dans le milieu extracellulaire (Li et al., 2024; Manon-Jensen et al., 2010). Quatre
génes codent pour des HSPG de type syndécan (sdc-1 a 4) chez I’humain, contrairement a un seul chez
C. elegans (sdn-1). Pour les glypicans, on retrouve huit geénes chez I’humain et seulement deux chez
C. elegans (lon-2 et gpn-1). Le faible nombre de génes codant pour des HSPG chez C. elegans permet alors

de contourner les problémes liés a la redondance retrouvés dans d’autres modéles.

1.3.2 Roles des HSPG

Les HSPG interviennent dans de nombreux processus biologiques. On sait qu’ils sont des composants de
membranes basales, qu’ils régulent le trafic des vésicules de sécrétion ainsi que les gradients de cytokines
et chimiokines, et qu’ils peuvent contrdler I’adhésion et la migration cellulaires (Sarrazin et al., 2011). Il y
a aussi maintes preuves qu’ils régulent la morphogenése neuronale. Par exemple, le glypican LON-2 régule
la migration des neurones HSN (Pedersen et al., 2013) ainsi que le guidage des axones du neurone AVM
(Blanchette et al., 2015). Le perlécan/lUNC-52 contrdle la mise en place des dendrites du neurone PVD
(Liang et al., 2015) et du guidage axonal des neurones AVM et HSN (Tang et Wadsworth, 2014). CLE-
1/collagéne XVIII modére la migration neuronale ainsi que le guidage axonal de nombreux neurones
(Ackley et al., 2001). Ce ne sont que quelques exemples parmi tant d’autres du réle que jouent des HSPG
dans le développement neuronal chez C. elegans (Bulow, 2021; Bulow et Hobert, 2006). Il est intéressant
de noter que chaque contexte développemental pourrait nécessiter un cocktail d’HSPG spécifique (Saied-
Santiago et al., 2017) et qu’il existe une redondance dans la fonction des HSPG dans certains cas (Diaz-
Balzac et al., 2014; Hudson et al., 2006; Kinnunen, 2014; Saied-Santiago et al., 2017).

Afin de contrdler le développement neuronal, les HSPG peuvent moduler des voies de guidage décrites

précédemment (section 1.2.1). Pour moduler le branchement des neurites de PVD, UNC-52/perlécan agit
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dans une voie avec le signal UNC-6/Nétrine et son récepteur UNC-40/DCC (Celestrin et al., 2018). LON-
2/glypican module la voie de UNC-6/Nétrine et son récepteur UNC-40/DCC dans le guidage de 1’axone
d’AVM (Blanchette et al., 2015). SDN-1 a été lié a la cassette de guidage Slit/Robo dans de nombreux
contextes chez la drosophile (Johnson et al., 2004; Steigemann et al., 2004) et C. elegans (Blanchette et al.,
2015; Rhiner et al., 2005). Mais les HSPG régulent aussi les voies de guidage dans des contextes non
neuronaux comme c’est le cas de UNC-52/perlécan avec le récepteur UNC-5 dans la migration de la DTC
(Merz et al., 2003).

1.3.3  Synthese des chaines

L’étude des HSPG a permis de mieux comprendre comment les chaines HS sont synthétisées, et quel est
leur réle comparé a celui de leur corps protéique. La synthése des chaines commence par I'ajout d’un lien
tétrasaccharidique sur un site de la protéine bien défini : ¢’est la phase d’initiation. Ensuite, les chaines HS
sont polymérisées a partir de ce lien par des HS polymérases : c’est la phase de polymérisation (Fig. 1.6B).
Le site d’attachement des chaines a surtout été étudié a partir de la protéine SDN-1/syndécan. 1l se compose
d’une sérine, a laquelle sera attaché le lien tétrasaccharidique, elle-méme entourée de deux glycines, puis
d’un contexte d’acides aminés acides situé en aval. Il semble par ailleurs que les prérequis de ’enzyme
responsable de la synthese de ce lien chez la drosophile soient conservés (Wang et al., 2007). Tous les sites
d’attachement des chaines pourraient ne pas avoir la méme importance dépendamment du contexte (Saied-
Santiago et al., 2017; Zhou et al., 2021). Les enzymes responsables de la synthése du lien tétrasaccharide
ont été découvertes chez C. elegans lors d’un crible de mutants affectant le développement de la gonade
(Herman et al., 1999; Herman et Horvitz, 1999; Hwang et al., 2003). Elles sont conservées chez I’humain,
ou la mutation du géne codant pour I’une de ces protéines entraine le syndrome Ehlers-Danlos (défauts de
tissus connectifs et retards mentaux). La synthése du lien tétrasaccharide (Fig. 1.6B) est commune aux
chaines HS et CS. Elle commence par I’ajout d’un résidu xylose par une enzyme possédant une activité
xylosyl-transférase (XyIT exercée par sqv-6 chez C. elegans), puis de deux résidus galactose par d’abord
une enzyme a activité galactose-transférase | (GalT-I exercée par sqv-3 chez C. elegans), puis galactose-
transférase Il (GalT-Il assurée par sqv-2 chez C. elegans), et finalement un acide glucuronique en passant

par I’activité d’une GlucuronicAcide-transférase | (GICAT-I, sqv-8 chez C. elegans).

Aprés la synthése du lien tétrasaccharide, la phase de polymérisation débute par 1’ajout d’un résidu N-
Acetylglucosamine (GlcNAc) a I’acide glucuronique distal du lien tétrasaccharidique. Ensuite, les chaines
sont prolongées par ’ajout alternatif d’acide glucuronique et de N-acétylglucosamine. Dans les contextes
ou cela a été étudié, les chaines ainsi synthétisées semblent avoir une taille d’environ 100 a 150 résidus
disaccharidiques (Bulow et Hobert, 2006).
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Figure 1.6. Les Protéoglycans a chaines d’Héparane Sulfate (HSPG)

(A) Schéma des trois classes principales des HSPG. Les HSPG peuvent étre transmembranaires, tels que les syndécans,
attachés a la membrane par une ancre GPI, les glypicans, ou finalement sécrétés dans la matrice extracellulaire, comme
le perlécan. Adapté de (Blanchette et al., 2017). (B) Schéma récapitulant la synthése et les modifications des chaines
d’héparane sulfate. Un lien tétrasaccharidique est d’abord ajouté sur le corps protéique dans le réticulum
endoplasmique (RE) et dans I’appareil de Golgi. La polymérisation commence par 1’action de RIB-2, puis 1’action
combinée de RIB-1 et RIB-2 qui forment la copolymérase spécifique des chaines HS. Les chaines subissent ensuite
des modifications biochimiques telles que des réactions d’épimérisation ou de sulfatation sur des résidus spécifiques.
Adapté de (Blanchette et al., 2017).

Chez C. elegans, I'enzyme responsable de la polymérisation est composée de deux sous-unités appelées
RIB-1 et RIB-2, et est douée d’activités GIcNAcT-Il et GICAT-II transférase (Fig. 1.6B). Une mutation

nulle pour ces protéines entraine chez le ver une létalité embryonnaire, ce qui est en accord avec un role
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ubiquitaire et primordial des chaines HS (ou des HSPG qui les portent) dans le développement. Les
homologues que 1’on retrouve chez I’humain pour rib-1/EXT1 et rib-2/EXTL3 appartiennent a la famille de
protéines des exostoses (EXT). Celles-ci sont classées comme étant des suppresseurs de tumeurs et plus

précisément d’ostéochondromes (Ahn et al., 1995).

Sachant comment les chaines HS sont synthétisées, leur rble spécifique a pu étre plus amplement investigue,
soit en étudiant des mutants pour les enzymes de polymeérisation des chaines HS, soit en mutant les sites
d’attachement des chaines sur les HSPG. Chez la souris et les poissons-zébres, une déplétion conditionnelle
dans le systeme nerveux (Inatani et al., 2003; Matsumoto et al., 2007) ou des mutations (Lee et al., 2004)
dans des génes de la famille EXT entrainent des défauts du développement neuronal, confirmant
I’importance de 1’expression et la maturation des HSPG pour assurer la bonne mise en place du systéme
nerveux. Pour la premiére fois, notre laboratoire a caractérisé chez C. elegans les effets de mutations
hypomorphes pour les génes rib-1 et rib-2 (Blanchette et al., 2017). Les animaux mutants pour ces genes
montrent des défauts de développement du systéme nerveux et de la migration d’autres cellules hautement
polarisées comme la DTC ou encore de la cellule excrétrice. Il a par ailleurs été rapporté que les sites
d’attachement des chaines de LON-2/glypican étaient nécessaires pour son role dans le guidage axonal du
neurone HSN (Pedersen et al., 2013). Plus précisément, la perte des chaines sur les HSPG entraine des
défauts dans la signalisation de voies de guidage telles que la voie Slit/SLT-1 — Robo/SAX-3 chez les
rongeurs (Hu, 2001; Inatani et al., 2003), le poisson-zebre (Lee et al., 2004), ou encore C. elegans
(Blanchette et al., 2017).

Le role des chaines HS dans la voie de UNC-6/Nétrine est encore mieux documenté. UNC-6/Nétrine, UNC-
40/DCC et UNC-5/Unc5 sont tous les trois capables d’interagir physiquement avec 1’héparine (Bennett et
al., 1997; Geisbrecht et al., 2003; Priest et al., 2024), un composé similaire a des chaines HS libres retrouvé
naturellement dans les poumons ou I’intestin des mammiferes. La présence d’héparine peut accroitre la
capacité de liaison entre les protéines UNC-5/Unc5 et UNC-6/Nétrine de C. elegans (Priest et al., 2024). I
semblerait que I’héparine induise une libération du récepteur UNC-40/DCC des sites de UNC-6/Nétrine
pour favoriser son remplacement par UNC-5/Uncb. En plus, I’héparine induit une oligomérisation de UNC-
6/Nétrine et donc potentiellement un regroupement de plusieurs récepteurs au méme site. L’association
entre UNC-6/Nétrine et UNC-5/Unc5 grace a I’héparine parait dépendre de la taille du polymére d’héparine
ainsi que de son niveau de sulfatation. De plus, la capacité de ces protéines de guidage a interagir avec des
composés comme 1’héparine pourrait étre nécessaire dans certains contextes, comme la migration de laDTC,
mais pas tous (Priest et al., 2024). On pense donc que les chaines HS peuvent impacter la sélection des

récepteurs avec lesquels UNC-6 peut interagir (Meijers et al., 2020; Priest et al., 2024) ou méme que

28



différents HSPG favoriseraient spécifiquement la liaison d’un récepteur ou d’un autre 3 UNC-6 (Finci et al.,
2014). Ainsi on rapporte le r6le des chaines HS en rapport avec la voie de la Nétrine dans le développement
neuronal chez la souris (Matsumoto et al., 2007) ou méme chez C. elegans (Blanchette et al., 2015). Tout
cela est finalement en accord avec un rble primaire et conservé des HSPG dans le développement neuronal,
et la vision que les chaines HS peuvent jouer un réle central dans la modulation des voies de guidage. On
note toutefois que dans certains contextes, 1’absence des chaines HS sur le corps protéique d’HSPG n’affecte
pas leur fonction dans la régulation de voies de guidage chez C. elegans (Blanchette et al., 2015; Edwards
et Hammarlund, 2014; Hacker et al., 2005; Lin, 2004) mais aussi chez la souris (Capurro et al., 2008).

1.3.4 Modification des chaines

Une fois synthétisées dans ’appareil de Golgi, les chaines HS peuvent subir des modifications biochimiques
importantes a la spécification fonctionnelle des HSPG (Fig. 1.6B). L’action d’une N-désacétylase-N-
sulfotransférase (NDST1 a 4 chez les vertébrés et hst-1 chez C. elegans) désacétyle et sulfate le résidu azote
de certains N-acetylglucosamines de maniére non uniforme le long de la chaine. Cette activité disparate crée
des zones & haute, intermédiaire et faible densité de sulfate qui semblent affecter la susceptibilité a subir
d’autres modifications par la suite (Bulow et Hobert, 2006; Esko et Selleck, 2002). Chez la drosophile ou
la souris, la perte de cette enzyme est associée a la perturbation de signalisations de morphogénes tels que
Wingless/Wnt, FGF (pour « Fibroblast Growth Factor ») ou encore de Hedgegog (Kinnunen et al., 2005;
Lin et al., 1999), menant a des défauts développementaux. Chez C. elegans, la perturbation de hst-1/NDST
induit de la létalité et des défauts de mise en place de structures dendritiques (Celestrin et al., 2018;
Kinnunen, 2014). On observe ensuite d’autres types de modifications biochimiques le long des chaines HS,
comme I’isomérisation du carbone C5 de 1’acide glucuronique en acide iduronique (assurée par hse-5 chez
C.elegans), la sulfatation du groupement hydroxyle C2 des acides hexuroniques (par hst-2 chez C. elegans)
ou encore la sulfatation des hydroxyles C6 et C3 des résidus glucosamines (par hst-6 en C6 et hst-3.1 et hst-
3.2 en C3 chez C. elegans). Ces modifications se produisent plus souvent dans des régions a haute densité
de sulfate (Kinnunen et al., 2005). Ces enzymes modifient les chaines HS de maniére non uniforme et on
pense que cela pourrait créer des plateformes d’interaction ou de régulation des partenaires avec lesquels
les HSPG peuvent interagir dans différents processus (Lindahl et Li, 2009; Xu et Esko, 2014). 1l a par
ailleurs été rapporté que 1’état de modification des chaines pouvait varier une fois la protéine sécrétée a la

surface de la cellule ou dans la matrice extracellulaire (Dhoot et al., 2001).

Tandis que HST-3.1 et HST-3.2 semblent avoir peu d’impact dans le développement du systéme nerveux
(Tecle et al., 2013), HSE-5, HST-2 et HST-6 sont toutes les trois impliquées dans ce processus biologique.

Par exemple, HST-2 et HSE-5 sont nécessaires pour le bon guidage des motoneurones (Gysi et al., 2013).
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HST-2 a elle seule parait réguler la migration de la DTC et des neurones HSN (Kinnunen et al., 2005). Dans
le neurone PVQ, HST-2, HST-6 et HSE-5 sont toutes les trois requises pour le guidage de 1’axone le long
de la ligne médiane (Bulow et Hobert, 2004). Il existe encore de nombreux exemples chez C. elegans qui
montrent I’implication des enzymes responsables de la modification des chaines HS dans le développement
du systéme nerveux (Bulow, 2021; Saied-Santiago et Bulow, 2018). De ces études, plusieurs constats ont
été degagés : (1) les modifications des chaines HS sur les HSPG sont dépendantes du contexte et (2) chaque
neurone nécessiterait un mélange précis de modifications sur les chaines HS des HSPG impliqués dans leur
développement. Il se pourrait méme que les enzymes de modifications soient finement localisées dans la
cellule et qu’on ait une spécificité subcellulaire des modifications, étant donné la large distribution des
motifs de modifications des chaines HS dans le systeme nerveux de C. elegans (Attreed et al., 2016). (3)
Similairement aux HSPG, on remarque une certaine redondance dans les voies ou sont impliquées les
enzymes de modifications des chaines (Bulow et al., 2008; Diaz-Balzac et al., 2014). Et finalement, (4) les
enzymes modificatrices sont régulées dans le temps et dans I’espace (Bulow, 2021; Wishart et Lovicu, 2023)
et I’expression ectopique de certaines de ces enzymes peut reprogrammer le guidage de certains neurones
(Bulow et al., 2008). Ces éléments pointent vers un réle instructif des modifications des chaines HS, plut6t

gue permissif, dans les processus développementaux.

L’état de modification des chaines HS intervient aussi dans le contréle des voies de guidage et des
morphogeénes. Par exemple, la sulfatation de 1’héparine semble impacter I’interaction entre UNC-6/Nétrine
et UNC-5/Unc5 (Priest et al., 2024) ainsi qu’entre le FGF et son récepteur FGFR, qui nécessite aussi de la
présence de résidus disaccharidiques (Pellegrini, 2001). Les chaines HS jouent alors un role étendu dans la
modulation des voies de guidage et de morphogénes. Les modifications des chaines HS impactent aussi la
voie de SLT-1/Slit - SAX-3/Robo, ce qui dépend du contexte (Bulow et al., 2008; Conway et al., 2011; Hao
et al., 2001; Zallen et al., 1998). De tout ceci ressort alors une hypothése selon laquelle il existerait un code
de modifications sur les chaines HS qui serait régulé dans le temps et dans I’espace. Ce code serait capable
de controler I’interaction des HSPG avec des ligands ou récepteurs spécifiques, et, par ce biais, de moduler

la signalisation induite par ces voies qui sont nécessaires au bon développement des cellules polarisées.

1.3.5 Chaines chondroitine sulfate

Contrairement aux HSPG, les CSPG ont I’air d’étre moins bien conservés entre les vertébrés et invertébreés,
sauf pour quelques molécules comme MIG-6/Papiline qui partage des fonctions dans le développement du
systeme nerveux (Ramirez-Suarez et al., 2019). Néanmoins, les CSPG chez C. elegans ne semblent pas
avoir tous été caractérisés puisqu’on continue encore d’en découvrir (Noborn et Larson, 2021). De plus,

bien que la plupart des HSPG portent uniquement des chaines HS, il a été démontré ou suggéré (selon le
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contexte) que chez les mammifeéres, les syndécans SDC-1, SDC-3 et SDC-4 (Deepa et al., 2004; Gould et
al., 1992; Kokenyesi et Bernfield, 1994; Ueno et al., 2001), I’agrine (Winzen et al., 2003), ainsi que le
collagene XVIII (Dong et al., 2003) puissent également porter des chaines CS. La synthese des chaines CS
est un peu différente des chaines HS. Elle débute de la méme maniére, par 1’ajout d’un lien tétrasaccharide
qui nécessite les mémes enzymes que les chaines HS. En revanche, la phase de polymérisation des chaines
CS commence par I’attachement d’un résidu N-acétylgalactosamine sur 1’acide glucuronique du lien
tétrasaccharide par une chondroitine N-acetylgalactsoaminyltransférase (GaINAcT-I ou encore ChGn). La
chaine CS est ensuite polymérisée par ajout alternatif d’acide glucuronique et d'un résidu N-
acétylgalactosamine via une chondroitine synthase (ChSy) possédant des activités GaINACT-I1 et GICAT-II
(Bulow et Hobert, 2006). Chez C. elegans, une seule enzyme est responsable de ces activités ChGn et ChSy,
SQV-5, et donc responsable a elle seule de la polymérisation des chaines de chondroitine sulfate. Finalement,
les chaines CS peuvent aussi étre modifiées par 4-O-Sulfation et 6-O-Sulfatation (Dierker et al., 2016;
Izumikawa et al., 2016). La perte de SQV-5/ChSy entraine des défauts de migration des neurones HSN chez
C. elegans (Pedersen et al., 2013) et 1’on estime les chaines CS de maniére générale comme importantes
pour la morphologie neuronale chez plusieurs espéces (Silver et al., 2014; Sugahara et al., 2003).

1.4  Syndécan

L’HSPG au cceur de cette recherche, syndécan, possede de nombreux atouts pour assumer le role de
coordinateur lors d’étapes précoces de la mise en place d’une morphologie dans les cellules polarisées. Voici
une description de la structure protéique de cette classe d’HSPG, puis de leur role dans des contextes proches

de celui étudié ici.

Les syndécans sont les seuls HSPG connus a I’heure actuelle pour posseéder un domaine transmembranaire.
Syndécan a été cloné pour la premiére fois a la fin des années 80 (Saunders et al., 1989). Chez les
mammiferes, quatre genes codent pour des syndécans, ayant en commun leur capacité d’interagir avec le
cytosquelette. Chez la souris, quasiment toutes les cellules de I'organisme présentent au moins un des
syndécans a la surface de leur membrane (Kim et al., 1994), avec une distribution tissu-spécifique. SDC-2
et SDC-3 sont les deux syndécans exprimés dans le systeme nerveux, ou ils participeraient a la migration
neuronale et joueraient méme un réle synaptique (Hienola et al., 2006; Hsueh et Sheng, 1999; Hu et al.,
2016; Leadbeater et al., 2006). Chez C.elegans, 1'unique version de syndécan, SDN-1, se retrouve
également exprimeée et fonctionne dans le systéme nerveux pour y réguler la migration de nombreux
neurones, le guidage d’axones et aussi la formation synaptique (Blanchette et al., 2015; Minniti et al., 2004;
Rhiner et al., 2005; Zhou et al., 2021).
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1.4.1 Rapport structure-fonction des syndécans

Les syndécans sont composés d’un ectodomaine (ECD) ou région extracellulaire, d’un domaine
transmembranaire (TM) et d’un domaine intracellulaire (ICD) (Fig. 1.7A). La plupart des domaines des
syndécans a été étudiée chez les mammiferes, mais on note une forte conservation évolutive pour certains

d’entre eux, que je décris ici.

1.4.1.1 Larégion extracellulaire

La région extracellulaire, pour commencer, est peu conservée entre les différents syndécans chez I’humain
et au cours de I’évolution, a I’exception des sites d’attachement des chaines HS. Comme décrit
précédemment (section 1.3.3), I’attachement des chaines se fait sur une sérine dans un contexte spécifique.
Chez C. elegans, il existe trois sites d’attachement potentiels au niveau des sérines S71, S86 et S214
(Fig. 1.7A, (Hudson et al., 2006; Minniti et al., 2004; Rhiner et al., 2005)) méme s’il y a un doute sur la
présence d’une chaine sur le troisieme site S214 (Zhou et al., 2021). Les chaines HS des syndécans peuvent
jouer plusieurs roles. Elles sont nécessaires a la translocation de SDC-1 dans le noyau (Stewart et al., 2015)
et permettent 1’interaction avec des partenaires comme KAL-1 (pour syndrome de Kallmann, (Hudson et
al., 2006)), le collagéne (Rapraeger et Ott, 1998), la fibronectine (Tumova et al., 2000), la laminine o (Xian
etal., 2010) et possiblement des signaux de guidage comme Slit/SLT-1 (Farrugia et Melrose, 2023; Johnson
et al., 2004) ou la Nétrine/UNC-6 et ses récepteurs (Finci et al., 2014; Priest et al., 2024). Chez C. elegans,
elles induiraient aussi la stabilisation de SDN-1/syndécan a certains endroits comme au niveau des synapses
de jonctions neuromusculaires, bien que cette localisation ne semble pas dépendre de la présence des chaines
(Zhou et al., 2021). De plus, les modifications des chaines HS de SDN-1/syndécan ont une importance qui
dépend du contexte lors du développement du systéme nerveux chez C. elegans ainsi que de la régénération
axonale (Edwards et Hammarlund, 2014; Gysi et al., 2013; Kinnunen, 2014; Rhiner et al., 2005;
Sundararajan et al., 2015). La présence des chaines n’est néanmoins pas nécessaire a toutes les fonctions
des syndécans, comme SDC-1 chez les mammiféres, qui pourrait se passer de ses chaines HS pour réguler
’activation des intégrines (Beauvais et al., 2009), ou SDN-1 chez C. elegans qui ne semble pas nécessiter
ses chaines HS pour contrbler la stabilité du céne de croissance lors de la régénération axonale des

motoneurones GABAergiques (Edwards et Hammarlund, 2014).

Les SDC-1, 2 et 4 sont tous capables d’interagir avec des voies d’intégrines au moyen d’une région situé
dans leur partie extracellulaire. L’interaction a la sous-unité d’intégrine B1 pour SDC-2 et SDC-4, et aux
sous-unités B3 et 5 pour SDC-1 (Multhaupt et al., 2009), pourrait étre indirecte et passer par des régulateurs

d’intégrines tels que la PKCo (Bass et al., 2011). La capacité des syndécans a interagir avec les intégrines
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est importante pour médier 1’adhésion cellulaire (Morgan et al., 2007; Whiteford et al., 2007; Woods et al.,
1986), la mécanotransduction entre la MEC et le cytosquelette (Morgan et al., 2007), la migration de
certaines cellules (Beauvais et Rapraeger, 2003), la modulation de I’endocytose et du recyclage d’intégrines,
ainsi que plus généralement dans le processus de cicatrisation (Bass et al., 2011). NxIP est le motif principal
par lequel SDC-4 peut induire 1’adhésion cellulaire dépendante de la sous-unité d’intégrine B1 et il est trés

conservé chez les vertébrés (Whiteford et Couchman, 2006)

A Site d’attachement HS Site d’attachement HS

STl ¢— S214 g
™ C1 ()

| ECD [ V] SDN-1 (288aa)

Site d’attachement HS <¢—
S86

SDN1 CAEEL STISSGPFSPFHET-LANGFYAAIAGGVLVAVITAILLVLFVVFRIRKKDEGSYALDEPKQARPYASYGYTKASTK-EFYA
SDC1 HUMAN SPVDQGATGASQGLLDRKEVLGGVIAGGLVGLIFAVCLVGFMLYRMKKKDEGSYSLEEPKQANG---GAYQKPTKQEEFYA
SDC2_HUMAN EDTNVYTEKHSDSLFKRTEVLAAVIAGGVIGFLFAIFLILLLVYRMRKKDEGSYDLGERKPSS----AAYQKAPTK-EFYA
SDC3 HUMAN DSGSSAAQLPQKSILERKEVLVAVIVGGVVGALFAAFLVTLLIYRMKKKDEGSYTLEEPKQAS----VTYQKPDKQEEFYA
SDC4 HUMAN NKVSMSSTVQGSNIFERTEVLAALIVGGIVGILFAVFLILLLMYRMKKKDEGSYDLGKKP-------- IYKKAPTN-EFYA

1234 ™ c1 v C2

Figure 1.7. Syndécan

(A) : Structure de SDN-1/syndécan. Les trois sites d’attachement des chaines HS (fléches rouges) se trouvent dans la
partie extracellulaire de la protéine. Le domaine transmembranaire (TM) sépare les régions extracellulaire (ECD) et
intracellulaire. Cette derniere comprend les régions conservées 1 et 2 (C1 et C2), séparées par la région variable (V).
(B) Alignement du domaine transmembranaire et de la région intracellulaire des séquences de SDN-1 chez C. elegans
et des quatre syndécans chez I’humain (Sdc-1 a 4). Les régions C1, V et C2 sont marquées par les couleurs
correspondant a (A). Les traits rouges réféerent aux régions d’intérét dans la partie intracellulaire des syndécans, c’est-
a-dire le domaine RMKKK, le domaine DEGSY, les tyrosines du domaine V et le domaine EFYA. Les acides aminés
sont colorés en fonction de I’homologie de la séquence de SDN-1 chez C. elegans avec une (jaune), deux (orange),
trois (bleu claire) ou les quatre séquences (bleu foncé) des syndécans chez les humains.

Finalement la région extracellulaire contient des sites de clivage. Chez les mammiferes, tous les syndécans
peuvent étre clivés dans une région proche du domaine transmembranaire (Manon-Jensen et al., 2010) par
des enzymes de la matrice extracellulaire, les MMP (pour Matrix MetalloProteinase). Ce clivage est
déclenché par divers stimuli tels que des facteurs de croissance ou un stress cellulaire et est impliqué dans
des processus biologiques comme le renouvellement naturel des syndécans, y compris lors de la cicatrisation,
ou alors pathogéniques comme la progression tumorale (Manon-Jensen et al., 2010). Bien que chez
C. elegans, aucune preuve du clivage de SDN-1 n’ait encore été apportée, syndécan peut étre clivé chez son

homologue invertébré de la drosophile (Spring et al., 1994).
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1.4.1.2 Le domaine transmembranaire

La région transmembranaire semble trés bien conservée entre les différentes versions de syndécan chez les
mammiferes, mais aussi plus largement au cours de 1’évolution. Dans cette région, on trouve les motifs
GXXXG et GXXXA qui sont trés importants pour la dimérisation des syndécans (Chen et al., 2021; Dews
et Mackenzie, 2007). En 1994, on rapporte en effet que SDC-1 peut se dimériser (Sanderson et al., 1994),
puis on découvre que tous les syndécans chez les mammiferes peuvent se dimériser, ou s’oligomériser, en
créant des homodimeres ou des hétérodiméres de syndécans (Jang et al., 2018). Cette dimérisation pourrait
étre nécessaire pour la plupart des fonctions des syndécans et permettre la phosphorylation de certaines
tyrosines dans sa partie intracellulaire, pour activer des voies de signalisation en aval ou induire des
réorganisations du cytosquelette (Jang et al., 2018). Chez C. elegans, la nécessité de la dimérisation de

SDN-1 pour sa fonction n’a pas été montrée, mais le domaine GXXXA est conservé (Fig. 1.7B).

1.4.1.3 Le domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire des syndécans ne semble pas avoir d’activité enzymatique intrinséque
(Couchman et al., 2015), mais il contient de nombreux motifs qui pourraient servir de plateforme pour des
interacteurs agissant en aval. Ce domaine est composeé de trois régions dont deux sont hautement conservées
entre les différents syndécans au cours de I’évolution (régions C1 et C2), separées par une région dite
variable (région V) (Fig. 1.7A).

14.13.1 RégionCl

Larégion C1 participe a la communication avec le cytosquelette d’actine en passant par des interacteurs tels
gue ERM (pour ézrine/radixine/moésine), la tubuline ou encore la Src (Kinnunen et al., 1998). Dans cette
région, le motif RMKKK juxtaposé au domaine transmembranaire semble avoir plusieurs fonctions
(Fig. 1.7B). 1l pourrait premiérement étre nécessaire au regroupement des syndécans et a I’endocytose de
SDC-1 a partir des radeaux lipidiques (Chen et Williams, 2013). Mais ce motif pourrait également servir de
signal de localisation nucléaire (Zong et al., 2009). Effectivement, les syndécans sont majoritairement
présents a la membrane, mais ils peuvent aussi se trouver dans la cellule et méme dans le noyau (Brockstedt
etal., 2002; Wishart et Lovicu, 2023). Cette localisation nucléaire pourrait permettre aux HSPG de contréler
le cycle cellulaire et la prolifération, d’induire des modifications de chromatine ou encore de réguler la
machinerie transcriptionnelle. De plus, les HSPG sont capables de médier le transport au noyau de cargo
contenant des facteurs de croissance et/ou leurs récepteurs (Stewart et al., 2015; Wishart et Lovicu, 2021),

comme c’est le cas pour le transport nucléaire du signal FGF-2 (Hsia et al., 2003; Zong et al., 2009). Cette
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fonction est aussi impliquée dans des processus de progression tumorale (Stewart et al., 2015; Zong et al.,
2009).

On trouve un deuxieme motif dans cette région C1 : DEGSY (Fig. 1.7B). La protéine ézrine du complexe
ERM chez les mammiferes se lie 8 SDC-2 a travers ce motif. Il est intéressant de noter que le complexe
ERM fait un lien entre le cytosquelette d’actine et la membrane basale, régule les dynamiques du
cytosquelette et assure la transduction de signaux de croissance (Granés et al., 2003). De plus, la tyrosine
du motif DEGSY est une cible de phosphorylation de kinases de la famille Src. La phosphorylation de ce
motif chez SDC-4 est impliquée dans I’activation de la GTPase Arf6 pour réguler le recyclage des intégrines
a5B1 ou aVP3 lors de la migration cellulaire de fibroblastes embryonnaires de souris (Morgan et al., 2013).
La phosphorylation de cette tyrosine semble d’ailleurs impliquée dans 1’internalisation des syndécans 1 et

4, au moyen de partenaires similaires (Imjeti et al., 2017).

1.4.1.3.2 Région variable

Différente entre chaque syndécan chez les mammiferes et peu conservée chez C. elegans, la région variable
permettrait la spécificité de fonctions et d’interactions pour chaque syndécan. Par exemple, cette région peut
promouvoir la formation de lamellipodes et la polymérisation d’actine pour SDC-1 (Chakravarti et al., 2005)
ou alors la formation d’adhésions focales, de fibres de stress ou encore la cicatrisation pour SDC-4 (Bass et
al., 2007; Dovas et al., 2006; Lim et al., 2003). Chez SDC-4, on retrouve le motif LGKKPIYKK, qui est
nécessaire a I’interaction de la PKCa activée pour induire sa « superactivation » (Lim et al., 2003; Rapraeger
et Ott, 1998). La tyrosine de ce motif semble nécessaire a I’interaction de la région V de SDC-4 avec la
PKCa, et cette tyrosine est un des seuls acides aminés trés conservés de cette région. La liaison de la PKCa
a SDC-4 peut conduire a I’activation de RhoA, permettant ainsi la formation d’adhésion focale et de fibres
de stress (Dovas et al., 2006), ou de réguler la localisation de Rac pour moduler la migration des fibroblastes

lors de la cicatrisation (Bass et al., 2007).

1.4.1.3.3 Région C2

La région C2 n’est composée que du motif EFYA, mais c’est le motif le mieux conservé au cours de
1’évolution parmi tous les syndécans (Fig. 1.7B). Le motif EFYA est un site de liaison pour les protéines a
domaine PDZ. Par exemple, la protéine CASK peut interagir avec le motif EFYA de SDC-2 afin de réguler
la maturation d’épines dendritiques des neurones de I’hippocampe de rat (Ethell et Yamaguchi, 1999). De
méme, son homologue chez C. elegans, LIN-2/CASK, peut interagir avec le motif EFYA de SDN-

1/syndécan pour médier le recrutement de récepteurs a ’acétylcholine et au GABAA aux synapses de
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motoneurones (Zhou et al., 2021). Par ailleurs, la protéine Synténine-1, qui permet de faire un lien avec le
cytosquelette, est capable de se lier avec le motif EFYA de SDC-1, et cette interaction dépend de 1’état de
phosphorylation de la tyrosine de ce motif (Sulka et al., 2009). Des analyses bio-informatiques ont révélé
qu’environ 40% des Rho GEF et de nombreuses Rho GAP humaines ont un domaine de liaison PDZ

(Garcia-Mata et Burridge, 2007).

1.4.2 ROole des syndécans
1.42.1 Roles généraux

Le premier role décrit des syndécans a été le support d’adhésion cellulaire (Rapraeger et Ott, 1998), d’ou
leur nom provenant du grec ancien « syndein », signifiant « lier ensemble » (Teng et al., 2012). Ils font ceci
de plusieurs facons : a travers le contréle du taux cytoplasmique de calcium (Couchman et al., 2015),
I’interaction avec des voies d’intégrines (Multhaupt et al., 2009; Whiteford et al., 2007) et via le
cytosquelette (Chen et Williams, 2013; Kinnunen et al., 1998). Les syndécans font partie de la MEC et sont
capables d’interagir avec des composants de cette matrice tels que des collagénes, des laminines, la
fibronectine, la fibrilline et bien d’autres. De plus, les syndécans peuvent interagir avec les intégrines, qui
sont des récepteurs principaux de la MEC (Farrugia et Melrose, 2023). De plus, SDC-1 est lui-méme un
senseur mécanique de la matrice puisque des variations de tension dans le milieu semblent affecter sa
capacité a interagir avec des composants du cytosquelette ou avec d’autres régulateurs en aval (Le et al.,
2021). De par leur localisation quasi ubiquitaire et leurs roles trés variés, les syndécans sont impliqués dans
beaucoup de processus pathologiques. Parmi ceux-ci, on retrouve des maladies inflammatoires et
vasculaires, I’arthrite, le diabéte, de nombreux cancers, des maladies infectieuses ou virales telles que la
COVID-19, et méme dans la progression de maladies neurodégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer
(Balistreri et Monastero, 2025; Letoha et al., 2023; Rajabloo et al., 2024; Teng et al., 2012). Une meilleure
compréhension des mécanismes d’action des syndécans est alors crucial pour aider la lutte contre ces

troubles pathologiques.

1.4.2.2 Les syndécans dans le neurodéveloppement

Comme dit précédemment (section 1.4), SDC-2 et SDC-3 sont plus présents dans le contexte neuronal que
les autres chez les mammiféres. SDC-2 et SDC-3 sont exprimés dans le cerveau de rats adultes, plut6t au
niveau des synapses pour SDC-2 et des axones pour SDC-3 (Hsueh et Sheng, 1999). SDC-2 joue un réle
dans la formation d’épines dendritiques dans des neurones d’hippocampe de rats en culture (Ethell et

Yamaguchi, 1999). SDC-3 est responsable de la migration neuronale (Hienola et al., 2006), du guidage
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axonal de certains interneurones (Bespalov et al., 2011) ainsi que de la croissance des neurites dans des

cellules issues de neuroblastomes (Kinnunen et al., 1998).

Ces roles sont conservés au cours de 1’évolution puisque chez C. elegans, SDN-1 est non seulement
responsable de la migration de précurseurs neuronaux, des neurones HSN, CAN, ALM et AVM, mais aussi
de cellules non neuronales telles que les coelomocytes (Kinnunen, 2014; Rhiner et al., 2005; Saied-Santiago
etal., 2017; Sundararajan et al., 2015). La perte de SDN-1 chez C. elegans mene a de nombreux défauts de
de guidage axonal (Blanchette et al., 2015; Gysi et al., 2013; Kinnunen, 2014; Rhiner et al., 2005). La perte
de SDN-1 induit plus généralement des défauts de développement de la morphologie neuronale qui se
répercutent sur le comportement du ver (Minniti et al., 2004; Rhiner et al., 2005). De plus, SDN-1 joue des
roles plus complexes dans le développement des neurites puisqu’il régule le branchement des interneurones
ALY dans une voie parallele a celle de la protéine KAL-1 (Diaz-Balzac et al., 2014; Schwieterman et al.,
2016). Dans la plupart de ces contextes, SDN-1 agit de maniére cellule autonome, c’est-a-dire depuis la
cellule ou il est exprimé (Blanchette et al., 2015; Rhiner et al., 2005; Saied-Santiago et al., 2017;
Sundararajan et al., 2015), mais il pourrait aussi partiellement agir de maniére non-autonome (Diaz-Balzac
etal., 2014).

1.4.2.3 Syndécan et les voies de guidage

Comme pour les autres HSPG, syndécan est un modulateur de voies de guidage et de morphogéne.
L’interaction avec la voie de Slit/SLT-1 — Robo/SAX-3 est la mieux décrite. Chez la drosophile,
Sdc/syndécan est capable de moduler la distribution du signal Slit/SLT-1 afin de réguler le guidage axonal
au niveau de la ligne médiane des embryons de drosophiles (Johnson et al., 2004). De plus, syndécan peut
se lier directement au récepteur Robo/SAX-3 pour médier I’interaction avec son signal Slit/SLT-1, avec
lequel il semble aussi se lier (Johnson et al., 2004; Steigemann et al., 2004). Chez C. elegans, SDN-
1/syndécan a également été relié a la voie de SLT-1/Slit-SAX-3/Robo dans le guidage des interneurones
PVQ le long de la ligne médiane (Rhiner et al., 2005) ainsi que dans le guidage de 1’axone du neurone
mécanosensoriel AVM (Blanchette et al., 2015).

En revanche, plusieurs lignes d’évidence pointent vers SDN-1/syndécan affectant aussi la voie de guidage
de UNC-6/Nétrine. Premierement, plusieurs candidats membres de la voie UNC-6/Nétrine ont été retrouveés
dans un crible de mutants capables d’augmenter les défauts de guidage des motoneurones dans un fond
génétique mutant nul pour sdn-1 chez C.elegans. Parmi les mutations candidates, on en retrouve
directement dans le géne codant pour le récepteur de guidage UNC-5/Unc5 lui-méme (Gysi et al., 2013).

Inversement, dans un crible d’amplificateur de défauts de la migration de la DTC dans un fond génétique
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mutant nul pour unc-5, on retrouve une mutation dans le géne de sdn-1. Dans ce contexte, SDN-1/syndécan
semble agir a partir des neurones ou de I’hypoderme, signifiant que syndécan n’agit pas toujours de maniere
cellule autonome (Schwabiuk et al., 2009). Finalement, il a récemment été démontré que SDN-1/syndécan
et UNC-40/DCC impactent réciproquement leur présence aux synapses des jonctions neuromusculaires

(Zhou et al., 2021), ce qui laisse penser une possible interaction entre syndécan et la voie de UNC-6/Nétrine.

1.4.2.4 Syndécan et les Rho GTPases

Chez les mammiféres, plusieurs preuves d’un contréle des Rho GTPases par SDC-4 ont été révélées. SDC-
4 peut spatialement réguler I’activation de Rac1/CED-10 pour diriger la migration cellulaire (Bass et al.,
2007), I’activation de RhoA/RHO-1 pour provoquer la formation de complexes d’adhésion (Bass et al.,
2008; Dovas et al., 2006) et reguler RhoG/MIG-2 via des Rho GDI pour amener au recyclage des intégrines
(Bass et al., 2011; Elfenbein et al., 2009). Les syndécans seraient capables de réguler Racl/CED-10 et
RhoA/RHO-1 directement par leur domaine intracellulaire afin de réorganiser le cytosquelette (Bass et al.,
2007; Okina et al., 2009). Finalement, SDC-4 régule la Rho GTPase Racl/CED-10 dans des cellules
d’adénocarcinomes a au moins deux niveaux : SDC-4 est capable d’interaction avec la Rho GEF Tiaml a
travers son domaine PDZ pour réguler I’état d’activation de Racl, et peut aussi lier la RhoGDI1 pour la

restreindre a la membrane et recruter a son tour Racl (Keller-Pinter et al., 2017).

On pense alors que syndécan est un HSPG capable d’orchestrer la coordination entre des voies de guidage
et les Rho GTPases. Ceci lui permettrait de transduire les signaux de guidage lors du développement de
cellules polarisées telles que les neurones. On peut néanmoins se demander si cette supervision par syndécan
intervient dans des étapes développementales plus précoces telles que la spécification axonale ou les
premiéres étapes du développement des neurites, et aussi s’il peut jouer ce réle dans d’autres contextes

cellulaires comme par exemple celui de la cellule excrétrice.

1.5 Lacellule excrétrice
1.5.1 Le systéme excréteur
1.5.2  Fonction du systéme excréteur

Le systéme excréteur est souvent comparé au systeme rénal chez les mammiferes puisqu’il est responsable
de I’osmorégulation (Shaye et Soto, 2021; Sundaram et Buechner, 2016). Bien que la circulation de fluides

dans la lumiére du systéme excréteur n’ait pas été démontrée, de nombreux indices pointent vers ce réle.
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Figure 1.8. Le systéme excréteur de C. elegans

(A) Schéma représentatif des structures du systeme excréteur, ventrales au pharynx. La cellule excrétrice (rouge)
possede une lumiere commune (rouge foncé) qui parcourt tous ses canaux et se connecte au hiveau du soma a la lumiére
de la cellule canulaire (en orange foncé) au niveau d’une premiére jonction (cercle blanc n°1). Les glandes excrétrices
(violet) sont interconnectées et debouchent également sur la lumiere du systéme excréteur, proche de cette premiere
jonction. La lumiére de la cellule canulaire se connecte a celle de la cellule du pore (jaune foncé) au niveau d’une
deuxiéme jonction (cercle blanc n°2) pour finalement mener vers ’environnement extérieur, en passant par le pore
excréteur situé dans I’épiderme. Schéma adapté de (Altun et Hall, 2009a). D/G = droite/gauche, A/P =
antérieur/postérieur. (B) Représentation graphique d’un C. elegans adulte avec le pharynx (vert), I’anneau nerveux
(structure arrondie autour du pharynx) et la corde nerveuse ventrale (bleu) ainsi que la cellule excrétrice (rouge), dont
le soma est ventral au bulbe terminal du pharynx. Les quatre canaux latéraux parcourent les parois du ver. (C)
Développement de la cellule excrétrice. La cellule excrétrice se différencie vers 270 minutes d’embryogenése et
commence a former une lumiére par fusion vésiculaire vers 400 minutes de développement. Les bras latéraux
commencent & se développer au stade 1.5 repliements lors de I’embryogenése, puis se divisent en quatre canaux aux
alentours du stade 2 repliements. Les canaux antérieurs vont ensuite croitre jusqu’a la fin du développement
embryonnaire, les canaux postérieurs jusqu’au stade L2. Par la suite, leur croissance suit proportionnellement celle du
ver jusqu’a 1’age adulte.
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Premiérement, les mutants qui affectent le développement du systéme excréteur ou bien 1’ablation par laser
de la cellule excrétrice, de la cellule canulaire ou de la cellule du pore induisent une létalité survenant au
stade L1 appelée «rod-like ». Celle-ci est accompagnée d’une accumulation de fluides dans le
pseudocoelome (Forrester et Garriga, 1995; Nelson et Riddle, 1984). Deuxiémement, il semble que la cellule
canulaire soit capable de pulsation selon les conditions osmotiques de I’environnement (Nelson et Riddle,
1984). On pense donc que la cellule excrétrice est capable de collecter les fluides excédentaires dans
I’organisme et de les éliminer via la pulsation de la cellule canulaire puis le pore excréteur, ou, inversement,
de collecter des fluides de 1’extérieur pour les redistribuer dans 1’organisme. On pense également que cette
fonction est mise en place assez tot dans le développement, étant donné que des mutants affectant le systeme
excréteur montrent des cedémes au stade embryonnaire (Mattingly et Buechner, 2011; Stone et al., 2009).
Les neurones CAN régulent la fonction des canaux excréteurs, leur ablation menant également a de la létalité
dite « rod-like » (Nelson et Riddle, 1984). La fonction de la glande excrétrice reste encore inconnue, mais
on sait que certains neurones de I’anneau nerveux sont connectés a cette cellule et que celle-ci est capable
de synthétiser des hormones stéroidiennes (Merris et al., 2003; Nelson et al., 1983). On la soupgconne de
pouvoir sécréter des substances vers la cellule tubulaire pour élimination, ou vers la cellule excrétrice pour

sécrétion dans 1’organisme (Sundaram et Buechner, 2016).

1.5.3 Formation et croissance des canaux

La cellule excrétrice est une cellule tubulaire puisqu’elle contient une lumiére en son sein. Les canaux de la
cellule excrétrice sont constitués d’une membrane apicale tapissant cette lumicre et une membrane
basolatérale en contact avec 1’épiderme ou la membrane basale. On retrouve sous la membrane apicale un
réseau terminal de cytosquelette composé de F-actine, de filaments intermédiaires et de MT dont la
perturbation méne a la formation de larges kystes le long de la lumiére, un phénotype couramment rencontré
dans cette cellule (Buechner et al., 1999; Khan et al., 2013; Kolotuev et al., 2013). A I’intérieur de cette
lumiere, on retrouve une matrice extracellulaire dite apicale (Buechner et al., 1999; Mancuso et al., 2012).
Contrairement a la cellule du pore et a la cellule canulaire, la formation de la lumiére dans la cellule
excrétrice, également appelée tubulogeneése, se fait par un mécanisme dit de creusage qui est similaire a
I’angiogenése de certains capillaires (Shaye et Soto, 2021). Elle commence par I’invagination de la
membrane apicale au niveau de la jonction avec la cellule canulaire (Stone et al., 2009) t6t lors de
I’embryogenése. Ensuite, la lumiére croit par fusion de vésicules d’endocytose ou d’exocytose (Sundaram
et Buechner, 2016) ainsi que de larges vésicules recouvertes d’une couche plus dense en microscopie

électronique, les canalicules (Khan et al., 2013).
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Lors de I’¢longation des canaux, on voit apparaitre une structure représentative de cette fusion vésiculaire
dite en collier de perles, ou les perles sont des varicosités. Ces varicosités sont des zones ou les canalicules
sont présents en plus grand nombre et fusionnent avec la lumiere (Kolotuev et al., 2013) et ot il y a un
enrichissement en réticulum endoplasmique ainsi qu’en Golgi (Hahn-Windgassen et Van Gilst, 2009). Ces
structures sont naturellement observables au stade L1 de croissance et lors d une adaptation aux conditions
osmotiques du milieu (Khan et al., 2013; Kolotuev et al., 2013). La croissance générale des canaux se fait
par la coordination de la croissance des membranes apicale et basale, qui peuvent tout de méme étre
partiellement indépendantes (Shaye et Soto, 2021), au moyen de certains régulateurs (Shaye et Greenwald,
2015). Elle nécessite de nombreux acteurs moléculaires dont certains ont déja été étudiés (Shaye et Soto,
2021; Sundaram et Buechner, 2016). On sait par exemple que cette croissance fait intervenir la voie
d’endocytose, le transport vésiculaire, le complexe de fusion membranaire exocyste et le complexe de
polarité apicale PAR, tous deux régulés par la GTPase CDC-42 (Abrams et Nance, 2021), ainsi que de
nombreux régulateurs du cytosquelette (Shaye et Soto, 2021). Il semble que le flux d’osmolarité puisse
apporter des contraintes mécaniques indispensables a la croissance des canaux (Khan et al., 2013; Kolotuev
et al., 2013) et que la composition en matrice extracellulaire, et ses récepteurs interviennent aussi dans ce

développement (Hedgecock et al., 1987; Huang et al., 2003).

1.5.4 Similarités de la croissance de la cellule excrétrice avec la croissance neuronale

Lors de son développement, la cellule excrétrice est comparée au développement neuronal pour de
nombreuses raisons. Tout d’abord, la cellule est sensible aux voies de guidage telles que UNC-6/Nétrine et
ses récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 (Hedgecock et al., 1987). Les facteurs de croissance FGF et
Whnt, qui régulent le développement de nombreux neurones (Bulow et al., 2004; Killeen et Sybingco, 2008),
impactent aussi la croissance de la cellule excrétrice (Oosterveen et al., 2007; Polanska et al., 2011). Il a été
montré que SLT-1/Slit ainsi que ses deux récepteurs EVA-1 et SAX-3/Robo sont importants pour le
développement des canaux, dans une voie qui requiert VAB-8 et la fonction Rac GEF spécifique de UNC-
73 (Marcus-Gueret et al., 2012). Cette voie semble trés similaire a la régulation de la localisation de SAX-
3 & la membrane lors du développement des neurones ALM (Watari-Goshima et al., 2007).

D’un point de vue structurel, le bout d’un canal en croissance ressemble beaucoup & un cone de croissance
axonal (Fig. 1.2B-C, (Shaye et Soto, 2021)). Les deux structures sont trés riches en F-actine et en MT,
excepté au bord de croissance ou 1’on constate une prépondérance en F-actine (Fig. 1.2C, (Lowery et Van
Vactor, 2009; Shaye et Greenwald, 2015)). Le long des canaux, on trouve des centres d’organisation de
microtubules non centrosomaux (ncMTOC) et la plupart des microtubules ont une croissance rétrograde

(Shaye et Greenwald, 2015), caractéristiques que 1’on retrouve lors du développement dans des cones de
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croissances neuronaux chez C. elegans (Liang et al., 2020; Maniar et al., 2011; Shaye et Soto, 2021; Stone
et al., 2009). Aussi, pour réguler ces structures hautement spécialisées, la cellule excrétrice utilise des
régulateurs du cytosquelette qui sont communs au développement axonal (Shaye et Soto, 2021). Parmi ceux-
ci, on retrouve la Rho GEF UNC-73 (Marcus-Gueret et al., 2012), WVE-1/Wave ainsi que le complexe
qu’il active Arp2/3 (Reiner et Lundquist, 2018), la kinase MIG-15/NIK (Shakir et al., 2006), le régulateur
d’actine MIG-10/Lamellipodine (Quinn et al., 2008) et la protéine NCK-1, responsable du guidage neuronal
dans les neurones HSN (Mohamed et Chin-Sang, 2011). Identiquement aux neurones, la cellule excrétrice
fait intervenir des Rho GTPases pour la croissance des canaux. CDC-42 et sa GEF EXC-5 sont impliquées
dans I’accumulation apicale de F-actine, dans la polarité apicale ainsi que dans le transport et la fusion
veésiculaire nécessaires au bon développement des canaux (Abrams et Nance, 2021; Shaye et Greenwald,
2016). RHO-1/RhoA contrdle la croissance de la cellule excrétrice a travers I’activité Rho GEF spécifique
de UNC-73 et UNC-53/NAV2 (Marcus-Gueret et al., 2012), aussi impliquée dans le guidage neuronal
(Hekimi et Kershaw, 1993). Les Rac GTPases CED-10 et MIG-2 agissent de maniere cellule autonome et
en paralléle lors du développement de cette cellule, probablement via le contréle du canal chlorure EXC-
4/CLIC (Arena et al., 2022). Finalement, d’autres acteurs moléculaires ancrés a la membrane, comme la
molécule d’adhésion RIG-6/Contactine, qui permettent la croissance et le guidage axonal, affectent aussi la
croissance des canaux de la cellule excrétrice (Katidou et al., 2013). Tous ces éléments font de la cellule
excrétrice un trés bon modele d’étude pour mieux comprendre les principes du développement de cellules

polarisées en général.

1.6  Défauts du nombre d’extensions cellulaires

L’étude du mécanisme permettant la régulation du nombre d’extensions mises en place dans des cellules
polarisées a été rendue possible grace a 1’observation du défaut d’extensions surnuméraires. J’explique ici

en quoi ce phénotype est singulier et quelles sont les raisons connues qui le causent.

1.6.1 Dans les neurones

La morphologie du systeme nerveux de C.elegans comprend de nombreux critéres. Puisque le
développement du ver est trés invariant entre individus, on parle de défauts de la morphologie neuronale
lorsque le soma ou les neurites du neurone sont mal placés, mal guidés ou encore lorsqu’ils montrent des
structures anormales. Les défauts de migration du soma, ou encore de guidage axonal sont les plus fréquents
puisque ces processus mettent en jeu de nombreux mécanismes finement régulés dont toute perturbation
meéne a ce genre de phénotype. Le développement de structures « anormales » ou surnuméraires a partir des

neurites préexistants a également été caractérisé. Par exemple, avec le vieillissement du nématode, on peut
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observer I’apparition de gonflement ou de perles le long de la dendrite des neurones mécanosensoriels ALM
et PLM (Fig. 1.9A, (Pan et al., 2011)). Dans cette méme catégorie, les défauts de branchements rassemblent
la formation d’un nouveau neurite le long d’un neurite préexistant, ou bien 1’altération de I’arborisation de
la dendrite d’un neurone. Des défauts de branchement neuronal ont été observés avec le vieillissement dans
les neurones mécanosensoriels (Fig. 1.9A), ainsi que les neurones GABAergiques de C. elegans (Khandekar,
2015; Pan et al., 2011; Tank et al., 2011; Toth et al., 2012). Dans ces contextes, la formation de nouvelles
branches le long des neurites est liée a la perte d’adhésion neuronale, a la présence de mitochondrie et a la
chaine respiratoire (Pan et al., 2011; Tank et al., 2011; Toth et al., 2012). Cependant, les défauts de
branchement ne sont pas forcément reliés au vieillissement (Tank et al., 2011). On observe aussi ces défauts
dans les neurones AlY, PVD et CAN chez des nématodes plus jeunes, qui sont mutants pour des voies
affectant les HSPG (Blanchette et al., 2017; Bulow et al., 2002; Liang et al., 2015). Une mutation dans le
géne qui code pour la spectrine, un composant du cytosquelette sous-membranaire, conduit a la
déstabilisation du cone de croissance axonal des neurones PQR et a des défauts de branchement (Jia et al.,
2020). Il existe cependant un phénotype moins bien décrit : le développement d’extensions polarisées
surnuméraires a partir du soma, et non d’une extension préexistante comme pour le branchement, et qui

semble lié a des défauts lors de la polarisation de la cellule.

Chez les mammifeéres, 1’altération de plusieurs voies peut mener a la formation d’axones surnuméraires.
Tout d’abord, la surexpression d’effecteurs de polarité comme Par-3 ou de la kinase LKB1 peut induire ce
phénotype atypique (Schwamborn et Puschel, 2004; Shelly et al., 2007), confirmant une relation entre
polarité et controle du nombre d’extensions cellulaires. Ensuite, la perturbation des modulateurs du
cytosquelette comme les Rho GTPases permet le développement de ce genre de défauts. Parmi celles-ci, on
retrouve RhoA/RHO-1, impliquée dans I’inhibition et la restriction du développement d’axones
surnumeéraires lors de la polarisation neuronale. L’inactivation de la kinase Rock agissant en aval de
RhoA/RHO-1 induit la formation de plusieurs axones dans les neurones de 1’hippocampe (Da Silva et al.,
2003). Le contr6le du nombre d’axones par RhoA passe aussi par la modulation de la myosine Il et la
formation d’arcs d’actine dans la zone T du cone de croissance. En effet, I’inhibiteur de la myosine II,
blebbistatine, déstabilise ces arcs et méne a la formation d’axones surnuméraires dans ces neurones (Dupraz
et al., 2019). De son c6té, la Rho GTPase Racl/CED-10 active la croissance neuronale dans la plupart des
contextes d’étude. Sa surexpression, ainsi que celle de sa GEF Tiam1/TIAM-1, induit également la
formation de plusieurs axones (Kunda et al., 2001; Nishimura et al., 2005). Finalement, altérer directement
les dynamiques du cytosquelette par la stabilisation des MT ou la déstabilisation de I’actine conduit a la
spécification de plusieurs axones (Fig. 1.9B) (Bradke et Dotti, 2000; Gomis-Riith et al., 2008; Witte et

Bradke, 2008). 11 a été montré qu’appliquer une force mécanique d’élongation suffisante pouvait aussi
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déclencher ce phénomene (Lamoureux et al., 2002). L’étude de ces défauts ayant été effectuée chez les
mammiféres en condition in cellulo, aucun défaut similaire n’a encore été observé, a ma connaissance, dans
un modéle mammifere in vivo. Encore une fois, le modéle C. elegans offre ici une opportunité unique

d’étudier des mécanismes fondamentaux de la mise en place de la polarité cellulaire.

Chez C. elegans, le défaut d’extensions surnumeéraires a été rapporté dans plusieurs neurones. Lors du
développement des neurones HSN, le récepteur UNC-40/DCC est localisé de maniére asymétrique au
niveau ventral du soma. Cette localisation marque le départ des neurites qui forment des protrusions, et donc
du futur axone. Il a été montré que la localisation asymétrique de UNC-40/DCC spécifiquement au bord
ventral dépend du signal UNC-6/Nétrine mais aussi d’autres récepteurs comme SAX-3/Robo, de ’'HSPG
UNC-52/perlecan, et de la sous-unité d’intégrine INA-1 ainsi que de sa kinase MIG-15/NIK (Fig. 1.9C-D,
(Tang et Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014)). En impactant la localisation de UNC-40/DCC, ces facteurs
modifient le biais directionnel d’ou le neurite émerge pour donner le futur axone. Dans la plupart de ces
mutants, on voit donc des axones se développer dans une autre direction que ventrale, parfois méme dans
plusieurs directions, donnant ainsi des neurones bipolaires avec deux extensions au lieu d’une seule. La
surexpression de UNC-6/Nétrine induit aussi la formation d’extensions supplémentaires dans les neurones
HSN, a travers un mécanisme qui dépend de UNC-5/Unc5, du modulateur d’actine MIG-10/Lamellipodine
et de la kinase MIG-15/NIK (Limerick et al., 2018).

Les neurones dopaminergiques PDE peuvent également développer des extensions surnuméraires
(Fig. 1.9E-F). Des doubles mutants de Rho GTPases CED-10/Racl, MIG-2/RhoG ou encore RAC-2/3
induisent la formation de branches axonales ou méme d’axones surnuméraires a partir du soma. La GEF
UNC-73/Trio semble impliquée dans ce mécanisme de régulation du nombre d’extensions dans le neurone
PDE, ainsi que le régulateur d’actine UNC-115/abLim (Struckhoff et Lundquist, 2003). De maniere
intéressante, ’activation constitutive des Rho GTPases susmentionnées méne a la formation d’axones
surnuméraires par I’intermédiaire d’un mécanisme qui dépend de MIG-10/Lammelipodine (Struckhoff et
Lundquist, 2003). Selon les auteurs, la formation d’un trop grand nombre d’axones pourrait s’expliquer
différemment en fonction de la perte de fonction des Rho GTPases, qui pourrait se traduire par une perte de
la capacité a inhiber la formation d’axones ectopiques, et de 1’activation constitutive des Rho GTPases, qui

induirait une trop grande initiation axonale.

Une mutation du géne de sax-1/Ndr Kinase mene a la formation de neurites supplémentaires dans les
neurones ASE, ASJ et AWC tres tot dans le développement du ver (Zallen et al., 2000). SAX-1 est une
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sérine/thréonine kinase qui agit en aval de RHO-1/RhoA et qui peut étre régulée par UNC-43/CamKII pour

contrdler le nombre d’extensions dans ces neurones.
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Figure 1.9. Les défauts neuronaux et de la cellule excrétrice

(A) Exemple de défauts qui apparaissent avec le vieillissement le long du neurite du neurone mécanosensoriel ALM.
Chez les jeunes adultes (jour 1 d’age adulte, D1), le neurite d”’ALM est longiligne. Avec le temps (jour 12 d’age adulte,
D12), des billes apparaissent le long du neurite (fléches blanches, panneau du milieu). Plus tard (jour 27 d’age adulte,
D27), des branchements se développent le long du neurite (fleche blanche, panneau du bas). Images issues de (Pan et
al., 2011). (B) Lors du développement in vitro des neurones d’hippocampe de rat, le Taxol, un agent pharmacologique
capable d’induire la stabilisation des microtubules, induit la formation de plusieurs axones (ici marqué par le marqueur
axonal Tau-1, fleches pleines blanches). Dans le DMSO, la condition contrdle, le neurone ne développe qu’un seul
axone. Images issues de (Witte et Bradke, 2008). (C-D) Exemple d’extensions surnuméraires dans les neurones HSN
de C. elegans. (C) Les neurones HSN sont unipolaires dans les conditions sauvages (« wild type » en anglais). (D)
Chez les mutants mig-15(rh80), on voit parfois apparaitre un neurite surnuméraire (fléche blanche). Images issues de
(Yang et al., 2014). (E-F) Exemple d’extensions surnuméraires dans les neurones PDE de C. elegans. (E) Dans les
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conditions sauvages, les neurones PDE mettent en place un axone principal qui se divise en deux pour parcourir la face
ventrale du ver, et une dendrite ciliée vers le c6té dorsal du ver. (F) Le mutant mig-2(rh17) induit la formation de
neurites supplémentaires, aussi appelés neurites ectopiques (« ecotpic neurite » en anglais), depuis le soma du neurone
(fleche blanche). Images issues de (Shakir et al., 2008). (G) Les canaux de la cellule excrétrice d’animaux mutants
pour nck-1 montrent parfois la formation de branches le long d’un canal préexistant, aussi appelé phénotype de
branchement des canaux. Images issues de (Mohamed et Chin-Sang, 2011) (H) Contrairement aux conditions sauvages,
ou la cellule excrétrice de C. elegans forme invariablement quatre canaux (panneau de gauche), les mutants pour dgn-
1(cg121) montrent parfois des canaux courts (fleche panneau central) ou manquants (téte de fleche panneau central).
Avec une pénétrance plus faible, on y trouve aussi le défaut de canaux surnuméraires (tétes de fleche blanches, panneau
de droite). Images issues de (Johnson et al., 2006).

Dans certains contextes, les heurones mécanosensoriels AVM, PVM, ALM et PLM montrent un phénotype
identique. Il est important de noter que les neurones ALM développent, avec une faible pénétrance, une
deuxiéme extension dans les conditions sauvages. Néanmoins, 1’expression de VAB-8L dans ces neurones
conduit a I’augmentation de la pénétrance de ce phénotype a travers un mécanisme qui dépend du récepteur
SAX-3/Robo et de son signal SLT-1/Slit (Watari-Goshima et al., 2007). Les mutants de la sous-unité de la
tubuline MEC-7/B-tubuline impactent aussi 1’incidence de la formation de neurites surnuméraires dans les
neurones ALM par un défaut de polarisation du neurone, qui pourrait étre lié¢ a la stabilisation des
microtubules (Kirszenblat et al., 2013). La surexpression du récepteur UNC-40/DCC, ou bien I’expression
de sa forme constitutivement active depuis le construit MYR::UNC-40, induisent pareillement la formation
de neurites supplémentaires dans les neurones ALM, mais aussi dans les neurones AVM et PVM qui n’en
développent normalement pas dans des conditions sauvages (Gitai et al., 2003; Levy-Strumpf et Culotti,
2007). Enfin, des défauts d’extensions surnuméraires apparaissent naturellement avec le vieillissement des
vers dans les neurones ALM et CAN (Khandekar, 2015; Toth et al., 2012).

Pour résumer, des défauts de neurites surnumeéraires sont observés dans différents neurones de C. elegans.
Ce phénotype est lié a la perturbation des voies de signalisation de guidage telles que UNC-6/Nétrine et ses
récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 ou bien SLT-1/Slit et son récepteur SAX-3. Une régulation altérée
des Rho GTPases telles que RHO-1/RhoA, CED-10/Racl ou MIG-2/RhoG dans les neurones, ainsi que des
modulateurs du cytosquelette comme MIG-10/Lamellipodine ou UNC-115/abLim meénent a un destin
similaire. Finalement, la dérégulation d’HSPG comme UNC-52/perlecan ou de leurs interactions avec les
voies de guidage aboutit encore une fois au déréglement de la polarité neuronale et au développement d’un
trop grand nombre de neurites. Bien que toutes ces études aient mis en évidence I’intervention de nombreux
facteurs dans la mise en place de la polarité neuronale, aucune n’a encore déchiffré 1’existence d’un
mécanisme complet permettant aux cellules polarisées de contrdler le nombre d’extensions qu’elles mettent
en place. D’autres questions concernant la mise en place des extensions restent sans réponses. Par exemple,

dans quelle direction ou a quel emplacement les neurites surnuméraires se développent ? Est-ce que les
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facteurs répertoriés dans cette partie agissent dans un mécanisme commun ? Ou encore, est-ce que cette
régulation morphogénétique est conservée entre différentes cellules polarisées ? Les travaux décrits aux

cours de cette these essaient de répondre a ces questions.

1.6.2 Dans la cellule excrétrice

Similairement aux neurones, la cellule excrétrice de C. elegans peut présenter une variété de défauts
morphologigues. Des défauts de guidage des canaux ont été observés dans des mutants de la voie de la
Nétrine et de la voie des HSPG (Blanchette et al., 2017; Hedgecock et al., 1990). Les défauts de canaux
courts, par rapport a la taille des canaux chez les individus sauvages, ou de canaux manquants, correspondant
a une cellule excrétrice avec moins de quatre canaux, sont assez courants. Dans la littérature, ils sont reliés
a I’altération des mécanismes de croissance dans la cellule excrétrice (Abrams et Nance, 2021; Hedgecock
et al., 1990; Johnson et al., 2006; Lant et al., 2015; Shaye et Soto, 2021; Sundaram et Buechner, 2016). Le
branchement des canaux, c’est-a-dire le développement d’un canal a partir d’un canal préexistant, a aussi
été observé dans la cellule excrétrice d’animaux mutants pour la kinase NCK-1 et pour la Rho GTPase
CDC-42/Cdc42 (Fig. 1.9G, (Abrams et Nance, 2021; Mohamed et Chin-Sang, 2011)). Comparée aux
neurones, la subtilité de la cellule excrétrice réside dans la présence d’une lumiére au sein des extensions
cytoplasmiques qu’elle projette. On retrouve donc des défauts spécifiques a la cellule excrétrice, notamment
guand la croissance des membranes basale et apicale au niveau de la lumiere est découplée. On peut par
exemple observer chez des mutants affectant la croissance de la lumiére, des portions de canal dépourvues
de lumiére (Hisamoto et al., 2008; Khan et al., 2013). A I’inverse, tous les geénes exc chez C. elegans sont
caractérises par I’apparition de kystes dans les canaux dus a un élargissement de la lumiere ou de plusieurs

lumieres dans un seul canal (Buechner et al., 1999; Shaye et Soto, 2021).

Les exemples de défauts de canaux surnumeéraires dans la cellule excrétrice de C. elegans sont beaucoup
moins nombreux que pour les neurones. Il semblerait que les mutants des génes de unc-6 et unc-5 ménent a
I’apparition de plus que quatre canaux dans la cellule excrétrice (Hedgecock et al., 1990). Deux autres
articles observent plus clairement 1’apparition de ce phénotype de canaux surnuméraires dans des animaux
mutants pour un effecteur de la voie Wnt : AXL-1 (pour axin-like molecule), et pour le récepteur de la
matrice extracellulaire DGN-1/dystroglycan (Fig. 1.9H, (Johnson et al., 2006; Oosterveen et al., 2007)).
Bien que ces trois cas rapportent anecdotiquement 1’existence de canaux surnuméraires dans la cellule
excrétrice, aucun de ces travaux ne déchiffre les mécanismes a la base du contrdle du nombre d’extensions

dans la cellule excrétrice.
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1.7  Problématigue et hypothése

On dénote finalement un manque de compréhension dans les mécanismes controlant la morphologie des
cellules polarisées lors de leur développement. Grace a 1’observation d’extensions surnuméraires, nous
proposons ici I’étude du mécanisme qui permet a une cellule polarisée, la cellule excrétrice, de contrdler le
nombre d’extensions qu’elle met en place lors de son développement. Nos travaux étudient la relation entre
de nombreux acteurs de la mise en place de la polarité tels que les HSPG, des voies de guidage comme celle
de UNC-6/Nétrine et des modulateurs du cytosquelette comme les Rho GTPases dans un tel mécanisme.
Notre hypothese est que I’HSPG syndécan peut limiter le nombre de projections cellulaires polarisées dans
la cellule excrétrice en développement, en coordonnant le réle de récepteurs transmembranaires avec les

modulateurs du cytosquelette afin d’induire les réarrangements nécessaires a des sites précis de la cellule.
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1  Souches de nématodes et genétique

Les cultures de nématodes ont été maintenues dans un incubateur a 20 °C sur des plaques hgM ensemencées
avec la bactérie Escherichia coli OP50 comme décrit (Brenner, 1974). Les alléles utilisés (tableau B1) ainsi
que les souches construites pour cette étude a 1’aide de procédures génétiques standard (tableau B2) sont
répertoriés en annexe B. Les génotypes ont été confirmés par génotypage PCR classique et ses dérivés
« amplification refractory mutation system PCR » (ARMS-PCR) et « super selective PCR » ou (SS-PCR)
pour le génotypage de mutation ponctuelle (Touroutine et Tanis, 2020; Ye, 2001), et finalement par
séquencage si nécessaire. Les amorces utilisées pour créer des souches sont aussi répertoriées en annexe B
(tableau B3). Tous les alleles mutants et souches contenant un géne rapporteur ont été croisés avec la souche
de type sauvage Bristol N2 au moins deux fois avant d'étre utilisés a des fins d'analyse ou de création de

souches.

2.2 Microscopie et observation de la cellule excrétrice

Les vers ont été cultivés dans un incubateur & 20 °C sur au moins trois générations avant analyse. Les vers
ont été anesthésiés avec 75 mM de NaNj; (azoture de sodium) entre une lamelle et un tampon d'agarose a
5 %. Les observations ont été effectuées a l'aide d'un objectif x40 ou x63 sur un microscope a fluorescence
Zeiss Axio Imager (M2). Des images de phénotypes représentatifs ont été capturées a l'aide de la caméra
Zeiss AxioCam et du logiciel Zen. Les images d'embryons ont été déconvoluées a l'aide du logiciel

AutoQuant X3 pour une meilleure résolution.

Les neurones mécanosensoriels ont été examinés chez des larves au stade L4 en utilisant le rapporteur
transgénique zdls5 (Pmec-4::gfp). Nous nous sommes concentrés sur 1’observation du neurone
mécanosensoriel AVM étant donné que le phénotype d’extension surnuméraire n’apparait pas chez les
individus sauvages contrairement aux neurones ALM. Le neurone AVM est localisé dans la loge ventrale
droite du ver. Son unique neurite va se développer d’abord latéralement pour atteindre la corde nerveuse

ventrale, puis antérieurement pour remonter vers 1’anneau nerveux.

Les neurones controlant les muscles de la vulve chez les individus hermaphrodites, HSN, ont été observes

avec le rapporteur transgénique zdlIs13 (Ptph-1::gfp). Les neurones HSN se trouvent de part et d’autre de la
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vulve dans une position légérement postérieure et ventrale du ver. L unique neurite des neurones HSN se

développe antérieurement pour contourner la vulve et se rendre vers 1’anneau nerveux.

Le défaut d’extensions neuronales surnuméraires a été comptabilisé a partir du moment ou au moins deux
extensions partent du soma des neurones AVM ou HSN, et que leur taille excéde celle du soma. D’autres
défauts ont été observés tels que des problémes de guidage des neurites, mais n’ont pas été pris en compte
dans cette étude, car nous nous sommes intéressés aux défauts affectant le nombre d’extensions cellulaires

dans les cellules polarisées.

La cellule excrétrice et ses canaux ont été examinés chez des larves au stade L4, sauf indication contraire,
en utilisant les rapporteurs transgéniques arls164 (Pglt-3::venus) ou bgls312 (Ppes-6::gfp). La cellule
excrétrice est située ventralement au bulbe terminal du pharynx dans la téte du ver. Elle développe quatre
canaux latéraux chez le type sauvage : deux canaux antérieurs situés de chaque coté de la téte de I'animal
(un a gauche et un a droite) et deux canaux postérieurs situés le long du corps de I'animal (un sur le coté
gauche de I'animal et un sur le c6té droit). Un animal était considéré comme ayant des canaux surnuméraires
uniquement lorsque plus de quatre canaux se sont développés directement du soma de la cellule excrétrice,
quelle que soit la position du canal dans le corps de I'animal (gauche, droit, dorsal, ventral, antérieur ou
postérieur). Seuls les canaux qui (1) proviennent du soma de la cellule excrétrice et (2) sont plus longs que
le diamétre du soma des cellules excrétrices (environ 25 um de longueur) ont été comptés comme canaux.
Ainsi, les branches qui s'étendent le long d'un canal n'ont pas été comptées comme canal supplémentaire,
car elles ne proviennent pas du soma de la cellule excrétrice. Les défauts de canaux manquants, c¢’est-a-dire
la présence de moins de quatre canaux dans la cellule excrétrice, ont également été évalués au cours de cette
étude. D’autres types de défauts ont été observés lors de nos analyses, tels que des canaux mal orientés et
des canaux plus courts (section 1.6.2), qui n’ont pas été considérés comme défectueux dans cette étude, car

nous nous sommes concentrés sur les défauts du nombre de canaux.

Pour les images de microscopie confocale (Fig. 3.2 C-D), des larves au stade L1 cultivées a 20°C ont été
montées sur un tampon d'agarose et anesthésiées avec un milieu enrichi (M9) contenant 2,5 uM de
Iévamisole. Les images ont été acquises a l'aide d'un objectif Plan-Apochromatique 63x/1.4NA a immersion
a huile, sur un systéme confocal Zeiss LSM880 avec acquisition AiryScan. Le cytoplasme (CFP, cyan) et
I’actine (LifeAct::TagRFP, magenta) ont été visualisés (Fig. 3.2C) grace a I’expression du transgene arls201
(Shaye et Greenwald, 2016). Pour la CFP (458 nm), la puissance du laser était réglée a 2,4%, tandis que
pour LifeAct::TagRFP (561 nm), la puissance du laser était réglée a 2,0%. Les images de la (Fig. 3.2D)

montrent LifeAct::TagRFP (magenta), exprimé a partir du transgene multicopie arls195, et le marqueur de
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MT EMTB-3XGFP (jaune, (Shaye et Greenwald, 2015)), exprimé a partir du transgéne a copie unique
arTi34, généré par insertion MiniMos (Frokjaer-Jensen et al., 2014). Pour la GFP (488 nm), la puissance
du laser était de 2,4%, et pour TagRFP (561 nm), la puissance du laser était de 2,0%. Le gain du détecteur
était équivalent (800V) pour tous. Apres acquisition, toutes les images ont été traitées avec AiryScan et
F1JI/ImageJ en maintenant des parameétres identiques entre les souches sauvages et les mutants sdn-1(zh20).
Les images représentatives montrées ici sont des projections d'intensité maximale de piles de 20 a 30 coupes
Z de 0,5 um.

2.3 Microinjection et animaux transgéniques

Les animaux transgéniques ont été générés par des technigues de microinjection standard (Mello et Fire,
1995) et améliorées par la technique du pinceau (Gibney et al., 2023). La concentration a laquelle chaque
plasmide a été injecté, le marqueur de co-injection utilisé ainsi que sa concentration dans le mix d’injection
sont répertoriés en annexe B (tableau B4). Le vecteur pBluescript SK+ a été utilisé pour augmenter la
concentration d’ADN totale @ 200 ng/pL dans le mix d’injection afin d’augmenter les chances d’obtenir des
animaux transgéniques. Comme dans les procédures standard de microinjection chez C. elegans, plusieurs
lignées ont été générées et analysées pour chaque plasmide d’intérét, afin de réduire les variabilités causées
par cette technique.

2.4  Transgenes de sauvetage et d’expression

Les [nombre] réferent a la position le long du plasmide et [nombre pb] a la taille des construits.

Pmec-7::sdn-1 ADNc (pCB242): I’ADNc de sdn-1 a été amplifié a partir de yk139f3 et inséré dans le
vecteur pPD96.41 contenant le promoteur Pmec-7 a 1’aide des enzymes Xmal — Xhol comme décrit
précédemment (Blanchette et al., 2015).

Pglt-3::sdn-1 ADNc (pCB420): le vecteur pCB242 (Pmec-7::sdn-1 ADNCc) a été digéré avec Sphl [11] et
Xmal [888] pour libérer Pmec-7 et le remplacer par I’insert Pglt-3 [303 pb] amplifié a partir du vecteur
pDS629 (Pglt-3::zif-1) a I’aide des amorces 0CBQc48 (GCTTGCATGCTTTCGAATCG) et 0CBQc49
(CATGATCCCGGGTATGGATCCGGTACCTCC) pour ajouter le site de restriction de Xmal, et donc
pouvoir digérer le produit de PCR avec Sphl [9] et Xmal [292].

Pgrd-10::sdn-1 ADNc (pCB265): I’ADNc de sdn-1 a été amplifié avec les amorces o0CB1032 et 0CB1033,
digéré avec EcoRI [1700] et Agel [809] et inséré dans le vecteur pPD95.75 contenant Pgrd-10::GFP pour
remplacer la GFP avec EcoRI [3306] et Agel [4197].

Prgef-1::sdn-1 ADNc (pCB425): le vecteur pCB199 (Prgef-1::rib-1 ADNCc) a été digéré avec Xmal [3480]
et Apal [5441] afin de libérer I’ADNc de rib-1 et le 3’UTR de unc-54 pour étre remplacé par un fragment
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contenant I’ADNc de sdn-1 ainsi que le 3’UTR de unc-54, provenant de pCB242 (Pmec-7::sdn-1 ADNCc) et
digéré avec Xmal [888] et Apal [2734].

Pmyo-3::sdn-1 ADNc (pCB423): le vecteur pCB332 (Pmyo-3::lon-2 ADNC) a été digéré avec Xbal [2414]
et Sacl [3998] pour libérer L’ADNc de lon-2 et le remplacer par un fragment contenant 1’ADNc de sdn-1
amplifié a partir du vecteur pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNc) a 1’aide des amorces oCB1715
(CATGATTCTAGACCATACCCGGGATGATTCTG) et oCB1716 (AAGATCTCGGGAGCTCCTC)
afin d’ajouter le site de restriction pour Xbal et ainsi pouvoir étre digéré par Xbal [7] et Sacl [901].

Prab-3::sdn-1 ADNc (pCB436): le vecteur pCB428 (Prab-3::sax-7 ADNCc) a été digéré avec Xmal [1528]
et Xhol [5091] pour libérer L’ADNc de sax-7 et le remplacer par un fragment contenant 1’ADNc de sdn-1
provenant de pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc) [4737 pb] libéré a I’aide des enzymes Xmal [294] et Xhol
[1167].

Pmyo-2::sdn-1 ADNc (pCB427): Le vecteur pCB242 (Pmec-7::sdn-1 ADNCc) a été digéré avec Xbal [25]
et Xmal [888] pour libérer le promoteur Pmec-7 et le remplacer par le promoteur Pmyo-2 [863 pb] provenant
de pCB230 (Pmyo-2::rib-2 ADNc) digéré avec Xbal [25] et Agel [1309].

Phlh-17::sdn-1 ADNc (pCB445): le promoteur Phlh-17 a été amplifié & partir du vecteur pGR125 (Phlh-
17::myr::gfp, don de Georgia Rapti, (Rapti et al., 2017)) a I’aide des amorces oCB1833
(CTCACAACGATGGATACG) et 0oCB1834 (CATGATCCCGGGTACCTTTGGGTCCTTTGG) de
maniére a ajouter le site de restriction & Xmal en 3. Le promoteur Pglt-3 dans le plasmide pCB420 (Pglt-
3::sdn-1 ADNC) a été libéré en utilisant les enzymes Sphl [11] et Xmal [294], pour étre remplacé par le
promoteur Phlh-17 libéré de I’amplicon a I’aide des mémes amorces ([50] et [2024] respectivement).

Pglt-3::lon-2 ADNc (pCB458): I’ADNCc de lon-2 a été libéré du vecteur pCB268 (Pdpy-7::lon-2) avec Xmal
[271] et Sacl [1844] pour remplacer I’ADNc de sdn-1 dans le plasmide pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc) a
I’aide des mémes enzymes de restriction ([294] et [1777] respectivement).

Pglt-3::lon-24HS (pCB528): le variant lon-24HS, correspondant a I’ADNc de lon-2 dépourvu de ses sites
d’attachement des chaines HS, a été libéré du vecteur pCB314 (Plon-2::lon-24HS décrit dans (Blanchette
et al., 2015)) avec Xmal [3024] et Apal [5560] pour remplacer I’ADNc de sdn-1 dans le plasmide pCB496
(Pglt-3::5dn-14STOP) a I’aide des mémes enzymes de restriction ([294] et [2122] respectivement).

Pglt-3::gpn-1 ADNc (pCB529): I’ADNc de gpn-1 ainsi que la région 3’UTR du géne unc-54 ont été libérés
du vecteur pCB517 (Prab-3::gpn-1 ADNCc) avec Xmal [1528] et Apal [4001] pour remplacer I’ADNc de
sdn-1 dans le plasmide pCB496 (Pglt-3::5dn-14STOP) a I’aide des mémes enzymes de restriction ([294] et
[2122] respectivement).

Les variants de I’ADNc de sdn-1 ont été synthétisés par 1’entreprise IDT™, puis digéré de leur vecteur
original (pUCIDT-AMP) avec Xmal et Xhol (position pour chaque plasmide dans la liste ci-dessous) pour
étre réintroduit dans le plasmide pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc) a I’aide des mémes enzymes ([489] et [1362]
respectivement) et remplacer I’ADNc sauvage de sdn-1. De cette maniere, les plasmides suivants ont été
générés :
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- pCB442 : Pglt-3::sdn-14DEGSY (Xmal [491] et Xhol [1347])
- pCB443 : Pglt-3::sdn-IAFRIRKK (Xmal [491] et Xhol [1344])
- pCB444 : Pglt-3::sdn-14YtoA (Xmal [491] et Xhol [1362])

- pCB446 : Pglt-3::sdn-14HS (Xmal [491] et Xhol [1362])

Pglt-3:: sdn-141CD (pCB526): I’ADNc de sdn-1 a été amplifiée de son c6té N-terminal jusqu’a sa région
transmembranaire avec 1’ajout d’un codon stop et du site de restriction pour Xhol directement apreés cette
derniére, a partir du plasmide pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNc) a I’aide des amorces oCB2439
(AGGAAGTGCAAACATTCC) et 0CB2571 (TAGATCCTCGAGTTAAAAGACTACAAAGAGCACG).
Cet amplicon contenant la séquence recombinante du variant sdn-141CD a ensuite été digéré avec les
enzymes de Ncol [548] et Xhol [1167] pour étre réintroduite dans le plasmide pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc)
a la place de I’ADNCc sauvage de sdn-1 avec les mémes enzymes ([88] et [610] respectivement).

Pglt-3::sp_mNG_nlg-1ECD+TM_sdn-11CD (pCB525): le promoteur Pglt-3 a été amplifié avec les amorces
0CB2569 (CATGATGAATTCCATGCTTTCGAATCGTTG) et 0CB2570
(TAGTACGAATTCTATGGATCCGGTACCTCC) de maniere a ajouter un site de restriction pour EcoRl
de part et d’autre du promoteur, a partir du vecteur pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc). Le promoteur amplifié
a ensuite été digéré avec I’enzyme de restriction ECORI [7] et [299] pour remplacer le promoteur Pmyo-3
dans le plasmide pXZ102 (Pmyo-3::sp_mNG_nlg-1ECD+TM_sdn-1ICD, (Zhou et al., 2021)), supprimé a
I’aide de la méme enzyme de restriction ([31] et [2810]).

Pglt-3::myr::unc-5::gfp (pCB454): le promoteur Pglt-3 a été libéré du vecteur pCB420 (Pglt-3::sdn-1
ADNC) avec Sphl [11] et Xmal [294] pour remplacer le promoteur Punc-25 dans le plasmide pEL964 (Punc-
25::myr::uncb::gfp, don de Eric Lundquist, (Norris et al., 2014)) contenant la séquence de la partie
cytoplasmique de unc-5, a I’aide des mémes enzymes de restriction ([11] et [1861] respectivement).

Pglt-3::myr::unc-40::gfp (pCB453): le promoteur Pglt-3 a été libéré du vecteur pCB420 (Pglt-3::sdn-1
ADNC) avec Sphl [11] et Xmal [294] pour remplacer le promoteur Punc-25 dans le plasmide pEL588 (Punc-
25::myr::unc40::gfp, don de Eric Lundquist, (Gitai et al., 2003)) contenant la séquence de la partie
cytoplasmique de unc-40, a I’aide des mémes enzymes de restriction ([11] et [1861] respectivement).

Pglt-3::mig-2 ADNc (pCB474): ’ADNc de mig-2 a été amplifié avec les amorces oCB2119
(TAGTACACCGGTATGTCTTCACCGTCGAG) et 0oCB2120 (TTCTGCAGCTAGCAGATC) afin
d’ajouter un site de restriction pour Agel en 3°, a partir du plasmide pJE16 (Pglt-3::mig-2::FLAG, construit
par 1’équipe du Dr. Daniel Shaye, (Arena et al., 2022)). L’amplicon a ensuite été digéré avec Agel [7] et
Ncol [608] pour remplacer libérer I’ADNc de mig-2 dépourvu du marqueur FLAG et étre réintroduit dans
le vecteur pJE16 a la place de la séquence codante pour mig-2::FLAG supprimée avec les mémes enzymes
([462] et [1115] respectivement).

Pglt-3::mig-2(gm103) (pCB477): I’allele mig-2(gm103) a été amplifié a partir d’ADN génomique de vers
mutant mig-2(gm103) avec les amorces 0CB2243 (CATGATCCCGGGCAGATGTCTTCACCGTCG) et
0CB2244 (CATGATCTCGAGGATCGGGAAGAAGAGCCT) ajoutant les sites de restriction de Xmal et
de XhoI en amont et en aval de cet all¢le. Cette séquence a été libérée de 1’amplicon a ’aide des amorces
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Xmal [7] et de Xhol [1619] pour I’insérer dans le plasmide pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc) a la place de
I’ ADNc de sdn-1 supprimé avec les mémes amorces ([294] et [1167] respectivement).

Pglt-3::ced-10(G12V) (pCB500): I’allele ced-10(G12V) a éteé libéré du vecteur pEL206 (Posm-6::ced-
10(G12V), don de Eric Lundquist, (Lundquist et al., 2001)) a I’aide des enzymes Xmal [2432] et de Sacl
[3129] pour étre ensuite introduit dans le vecteur pCB420 (Pglt-3::sdn-1 ADNCc) a la place de I’ADNCc de
sdn-1 libéré avec les mémes enzymes ([294] et [2893] respectivement).

ced-10 ARNi (pCB478): I’ADNc de ced-10 a été libéré du vecteur pJE13 (Pglt-3::FLAG::ced-10 ADNC,
(Arena et al., 2022)) avec Agel-HF [507] et Ncol-HF [1103], puis inséré dans le vecteur L4440 (Timmons
et Fire, 1998) a 1’aide des mémes enzymes de restriction ([2105] et [2098] respectivement).

Tous les inserts de clones finalisés ont été vérifi€s soit par séquencage lorsqu’une PCR intervenait dans le
clonage, soit par digestion et/ou amplification par PCR pour les fragments provenant de vecteurs déja
séquencés.

2.5 ARN interférence

L’ARN interférence ou ARNi a été réalisée via la méthode de nutrition comme décrite précédemment
(Timmons et Fire, 1998). Une colonie de bactéries HT115 transformée avec un vecteur vide L4440
(conditions témoins) ou un vecteur contenant une partie de la séquence du gene ciblé pour la déplétion a été
cultivée pendant 16 heures a 37°C dans un milieu LB contenant 75 pg/mL d'ampicilline et 12,5 pg/mL de
tétracycline pour sélection. Les bactéries ont ensuite été amplifiées pendant 16 heures a 37°C dans un milieu
LB contenant 75 pg/mL d’ampicilline, puis concentrées dans un ratio de 15/1, ensemenceées sur des plaques
contenant 75 pg/mL d'ampicilline et 1 mM d’ isopropyl B D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), et laissees
toute la nuit a température ambiante pour induire I'expression d’ARNdb. Dans le cas de cdc-42, 1 mM
d’IPTG a également été ajouté lors de la phase d’amplification de la bactérie controle et de celle contenant
I’ARNI dirigée contre cdc-42, afin d’augmenter I’expression d’ARNdb. Des larves au stade L4 des
génotypes sélectionnés ont été disposées sur ces bactéries, et leur descendance a été analysée par
microscopie a fluorescence au stade L4 pour rechercher des défauts dans le nombre de canaux. Les clones
permettant I’ ARNi dirigée contre cdc-42 et unc-73 proviennent de la librairie d’ARNi Ahringer (Kamath et
Ahringer, 2003), tandis que celui dirigé contre ced-10 a été généré dans le cadre de ces travaux (pCB478).

2.6  Statistiques

Les analyses statistiques pour comparer la moyenne des différents génotypes ont été réalisées avec un test
z sur Microsoft® 365 Excel. Le seuil de significativité des comparaisons multiples a été ajusté avec la

correction de Bonferroni.
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CHAPITRE 3
RESULTATS

Note : Ces travaux représentent le fruit de plusieurs années de travail. J’ai généré la majorité des outils, des
résultats et des analyses exposés dans cette thése, mais je tiens a souligner la contribution d’autres
étudiant.e.s du laboratoire de la Pre Claire Bénard qui ont aidé a faire avancer ce projet. Un tableau
récapitulant la contribution détaillée de chaque étudiant.e/collaborateur.rice se trouve en annexe B (tableau
B5).

Certains résultats qui ne concernent pas directement le sujet principal dans cette thése, ¢’est-a-dire 1’étude
d’un mécanisme limitant le nombre d’extensions mises en place par une cellule polarisée, mais qui

permettent de comprendre le contexte général sont regroupés en annexe A.

3.1 Des HSPG limitent le nombre d’extensions dans des cellules polarisées

Comme décrit précédemment (section 1.4.1), la synthése des chaines HS commence par l'ajout d’un lien
tétrasaccharidique a des sites spécifiques le long de la partie extracellulaire des protéoglycanes. Apres cela,
la polymérisation des chaines en tant que telle débute par 1’ajout d’un résidu N-acétylglucosamine par
I’enzyme RIB-2/EXTL-3, puis par 1’ajout alternatif de résidus d’acide glucuronique et de N-
acétylglucosamine par la co-polymérase, constituée des sous-unités RIB-1/EXT1 et RIB-2/EXTL-3. La
perte, partielle ou totale, des enzymes RIB-1 et RIB-2 perturbe la polymérisation des chaines HS
spécifiqguement (Blanchette et al., 2017; Kitagawa et al., 2007; Morio et al., 2003). Les alléles nuls pour
rib-1 et rib-2 menant a de la Iétalité embryonnaire (Kitagawa et al., 2007; Morio et al., 2003), I’unique
moyen d’étudier le role des chaines HS est via la déplétion partielle par I’ARNi ou encore I’utilisation
d’alléles hypomorphes. Les alléles hypomorphes rib-1(gm32) et rib-2(qm46) ont déja permis de montrer
I’implication des chaines HS dans la mise en place du systéme nerveux et de la morphologie de nombreuses
cellules polarisées (Blanchette et al., 2017). Ici, I’étude de ces alléles nous a permis d’observer un phénotype

atypique : ’apparition d’extensions cellulaires surnuméraires dans des cellules polarisées.

Un premier exemple de ce phénotype est observable dans le neurone mécanosensoriel AVM, situé
sublatéralement le long des parois musculaires ventrales droites du ver (Fig. 3.1A). AVM est un neurone
unipolaire qui développe son neurite en direction de la corde nerveuse ventrale puis, une fois qu’il I’a atteinte,
en direction antérieure vers 1’anneau nerveux (Fig. 3.1A). Dans les mutants rib-1(qm32) et rib-2(qm46), en
plus des défauts de guidage déja décrits (Blanchette et al., 2017), nous avons observé des neurones AVM

bipolaires. Dans ces cas-la, le neurone AVM présente un neurite supplémentaire développé depuis le soma,
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avec une pénétrance de 10.8 + 2.3% pour rib-1(gm32) et de 11.9 + 3.2% pour rib-2(qm46) au stade de
développement larvaire L4 (Fig. 3.1A).
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Figure 3.1. La perturbation des HSPG meéne a des neurites et des extensions cellulaires surnuméraires

(A-C) Représentation schématique des neurones AVM (A), HSN (B) et de la cellule excrétrice (C) dans le ver. Les
images par microscopie a fluorescence montrent une vue ventrale de larve au stade L4, excepté pour HSN dont les
images représentent de jeunes adultes a cause de 1’expression tardive du marqueur spécifique. Les marqueurs utilisés
sont Pmec-4::gfp (neurones mécanosensoriels AVM et ALM), Ptph-1::gfp (neurones HSN) et Ppes-6::gfp (cellule
excrétrice). Les animaux mutants pour les genes rib-1(qm32) et rib-2(qm36) montrent des extensions surnuméraires
dans leurs neurones AVM et HSN, ainsi que dans leur cellule excrétrice. Les fleches jaunes pointent vers ces neurites
surnuméraires (pour les neurones, fleche vide) ou canaux surnuméraires (pour la cellule excrétrice, fleche pleine).
Barre d’échelle 20 pum. La quantification de la pénétrance du défaut de neurite/canal surnuméraire est affichée sur le
coté. (D) Quantification de la pénétrance du défaut de canaux surnumeéraires, aussi appelés extra canaux, chez les
mutants des génes codant les enzymes de modifications des chaines HS. (E) Quantification du défaut de nombre de
canaux chez les mutants des génes codants pour le corps protéique des HSPG. (F) Quantification du défaut d’extra
canaux chez les animaux doubles et triples mutants des genes codants pour les corps protéiques des HSPG. (G)
Représentation schématique de la position de la cellule excrétrice (visualisée a I’aide de Pglt-3::venus) dans le ver et
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images de vue ventrale de vers sauvages et mutants pour sdn-1(zh20) au stade L4. Les tétes fleches jaunes pointent
vers les canaux surnuméraires. (H) Représentation graphique et proportion du nombre et de la position des canaux
surnuméraires (rouge). A noter que la position des canaux surnuméraires est symbolisée ici entre les canaux
« normaux » pour faciliter la compréhension. Cependant, les canaux surnuméraires étant indifférenciables des autres
canaux, il est impossible de connaitre leur réelle localisation. Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard de la
proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : * p <0.05, ** p <0.005, *** p < 0.001 (test Z,
les valeurs p ont été corrigées a ’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.

Un deuxiéme exemple est celui des neurones HSN qui controlent les muscles de la vulve chez les
hermaphrodites. Le soma des neurones HSN se trouve de part et d’autre de la vulve (un a droite et un a
gauche), légérement postérieur a celle-ci. Les neurones HSN sont aussi unipolaires et développent un neurite
qui migre ventralement vers la corde ventrale, puis vers I’anneau nerveux (Fig. 3.1B). Chez des animaux
mutants, nous avons observé des neurones HSN bipolaires — formant un deuxieme neurite depuis le soma —
avec une pénétrance de 19.1 + 2.9% pour rib-1(qm32) et de 19.4 + 3.4% pour rib-2(qm46), au stade de jeune
adulte (Fig. 3.1B).

Un troisiéme exemple est celui de la cellule excrétrice. Dans les conditions sauvages, la cellule excrétrice
développe invariablement quatre canaux le long de la paroi de 1’animal (Fig. 3.1C). Chez les animaux
mutants pour rib-1(gm32) et rib-2(gm46), des extensions surnuméraires aux quatre canaux ont été observées
avec une pénétrance de 26.8 + 3.1% et de 25.7 + 3% respectivement, au stade larvaire L4 (Fig. 3.1C). Deux
marqueurs différents ont été utilisés pour étudier la morphologie de la cellule excrétrice : Ppes-6 ::gfp
(Fig. 3.1C), puis Pglt-3::venus (le reste de cette étude, (Shaye et Greenwald, 2015)). Dans les conditions
sauvages, aucun de ces deux marqueurs n’a induit de phénotype morphologique visible dans la cellule
excrétrice. L'ensemble de ces résultats indique que la synthése des chaines HS, et probablement les HSPG
sur lesquels elles sont polymérisées, intervient dans un mécanisme permettant a différents types de cellules
polarisées, dont les neurones AVM et HSN ainsi que la cellule excrétrice, de réguler le nombre d’extensions
qu’elles développent. A noter que dans les conditions sauvages, aucune extension surnuméraire n’a été
observée pour aucun de ces trois types cellulaires. Nous appelons alors extension surnumeéraire, extra
extension ou extension supplémentaire toute extension qui est développée a partir du soma, qui supplémente
le nombre d’extensions normalement trouvé dans la cellule d’intérét en conditions sauvages, et dont la
longueur dépasse celle du soma de la cellule d’étude. La pénétrance étant plus forte pour la cellule excrétrice,
et ses mécanismes de développement étant fortement conservés avec ceux des neurones (section 1.5.4), nous
avons décidé de poursuivre la caractérisation du mécanisme de contréle du nombre d’extensions dans ce

modele cellulaire.
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Nous nous sommes ensuite interrogés sur I’importance des modifications chimiques des chaines HS, car
celles-ci dictent leurs r6les dans certains contextes (Bulow et al., 2008; Gysi et al., 2013; Kinnunen, 2014;
Saied-Santiago et al., 2017). Nous avons étudié 1’impact de mutations dans les génes hse-5, hst-2 et hst-6
codant pour les enzymes responsables d’épimérisation ou de sulfatation des chaines HS, puisque celles-ci
ont un fort impact sur le développement du systeme nerveux du ver (section 1.3.4). Des analyses de données
transcriptomiques a 1’échelle unicellulaire pendant le développement embryonnaire de C. elegans (Packer
et al., 2019) permettent de montrer que les genes codant pour ces enzymes sont exprimés dans la cellule
excrétrice pendant son développement (Fig. A.1A). Les alleles nuls hse-5(tm472), hst-2(0k595) et hst-
6(0k273) menent a la formation d’extensions surnuméraires, bien que non significativement pour 1’alléle
hst-6(0k273) (Fig. 3.1D), indiquant leur implication dans la régulation du nombre d’extensions dans la
cellule excrétrice de C. elegans. Le triple mutant hse-5(tm472); hst-2(0k595) hst-6(ok273) ne montre pas
d’augmentation significative de la pénétrance, comparé au mutant le plus pénétrant, hst-2(ok595)
(Fig. 3.1D). On peut en déduire qu’il ne semble pas y avoir de synergie entre ces enzymes, et qu’elles

agissent dans la méme voie pour contréler le nombre d’extensions dans la cellule excrétrice.

Certains HSPG peuvent aussi posséder des chaines CS chez les mammiféres (section 1.3.5). C’est pourquoi
nous avons évalué I’importance des chaines CS pour la régulation du nombre d’extensions dans cette cellule
polarisée. SQV-5 est la polymérase responsable de la polymérisation des chaines CS chez C. elegans, et est
également exprimée dans la cellule excrétrice pendant le développement embryonnaire (Fig. A.1A). La
perte totale de sqv-5 conduit a I’absence de chaines CS, qui se traduit par une inhibition développementale
ainsi qu’une stérilité chez les vers adultes (Suzuki et al., 2006). L’all¢le hypomorphe sqv-5(k172) permet
de surpasser cette stérilité, et nous avons pu observer des extensions surnuméraires dans la cellule excrétrice
d’animaux portant cet alléle (Fig. A.1C). La synthése des chaines CS, soit sur des HSPG si c’est
effectivement le cas chez C. elegans, ou bien sur des CSPG, semble alors également contribuer a la
régulation du nombre d’extensions dans la cellule excrétrice. Toutefois, nous nous sommes concentrés dans

ce travail sur 1’étude des HSPG.

3.2 L’HSPG syndécan limite le nombre d’extensions dans la cellule excrétrice

Afin de déterminer quel.s HSPG sont spécifiquement impliqué.s dans le mécanisme régulant le nombre
d’extensions dans la cellule excrétrice, nous avons testé les six genes connus chez C. elegans pour coder
pour les corps protéiques qui portent les chaines HS. Tous les genes classiques des HSPG, ¢’est-a-dire unc-
52/perlécan, cle-1/Col XVIII, lon-2/glypican, gpn-1/glypican et sdn-1/syndécan, sont exprimés dans la
cellule excrétrice lors de son développement, a I’exception de agr-1/agrine (Fig. A.1B). Pour rappel, la

cellule excrétrice nait a environ 270 min de développement embryonnaire. Une lumiére commence a se
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former par fusion vésiculaire aux alentours de 400 min de développement. Les bras latéraux commencent a
se former aux alentours de 460 min de développement, puis les quatre canaux se subdivisent vers le
stade 2 repliements a environ 500 min de développement (Fig. 1.8C). Il est intéressant de noter que sdn-
1/syndécan est en moyenne le géne le plus exprimé dans la cellule excrétrice durant le développement de
celle-ci, et plus spécifiquement dans les périodes ou les canaux se mettent en place (450-510 min et 510-
580 min). Les HSPG pouvant néanmoins étre libérés ou sécrétés dans la matrice afin d’agir a distance depuis
les cellules environnantes de la cellule excrétrice, nous avons étudié les six génes classiques. Les alléles
spécifiques aux HSPG sécrétés dans la matrice, responsables d'une perte de fonction partielle (cle-1(cg120)
et unc-52(e444)) ou totale (agr-1(tm2051)) ne provoquent pas la formation d'extensions surnumeraires dans
la cellule excrétrice (Fig. 3.1E). Les alléles nuls pour les glypicans lon-2(e678) ou gpn-1(tm595) induisent
des extensions surnuméraires avec une pénétrance tres faible, qui n’est pas significativement différente des
individus sauvages. En revanche, le mutant nul affectant le seul HSPG transmembranaire, sdn-1(zh20),
entraine 1’apparition d’extensions surnuméraires avec une forte pénétrance (49 + 4.9%). Nous avons
confirmé ces résultats avec un deuxieéme alléle, sdn-1(ok449), qui montre une pénétrance d’extensions
surnuméraires similaire, soit 45.5 + 4.7% (Fig. 3.1E). L’all¢le sdn-1(ok449) correspond a une délétion dans
le cadre de lecture du gene sdn-1 menant a une perte d’une partie du domaine extracellulaire de SDN-1
portant deux sites d’attachement des chaines HS. La protéine SDN-1 issue de cet alléle peut étre détectée
sur des extraits totaux de vers a ’aide d’anticorps dirigés contre sa partie intracellulaire, mais pas avec des
anticorps dirigés contre ses chaines HS (Minniti et al., 2004). Pour faciliter I’interprétation des résultats,
nous avons choisi de ne poursuivre ces travaux qu’avec 1’alléle nul sdn-1(zh20), qui ne produit aucun
transcrit sdn-1 détectable (Rhiner et al., 2005).

La déplétion de lon-2 ou de gpn-1 menant a de rares extensions surnuméraires, nous avons construit des
doubles et triples mutants pour les alléles lon-2(e678), gpn-1(tm595) et sdn-1(zh20) (Fig. 3.1F). Le double
mutant lon-2(e678) gpn-1(tm595) ne montre pas d’extensions surnuméraires, ce qui signifie que les deux
genes codant pour les glypicans n’agissent pas de manicre redondante dans ce contexte. Les doubles mutants
lon-2(e678) sdn-1(zh20) et sdn-1(zh20) gpn-1(tm595) ainsi que le triple mutant lon-2(e678) sdn-1(zh20)
gpn-1(tm595) ne sont pas plus pénétrants que sdn-1(zh20) seul. On peut en déduire que ’'HSPG SDN-
1/syndécan régule le nombre d’extensions dans la cellule excrétrice de maniére centrale, et que les HSPG

LON-2/glypican et GPN-1/glypican n’ont ici pas de fonction redondante avec SDN-1.
Chez les individus avec I’alléle sdn-1(zh20), nous avons observé dans la majorité des cas une seule extension

surnuméraire par animal. Cependant, dans certains cas, deux, trois et jusqu’a un maximum de quatre

extensions surnumeéraires, soit une cellule excrétrice avec huit extensions au lieu de quatre, ont pu étre
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observées chez les animaux mutants (Fig. 3.1H). Les extensions surnuméraires observées dans sdn-1(zh20)
sont morphologiquement trés similaires a celles retrouvées dans les mutants rib-1(qm32) et rib-2(gm46),
mais aussi au set des quatre canaux normalement trouvé dans la cellule excrétrice d’animaux sauvages
(Fig. 3.1G). Dans les conditions sauvages, la cellule excrétrice développe quatre canaux le long des parois
du ver, avec un canal par loge (antérieure droite/antérieure gauche/postérieure droite/postérieure gauche).
Nous avons donc présumé les extensions surnumeraires comme étant celles qui supplémentent les canaux
normalement trouvés dans chaque loge du ver, ou bien celles ayant une position ectopique, c’est-a-dire en
dehors de ces loges. Suivant ces critéres, nous avons observé que les extensions surnuméraires des individus
portant I’alléle sdn-1(zh20) peuvent étre localisées dans la loge a droite, & gauche ou dans une position
ventrale, sans tendance particuliére pour un c6té (Fig. 3.1H). A noter qu’aucune extension en position
complétement dorsale n’a clairement été observée dans les animaux mutants pour sdn-1(zh20). Les
extensions surnuméraires peuvent aussi étre orientées vers I’antérieur ou le postérieur, avec une légeére

tendance vers ce dernier (Fig. 3.1H).

En plus des extensions surnuméraires, nous avons relevé d’autres défauts dans la cellule excrétrice des
animaux mutants pour sdn-1. Premierement, des canaux courts, par rapport aux canaux dans les conditions
sauvages au méme stade de développement, ont été observés avec une pénétrance d’environ 40%. Ce défaut
est assez fréquent dans la cellule excrétrice et a été relié a un probléme de croissance des canaux lors du
développement de la cellule (Abrams et Nance, 2021; Arena et al., 2022; Hedgecock et al., 1990; Johnson
et al., 2006; Lant et al., 2015; Shaye et Soto, 2021; Sundaram et Buechner, 2016). Deuxiémement, des
défauts de guidage des canaux menent au développement anormal d’un canal, dans une loge différente de
celle ou il devrait se trouver. Par exemple, un animal dont les quatre canaux sont du c6té droit (deux en
antérieur et deux en postérieur) est catégorisé comme ayant un défaut de guidage de ses canaux (Fig. A.1D,
panneau du bas). Différentes configurations de canaux mal guidés ont été trouvées, par exemple trois canaux
antérieurs et un canal postérieur ou inversement, menant a une pénétrance du phénomene de défaut de
guidage des canaux d’environ 17% chez les mutants sdn-1(zh20). A noter que les défauts de guidage et les
défauts d’extensions surnuméraires ont parfois été retrouvés de maniére concomitante. Finalement, un autre
défaut dans la cellule excrétrice a été observé chez les mutants de sdn-1 : les canaux manquants (Fig. A.1D,
panneau du milieu). Le phénotype de canal manquant comprend tout animal possédant une cellule excrétrice
dont le nombre de canaux est inférieur a quatre. Le défaut de canaux manquants représentant aussi un défaut
dans le nombre de projections mises en place par une cellule polarisée, il m’est paru pertinent d’en parler
dans cette these. Cependant, les résultats obtenus au cours de cette étude pointent vers une indépendance au
moins partielle des mécanismes régulant les défauts de canaux manquants et de canaux surnuméraires

(chapitre 4). De plus, le mécanisme inhibant la formation d’extensions surnuméraires n’ayant pas encore
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été déchiffré, il reste ’objet d’étude principal de cette thése. Pour ces raisons et pour plus de clarté, les
données concernant le phénotype de canaux manguants sont affichées en figures supplémentaires dans
I’annexe A, sont décrites tout au long de cette section résultats, en parallele du phénotype de canaux
surnumeraires, mais sont discutées dans une section a part dans la partie discussion. Les animaux mutants
pour les deux alleles sdn-1(ok449) et sdn-1(zh20) montrent ce phénotype de maniere significative
(Fig. A.1E). De plus, I’analyse des doubles mutants et du triple mutant entre les glypicans et syndécan ne
montre aucune augmentation dans la pénétrance du défaut de canaux mangquants, et donc aucune redondance
dans la fonction de ces HSPG dans les mécanismes garantissant la formation des quatre canaux excréteurs
(Fig. A.1F).

Pour conclure, ’HSPG SDN-1/syndécan est central dans la régulation du nombre d’extensions développées
par la cellule excrétrice, et intervient aussi dans la croissance et le guidage des canaux. L’altération des voies
développementales régulant la migration et les extensions cellulaires résulte généralement en des
extensions/neurites trop courtes et/ou mal guidées. Nous nous sommes donc penchés sur I'étude du défaut
inhabituel d'extensions surnuméraires, qui offre la possibilité de découvrir un nouveau mécanisme de

développement cellulaire.

3.3 Syndécan contr6le le nombre de canaux lors du développement de la cellule excrétrice

Afin de mieux caractériser ces extensions surnuméraires, nous avons défini quand la cellule excrétrice des
mutants sdn-1(zh20) les développe. Chez le type sauvage, les canaux commencent a se former a partir des
bras latéraux de la cellule excrétrice entre les stades 2 et 3 repliements du développement embryonnaire
(Fig. 1.8C). Le marqueur Pglt-3::venus étant exprimé tres tot lors du développement de la cellule excrétrice,
nous pouvons observer la présence des canaux chez les embryons sauvages a partir du stade 3 repliements
(Fig. 3.2A). Chez les mutants sdn-1(zh20), les extensions surnuméraires sont déja visibles au stade 2.5 et 3
repliements du développement embryonnaire (Fig. 3.2A). De plus, ni la pénétrance du défaut d’extensions
surnumeéraires (Fig. 3.2B), ni celle du défaut de canaux manquants (Fig. A.2A), ne varient entre les stades
de développement larvaire L1 et L4 chez les mutants sdn-1(zh20). Ces résultats suggerent que SDN-
1/syndécan agit lors du développement de la cellule excrétrice afin de réguler le nombre de canaux mis en

place lors de la morphogenése de cette cellule polarisée.

61



(0]
()]
©
>
5
©
]
)
RS
N
~
1
<
i)
7]

sauvage

sdn-1(zh20)

W)

sauvage

sdn-1(zh20)

sdn-1(zh20)

Pgit-3::venus

sjuswaldal
€

sjuswaldal
Gc

sjuswaldal
€

CFP cytoplasmique

- Microtupules
. basolatéraux

£ ¥ Microtubules

(o9
©
g

ns

]

N
2

% Animaux avec extra canaux
B
<

o
|

VAN,

sdn-1(zh20)

Fusion (# of canals)

Fusion

basolatéraux

Extra canal

62



Figure 3.2. Les canaux surnumeéraires dans la cellule excrétrice des mutants pour sdn-1/syndécan se développent
pendant I’embryogenése

(A) Images de microscopie a fluorescence d’un embryon sauvage au stade 3 repliements et d’embryons mutants pour
sdn-1(zh20) au stade 2.5 et 3 repliements. La cellule excrétrice est visualisée avec le marqueur Pglt-3::venus. Les
canaux surnuméraires se développent en méme temps que les autres canaux lors de I’embryogenése. Les panneaux de
droite schématisent la cellule excrétrice avec le canal présumé comme surnuméraire en rouge. Barre d’échelle 10 um.
(B) Quantification du défaut de canaux surnuméraires aux stades larvaires L1 et L4 dans les mutants sdn-1(zh20). Les
barres d’erreur représentent I’erreur standard de la proportion. ns, non significatif. (C-D) Vue ventrale (sauf pour le
ver sauvage en D ou la vue est latérale) de vers sauvages et mutants pour sdn-1(zh20) au stade L1. La visualisation
dans la cellule excrétrice a été faite avec les marqueurs CFP (cytoplasme en cyan, C), LifeAct::TagRFP (F-actine en
magenta, C-D) et EMTB::3xGFP (microtubules en jaune, D) tous exprimés sous le promoteur Pglt-3. Les fleches
magenta pointent I’extrémité des canaux et les numérations chiffrent les canaux présents dans le ver (D). Barre
d’échelle 5 pm. (E) Vue ventrale de deux canaux visualisés avec le marqueur Pglt-3::venus au stade larvaire L4. Un
des deux canaux est présumé comme étant le canal surnuméraire; les deux canaux montrent la présence d’une lumicre
(zone plus faible en signal au milieu du canal). Représentation schématique de la région magnifiée (panneau de droite).

Pour savoir si ces extensions surnuméraires ne sont que des extensions cytoplasmiques sans spécificités
structurelles, ou bien si elles constituent de réels canaux similaires a ceux formés normalement par la cellule
excrétrice, nous avons étudié 1’organisation du cytosquelette chez les vers sauvages et mutants pour sdn-1.
La F-actine s’organise majoritairement au niveau du réseau terminal sous la membrane apicale. Chez les
vers sauvages, la F-actine, visualisé a 1’aide du marqueur LifeAct::TagRFP exprimé uniquement dans la
cellule excrétrice, est présente au niveau de la lumiére unique qui part du soma, longe les bras latéraux puis
les quatre canaux de la cellule (Fig. 3.2C). Chez les mutants sdn-1(zh20), la F-actine est organisée de
maniére trés similaire entre chaque canal, méme les canaux surnuméraires, mais aussi en comparaison avec
les canaux des individus sauvages. Le signal de la F-actine est donc localisé au niveau de la membrane
apicale dans tous les canaux, aussi bien chez les individus sauvages que mutants pour sdn-1 (Fig. 3.2C).
L’étude de I’organisation des microtubules a par ailleurs montré la similitude entre les extensions
surnumeéraires des animaux mutants sdn-1(zh20) et les canaux des animaux sauvages (Fig. 3.2D). Les
microtubules marquées (EMTB::3xGFP) dans la cellule excrétrice s’organisent le long des canaux et dans le
soma avec une position basolatérale. Dans tous les canaux des animaux portant 1’alléle sdn-1(zh20), les MT
sont pareillement organisés au niveau basolatéral dans la cellule excrétrice (Fig. 3.2D). De plus, toutes les
extensions des vers mutants sdn-1(zh20), y compris les surnuméraires, possédent une zone dépourvue de
cytoplasme (Fig. 3.2E) qui est entourée d’un réseau terminal de F-actine (Fig.3.2C), ce qui est
caractéristique de la lumiére des canaux de la cellule excrétrice. La fonction principale de cette cellule étant
I’osmorégulation de I’organisme, la présence d’une lumiére dans les extensions surnuméraires indique une
potentielle fonction de celles-ci. Ensemble, ces résultats montrent que les extensions surnuméraires des
animaux mutants pour sdn-1 se développent en méme temps que les canaux « normaux », qu’elles sont

indifférenciables des autres canaux au point de vue de leur organisation en F-actine et en MT, et qu’elles

63



possédent une lumiére caractéristique de la fonction excrétrice. Sur la base de ces observations, nous

appelons alors les extensions surnuméraires des canaux surnuméraires.

3.4 Syndécan agit de maniere cellule autonome dans le contrdle du nombre de canaux

Lors de son développement, la cellule excrétrice est en contact avec de nombreux tissus. A environ 500 min
de développement embryonnaire (Fig. 3.3A), moment auguel les canaux commencent a se subdiviser depuis
les bras latéraux, la cellule excrétrice est en contact avec le pharynx, de nombreux neurones, et a proximité
des parois musculaires du ver. Au méme moment, certaines cellules gliales comme les cellules CEPsh (pour
« cephalic sheath cell ») se mettent en place proche du bulbe terminal du pharynx, non loin de la cellule
excrétrice, afin d’initier la mise en place de I’anneau nerveux (Rapti et al., 2017). Lorsque les canaux sont
formés, leur croissance se fait sur les c6tés du ver, proche des cellules latérales de 1’épiderme, aussi appelées
cellules de couture. Pour savoir d’ou syndécan agit pour réguler le nombre de canaux dans la cellule
excrétrice, nous avons généré des animaux mutants sdn-1(zh20) qui expriment de maniere transgénique des
copies sauvages sdn-1(+) dirigés par des promoteurs tissu-spécifiques. De cette maniére, nous pouvons
évaluer depuis quels tissus 1’expression de copies sauvages sdn-1(+) permet de supprimer le phénotype de
canaux surnumeéraires retrouvé dans les mutants nuls pour sdn-1, que I’on appelle aussi essai de sauvetage.
Tout d’abord, I’expression de copies sauvages sdn-1(+) sous son propre promoteur dans oplsl70
(intégration de nombreuses copies du construit Psdn-1::sdn-1::gfp] (Rhiner et al., 2005)) entraine un fort
sauvetage du défaut de canaux surnumeéraires chez les mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.3B). Cela confirme que
la perte de sdn-1 est responsable du défaut de canaux surnuméraires, et que ce type de défaut peut étre
supprimé par la réexpression de copies sauvages sdn-1(+). Malheureusement, cette intégration ne permet
pas de visualiser la localisation de sdn-1::gfp dans la cellule excrétrice, puisque les niveaux y sont trop
faibles, comparés aux tissus avoisinants (principalement les neurones et I’hypoderme). L’expression de sdn-
1(+) dirigée par des promoteurs hétérologues dans les tissus environnants de la cellule excrétrice comme
les cellules de couture, les neurones, les muscles, le pharynx, ou encore dans les cellules gliales CEPsh n’a
pas induit de sauvetage du phénotype (Fig. 3.3B). Etant donné que ’expression de sdn-1(+) dans les
neurones (Prgef-1) entraine une trés faible tendance (non significative) a diminuer la pénétrance des canaux
surnuméraires, nous avons testé un autre promoteur pan neuronal (Prab-3), ainsi qu’un promoteur spécifique
des neurones mécanosensoriels (Pmec-7) ou sdn-1 est connu pour étre exprimé et agir de maniére cellule
autonome (Blanchette et al., 2015). L’expression transgénique de sdn-1(+) sous ces deux promoteurs
hétérologues spécifiques des neurones n’induit pas non plus de sauvetage du phénotype de canaux
surnuméraires chez les mutants sdn-1(zh20) infirmant 1’hypothéese selon laquelle sdn-1 agirait depuis ce
type cellulaire pour réguler le nombre de canaux dans la cellule excrétrice (Fig. 3.3B). L’expression de

copies sauvages sdn-1(+) sous le promoteur hétérologue de la cellule excrétrice (Pglt-3) entraine un fort
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sauvetage du phénotype de canaux surnuméraires (Fig. 3.3B), similaire au sauvetage obtenu par I’expression
des copies sauvages sdn-1(+) sous le promoteur de sdn-1 dans opls170. Ces résultats indiquent que SDN-
1/syndécan agit de maniere cellule autonome, c’est-a-dire depuis la cellule excrétrice dans laquelle il est
exprimé, pour réguler le nombre d’extensions polarisées. Les neurites des neurones CAN sont spatialement
et physiologiquement proches des canaux de la cellule excrétrice (Hedgecock et al., 1987). Pour tester
I’implication des neurones CAN dans le contréle du nombre de canaux mis en place, nous avons utilisé
I’allele unc-39(e257) qui affecte fortement leur migration cellulaire ainsi que le guidage de leurs neurites
(Yanowitz et al., 2004). Les mutants unc-39(e257) ne montrent pas de défaut de canaux surnumeraires
(Fig. A.2B), signifiant que la position ou le développement des neurones CAN n’influence pas le nombre

de canaux dans la cellule excrétrice.

Afin de mieux comprendre le r6le de sdn-1 dans la cellule excrétrice, nous avons testé différentes
concentrations du construit Pglt-3::sdn-1(+) dans le mix d’injection utilisé pour générer les animaux
transgeniques. Une plus grande concentration du plasmide augmentera le nombre de copies se trouvant dans
la structure extrachromosomique a partir de laquelle le transgene est exprimé (Mello et al., 1991), et donc
possiblement les niveaux d’expression de sdn-1(+). L’injection de Pglt-3::sdn-1(+) a faible concentration
(0.2 ng/uL) permet de sauver le phénotype de canaux surnuméraires dans les mutants sdn-1(zh20)
(Fig. 3.3B), sans pour autant augmenter la pénétrance du phénotype de canaux manquants (Fig. A.2D). En
revanche, I’injection de Pglt-3::sdn-1(+) a forte concentration (25 ng/uL) augmente nettement la pénétrance
des canaux manquants chez les mutants sdn-1(zh20), atteignant jusqu’a 60.8 + 6.8% pour la lignée #3
(Fig. A.2D), et résulte en des canaux trés courts par rapport a la normale (Fig. A.2C). Ces phénotypes sont
couramment accompagnés par la présence de larges vacuoles dans le soma ou dans les canaux (Fig. A.2C),
synonyme de problémes dans la croissance ou le maintien de la membrane apicale (Buechner et al., 1999;
Shaye et Soto, 2021). A noter que chez le type sauvage, I’injection du transgéne Pglt-3::sdn-1(+) a faible
concentration (0.2 ng/uL) n’entraine ni canaux surnuméraires (Fig. A.2E) ni canaux manquants (Fig. A.2F)
dans la cellule excrétrice. A I’inverse, le transfert de la structure extrachromosomique produit par I’injection
de Pglt-3::sdn-1(+) a forte concentration (25 ng/pL), dans un fond génétique sauvage, entraine le défaut de
canaux manquants (Fig. A.2F). Ces résultats supportent la notion qu’a une concentration de 0.2 ng/L dans
le mix d’injection, le construit Pglt-3::sdn-1(+) permet 1’expression transgénique de sdn-1(+) a des niveaux
presque physiologiques. A I’inverse, la surexpression de sdn-1(+) suite a I’injection du méme construit a
forte concentration semble inhiber la formation et la croissance des canaux excréteurs, potentiellement en

altérant la formation de la membrane apicale.
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Figure 3.3. sdn-1/syndécan contr6le de maniére cellule autonome le nombre de canaux dans la cellule excrétrice

(A) Vue transversale (panneau de gauche) par microscopie électronique a transmission d’un embryon agé d’environ
500 minutes de développement (Durbin; Durbin et al., 1987). A= antérieur, P= postérieur, D/V = dorsal/ventral, D/G
= droite/gauche. Représentation schématique (panneau de droite) de la coupe transversale. La cellule excrétrice (rouge)
est entourée de nombreux tissus comme la cellule canulaire (cyan), des neurones (violet), les parois musculaires (bleu),
les cellules de couture (beige), ou encore 1’épiderme (brun). (B) Quantification du défaut de canaux surnuméraires
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dans des expériences de sauvetage par la réexpression de copies sauvages de sdn-1(+) induites par des promoteurs
hétérologues tissus spécifiques dans des animaux mutants pour sdn-1(zh20). opls170 est une intégration d’une structure
contenant de nombreuses copies du construit Psdn-1::sdn-1::gfp. (C) Quantification dans des expériences de
suppression des défauts de canaux surnuméraires chez les animaux mutants sdn-1(zh20) exprimant des copies sauvages
de lon-2(+) suite a I’injection du construit Pglt-3::sdn-1 a faible (0.2 ng/pL) ou forte (50 ng/uL) concentration, ou une
version recombinante de lon-2 dont les sites d’attachement des chaines HS ont été modifiées (lon-24HS, Blanchette et
al 2015), dans la cellule excrétrice (Pglt-3). (D) Quantification dans des expériences de suppression des défauts de
canaux surnuméraires chez les animaux mutants pour sdn-1(zh20) exprimant des copies sauvages de gpn-1(+) dans la
cellule excrétrice (Pglt-3). Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent
la différence significative avec : * p < 0.05, ** p <0.005, *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a I’aide
de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.

3.5 L'HSPG LON-2/glypican peut partiellement compenser SDN-1/syndécan

Afin d’analyser si le sauvetage des canaux surnuméraires chez les animaux mutants pour sdn-1(zh20) est
spécifique de I’expression de copies sauvages de sdn-1(+) depuis la cellule excrétrice, nous avons essayé
d’exprimer un autre HSPG, lon-2/glypican. L’injection du construit Pglt-3::lon-2(+), capable d’exprimer
des copies sauvages lon-2(+) dans la cellule excrétrice, a faible concentration (0.2 n/uL) ne permet pas de
supprimer les défauts de canaux surnuméraires dans les animaux mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.3C).
Néanmoins, I’injection de ce construit a une concentration de 50 ng/uL supprime parfaitement le phénotype
de canaux surnumeéraires des mutants sdn-1(zh20) dans cing des six lignées générées (Fig. 3.3C), et ce sans
augmenter la pénétrance du phénotype de canaux manquants (Fig. A.2l). Comme contréle, nous avons
transféré une des lignées sauvant le mieux le phénotype de canaux surnuméraires, la lignée #5, dans un fond
génétique sauvage et nous avons observé que dans ces conditions, le transgéne Pglt-3::lon-2(+) n’induit pas
de canaux surnuméraires (Fig. A.2G) mais quelques canaux manquants (Fig. A.2H). Les canaux manquants
générés par le transgéne Pglt-3::lon-2(+) injecté a forte concentration ne supplémentent pas les canaux
manquants induits par la perte de sdn-1, signifiant que dans le mécanisme assurant la formation de quatre
canaux excréteurs, la surexpression de lon-2(+) perturbe une voie de signalisation ou sdn-1 est impliqué.
Dans I’ensemble, ces résultats pointent vers une fonction de LON-2 qui, a forte concentration, pourrait
partiellement compenser 1’absence de SDN-1 pour réguler le nombre de canaux surnuméraires. Afin de
mieux comprendre comment les copies sauvages lon-2(+) peuvent sauver le phénotype de canaux
surnuméraires dans les mutants sdn-1(zh20), nous nous sommes interrogés sur le role des chaines HS de
LON-2 dans ce contexte. Le transgéne Pglt-3::lon-24HS code pour un variant de I’ADN complémentaire
de lon-2, dont les trois sérines impliquées dans 1’attachement des chaines HS ont été mutées en alanines, et
permet donc I’expression de LON-2 dépourvue de ses chaines HS (Blanchette et al., 2015). L’injection du
construit Pglt-3::lon-24HS a une concentration de 50 ng/pL ne sauve plus le phénotype de canaux

surnuméraires chez les mutants sdn-1(zh20), signifiant que les chaines HS de LON-2 pourraient jouer un
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réle significatif dans la capacité de LON-2 a supprimer le phénotype de canaux surnuméraires en absence
de SDN-1.

A la méme concentration (50 ng/uL), I’expression transgénique de copies sauvages de I’autre géne codant
pour un glypican, gpn-1(+) n’induit qu’un sauvetage partiel du défaut de canaux surnumeraires des mutants
sdn-1(zh20) (Fig. 3.3D), sans affecter significativement la pénétrance du défaut de canaux manquants
(Fig. A.2J). On peut alors penser que, a forte concentration, LON-2 parait plus apte a compenser la perte de

SDN-1 pour réguler les canaux surnuméraires que GPN-1.

3.6 Besoins fonctionnels des domaines protéiques de SDN-1/syndécan dans la régulation du nombre de
canaux de la cellule excreétrice
Peu de domaines protéiques de SDN-1/syndécan ont été clairement identifiés chez C. elegans, mais la
fonction relative de certains domaines chez les versions humaines SDC-1 a SDC-4 a été élucidée. Par
homologie, nous avons étudié la fonction potentielle de certains des domaines qui semblent conservés chez
SDN-1/syndécan de C. elegans. Pour cela, nous nous sommes servis du fait que 1’expression transgénique
de copies sauvages sdn-1(+) dans la cellule excrétrice peut sauver le phénotype de canaux surnumeéraires
chez les mutants sdn-1(zh20). Pour commencer, nous nous sommes questionnés sur le rle des chaines HS
spécifiqguement sur SDN-1/syndécan dans ce mécanisme, étant donné que la perturbation de la synthése des
chaines HS dans les mutants de rib-1 et rib-2 entraine la formation de canaux surnuméraires. Comme pour
lon-24HS, nous avons généré une version recombinante de I’ADNc de sdn-1, dont chaque sérine des trois
sites d’attachement des chaines HS (S71, S86 et S214, Fig. 3.4A) a été substituée par une alanine (sdn-
14HS), et qui est considéré comme dépourvue de chaines HS (Saied-Santiago et Bulow, 2018; Zhou et al.,
2021). L’expression du transgene Pglt-3::sdn-/4HS dans la cellule excrétrice ne sauve pas de maniere
significative le phénotype de canaux surnuméraires chez les mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.4B). La
substitution des sites d’attachement des chaines HS s’avére alors affecter la capacité des structures
extrachromosomiques contenant de nombreuses copies de ce transgéne a pouvoir sauver la fonction de sdn-
1 dans les mutants sdn-1(zh20). Les alléles sdn-1(kr388) [sdn-1::S71A,S86A::DEGRON::mNG] et sdn-
1(kr475) [sdn-1::S71A,S86A,214A::DEGRON::mNG] (gentiment partagés par 1’équipe du professeur J-L
Bessereau) ont été construits par la modification des deux premiers sites (kr388) ou des trois sites (kr475)
d’attachement des chaines HS, de sérine a alanine, directement dans le locus génomique endogéne de sdn-
1 par la technique CRISPR/Cas9 (Zhou et al., 2021). L’allele sdn-1(kr388) induit le défaut de canaux
surnuméraires avec une plus faible pénétrance que 1’alléle nul sdn-1(zh20), suggérant que les chaines HS
sur les deux premiers sites jouent un réle partiel dans la fonction de SDN-1 sur la limitation du nombre de

canaux excréteurs (Fig. 3.4B). De maniére surprenante, 1’all¢le sdn-1(kr475) induit le défaut de canaux
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surnuméraires avec une tres faible pénétrance, qui n’est pas significativement différente de celle retrouvée
chez les individus sauvages (Fig. 3.4B). Ces résultats sont donc en désaccord sur I’importance des chaines
HS dans la fonction de SDN-1/syndécan sur la régulation du nombre de canaux dans la cellule excrétrice.
Bien qu’une tendance vers un réle au moins partiellement important des chaines HS dans ce contexte se
dégage des deux premiers résultats, nous discutons dans le chapitre 4 des potentielles causes responsables
des divergences observées ici.
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Figure 3.4. Dépendance des domaines protéiques de SDN-1/syndécan pour sa fonction de contréle du nombre de
canaux

(A) Représentation schématique des domaines protéiques de SDN-1/syndécan. Attachement HS (rouge) indique les
sites d’attachement des liens tétrasaccharidiques sur lesquels seront ensuite synthétisées les chaines HS. Les domaines
FRIRKK (vert), DEGSY (jaune), les trois tyrosines (Y273, 276 et 278, bleu) ainsi que le domaine EFYA (violet) se
trouvent dans la partie intracellulaire de SDN-1. (B) Quantification du défaut de canaux surnuméraires chez des
animaux mutants pour sdn-1(zh20) exprimant une version recombinante de I'ADNc de sdn-1 pour laquelle les trois
sites d’attachement des chaines HS (S71, S86 et S214) ont été mutés de sérine en alanine. Les alléles sdn-1(kr388)
[sdn-1(S71A,S86A)] et sdn-1(kr475) [sdn-1(S71A,S86S,S214A)] ont été créés par édition des deux premiers sites (pour
kr388) ou des trois sites (pour kr475) d’attachement des chaines HS, de sérine a alanine, directement dans le locus
génomique de sdn-1 par CRISPR/Cas9 (Zhou et al., 2021). (C) Quantification du défaut de canaux surnuméraires dans
des expériences de sauvetage par I’expression (sous Pglt-3) de versions recombinantes de sdn-1 manquant des
domaines spécifiques chez des animaux mutants pour sdn-1(zh20). AICD = perte du domaine intracellulaire,
AFRIRKK = perte du domaine FRIRKK, ADEGSY = perte du domaine DEGSY, YtoA = mutation des tyrosines Y273,
276 et 278 en alanine. Le construit Pglt-3::nlg-1ECD+TM::sdn-11CD permet d’exprimer une protéine de fusion entre
les parties extracellulaire et transmembranaire de la neuroligine/NLG-1 et du domaine intracellulaire de SDN-
1/syndécan. L’allele sdn-1(krd99) a été créé par la déplétion du motif EFYA (AEFYA) directement dans le locus
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génomique de sdn-1 par CRISPR/Cas9 (Zhou et al., 2021). Tous les construits exprimant une version recombinante
de sdn-1 ont été injectés a 0.2 ng/uL. Les barres d’erreur représentent I’erreur standard de la proportion. Les astérisques
indiquent la différence significative avec : *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a I’aide de la correction
de Bonferroni); ns, non significatif.

Syndécan étant le seul HSPG transmembranaire, nous nous sommes ensuite interrogés sur I’importance de
la partie intracellulaire de SDN-1. Le transgéne Pglt-3::sdn-/4/CD code pour un variant de SDN-1 qui est
dépourvu de sa région intracellulaire et qui ne contient donc que sa partie extracellulaire et son domaine
transmembranaire. Contrairement aux copies sauvages sdn-1(+), I’expression transgénique de sdn-/4/CD
ne permet pas de sauver le phénotype de canaux surnuméraires chez les mutants sdn-1. Ces résultats
indiquent la probable importance du domaine intracellulaire de SDN-1 dans sa capacité a réguler le nombre
de canaux excréteurs. Comme indiqué précédemment (section 1.4.3.1), la région intracellulaire des
syndécans se divise en deux régions hautement conservées (régions C1 et C2), flanquant une région plus
variable (région V) (Fig. 1.7A). Chez I’humain, on retrouve dans la région intracellulaire des syndécans des
motifs conservés qui sont reliés & des fonctions précises. Ces motifs conservés chez les humains
comprennent YRMKKK et DEGSY dans la région C1, 'unique tyrosine de la région V, et le motif EFYA
de la région C2. Chez C. elegans, on retrouve des motifs avec une forte homologie. En effet, on retrouve le
motif FRIRKK, qui semble plus proche de la variation YRMRKK retrouvée dans la séquence de SDC-2, et
le motif DEGSY dans la région C1, trois tyrosines dans la région V, ainsi que le motif terminal EFYA dans
la région C2 (Fig. 1.7B).

Afin d’évaluer la contribution de ces motifs dans la capacité du transgene exprimant sdn-1 a sauver le
phénotype de canaux surnuméraires chez les animaux mutant pour sdn-1, nous avons généré des variants de
sdn-1 qui manquaient certains de ces domaines (A) ou alors avec des variations de certains acides aminés
(YtoA). Le transgene Pglt-3::sdn-/4FRIRKK codant pour une version recombinante de SDN-1 sans son
domaine FRIRKK, exprimé spécifiquement dans la cellule excrétrice, n’est pas capable de sauver le
phénotype de canaux surnuméraires, signifiant la potentielle importance du motif FRIRKK de SDN-
1/syndécan dans la régulation du nombre d’extensions surnuméraires (Fig. 3.4C). Pour rappel, le motif
RMKKK pourrait étre nécessaire a I’endocytose et a la localisation nucléaire de SDC-1/syndécan dans
différents contextes (Chen et Williams, 2013; Zong et al., 2009).

A linverse, I’expression de variant de sdn-1 dépourvu du domaine DEGSY, Pglt-3::sdn-/4DEGSY, sauve
le phénotype de canaux surnuméraires dans les mutants pour sdn-1(zh20) dans deux des trois lignées
générées (Fig. 3.4C). Ce motif permet I’interaction de 1’ézrine avec SDC-2 et donc avec le cytosquelette

(Granés et al., 2003). De plus, la tyrosine de ce motif est également importante pour le recyclage de certaines
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sous-unités d’intégrines (Morgan et al., 2013). Si ces fonctions sont conservées chez C. elegans, SDN-1
pourrait ne pas avoir directement besoin d’interagir avec 1’ézrine ni de réguler le recyclage des intégrines

pour pouvoir contrdler le nombre de canaux dans la cellule excrétrice.

La région V des différents syndécans chez 1’étre humain et de 1’'unique syndécan chez C. elegans ont trés
peu d’homologie de séquence. La tyrosine présente dans cette région chez SDC-4 est une cible potentielle
de phosphorylation et importante dans ’interaction de sa partie intracellulaire avec la PKCa pour reguler
I’activation de Rho GTPases dans divers contextes (Bass et al., 2007; Dovas et al., 2006). Cette tyrosine
figure étre un des acides aminés les mieux conservés entre les différents syndécans chez I’humain
(Fig. 1.7B). La région V de SDN-1/syndécan chez C.elegans comporte trois tyrosines qui pourraient
correspondre a cette cible de phosphorylation. Pour s’assurer de ne négliger aucun site potentiel de
phosphorylation, nous avons généré un variant de syndécan en mutant ces trois tyrosines en alanines (sdn-
1YtoA). Le transgéne Pglt-3::sdn-1YtoA ne sauve pas le phénotype de canaux surnuméraires dans les
mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.4C), signifiant que ces tyrosines pourraient intervenir dans la capacité de sdn-
1 a réguler le développement de la cellule excrétrice.

Le motif EFYA de la région C2 permet ’interaction avec des protéines contenant un domaine PDZ. Pour
étudier ce motif, nous avons profité de 1’existence d’un alleéle ou ce domaine a été directement supprime
dans le locus génomique de sdn-1 par CRISPR/Cas9 : sdn-1(kr499) [sdn-1(4EFYA)] (gentiment partagé par
I’équipe du professeur J-L Bessereau, (Zhou et al., 2021)). Tandis que cet alléle affecte la localisation des
récepteurs a 1’acétylcholine dans la corde nerveuse dorsale (Zhou et al., 2021), elle n’entraine aucun défaut

du nombre de canaux dans la cellule excrétrice (Fig. 3.4C).

Finalement, nous avons voulu tester 1’importance de la présence de la partie extracellulaire de SDN-
1/syndécan dans sa capacité a contrdler le nombre d’extensions dans la cellule excrétrice. Pour ce faire, nous
avons utilisé un construit (gentiment partagé par 1’équipe du professeur J-L Bessereau, (Zhou et al., 2021))
codant pour une protéine chimérique qui contient la partie intracellulaire de SDN-1 (sdn-1ICD) fusionnée
au domaine transmembranaire et a la région extracellulaire de NLG-1/neuroligine (nlg-1ECD+TM). NLG-
1/neuroligine est une protéine d’adhésion synaptique impliquée dans le regroupement de récepteurs
spécifiques et le contrdle du relargage de neurotransmetteurs aux synapses des jonctions neuromusculaires
(Hu et al., 2012; Zhou et al., 2021). Le géne nlg-1/neuroligine n’est donc pas exprimé dans la cellule
excrétrice dans les conditions sauvages. Cette approche a pour but d’évaluer I’impact de la région
intracellulaire de SDN-1 (sdn-11CD) sur la pénétrance du phénotype de canaux surnuméraires dans les

mutants sdn-1(zh20), en utilisant sdn-11CD fusionnée avec une protéine ectopique a la cellule excrétrice qui
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ne devrait pas avoir d’effet sur son développement. Le transgeéne Pglt-3::nlg-1ECD+TM/sdn-11CD
exprimant cette fusion spécifiquement dans la cellule excrétrice n’impacte pas la pénétrance du défaut de
canaux surnumeéraires chez les mutants sdn-1(zh20), ce qui suggere que le domaine extracellulaire de SDN-
1 est important dans ce contexte. Mis ensemble, ces résultats montrent ’importance du domaine
intracellulaire, et plus spécifiquement du motif FRIRKK et des tyrosines de la région V, ainsi que du
domaine extracellulaire dans la capacité de sauvetage des canaux surnuméraires de sdn-1 exprimé de

maniere transgénique chez les mutants sdn-1(zh20).

3.7  Lesrécepteurs UNC-40/DCC, UNC-5/Unc5 et possiblement SAX-3/Robo agissent avec SDN-
1/syndécan pour réguler le nombre de canaux dans la cellule excrétrice

Les HSPG étant des corécepteurs majeurs de voies de guidage, nous nous sommes tournés vers certaines de
ces voies pour chercher des interacteurs potentiels de SDN-1/syndécan dans le contrdle du nombre de
canaux surnuméraires. Comme mentionné précédemment (section 1.6.2), des extensions surnumeéraires dans
la cellule excrétrice auraient été observées anecdotiquement dans les mutants unc-6(ev400), unc-5(e53) et
unc-40(rh66) (Hedgecock et al., 1990). Nous avons donc premi¢rement voulu confirmer I’implication du
guidage UNC-6/Nétrine, ainsi que celle de ses deux récepteurs principaux UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5
(Fig. 3.5A), dans le contréle du nombre de canaux dans la cellule excrétrice. Les analyses de
transcriptomique unicellulaire dans I’embryon confirment que les génes unc-40 et unc-5 sont exprimés dans
la cellule excrétrice au cours de son développement (Fig. A.3A), ce qui est en accord avec leur réle dans la
morphogenése de cette cellule (Hedgecock et al., 1990). De plus, des transcrits du géne unc-6 sont aussi
retrouvés en faible quantité dans la cellule excrétrice pendant son développement (Fig. A.3A), insinuant que
celle-ci fasse partie des sources ventrales de UNC-6/Nétrine dans I'embryon (Asakura et al., 2007,
Wadsworth et al., 1996).

L’alléle nul unc-6(ev400) entraine le défaut de canaux surnumeéraires avec une pénétrance de 16.1 + 2%
(Fig. 3.5C). Nous avons confirmé ce résultat en utilisant un deuxieme allele induisant une perte de fonction
partielle de UNC-6/Nétrine, unc-6(e78), qui conduit aussi au défaut de canaux surnuméraires avec une
pénétrance de 6.6 + 1.7% (Fig. 3.5C). On peut observer des canaux surnuméraires chez les mutants unc-
40(e1430) et unc-40(e251) avec une pénétrance respective de 5.2 + 1.1% et de 8.2 + 1.9% (Fig. 3.5C). Les
deux alleles unc-40(e1430) et unc-40(e251) sont des substitutions induisant I’apparition d’un codon-stop
précoce et sont donc supposés comme nuls. Comme le codon-stop précoce dans unc-40(e1430) intervient
plus tét dans la séquence que celui dans unc-40(e251), nous avons décidé de continuer nos travaux avec
unc-40(e1430). Finalement, I’alléle nul unc-5(e53) entraine aussi des canaux surnuméraires avec une

pénétrance de 18.7 £ 1.8% (Fig. 3.5C). Les mutants des membres de la voie de guidage UNC-6/Nétrine
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induisent tous des défauts de canaux surnuméraires, signifiant que cette voie est impliquée dans le contréle
du nombre d’extensions dans la cellule excrétrice. Le double mutant unc-40(e1430); unc-5(e53) ne montre
pas une pénétrance du défaut supérieure a celle du plus pénétrant des mutants simples (Fig. 3.5C), unc-
5(e53). Ceci suggeére une action conjointe des récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 dans la régulation

du nombre de canaux.
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Figure 3.5. La perturbation des voies de guidage spécifiques affecte le nombre de canaux dans la cellule excrétrice
(A) Représentation schématique des voies impliquées dans le guidage de cellules en migration et d’extensions
cellulaires polarisées. Dans de nombreux contextes développementaux, le signal UNC-6/Nétrine agit sur ses récepteurs
principaux UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5, tandis que le signal SLT-1/Slit agit majoritairement au moyen de ses
récepteurs SAX-3/Robo et EVA-1/EVALC. (B) Représentation schématique de la position de la cellule excrétrice dans
le ver et images en vue ventrale de vers sauvages et mutants pour les genes unc-6, unc-40, unc-5 et sax-3. La cellule
excrétrice est visualisée a 1’aide du marqueur Pglt-3::venus, les fléches jaunes pointent les canaux présumés
surnuméraires. Barre d’échelle 10 um. (C) Quantification du défaut de nombre de canaux chez les mutants des génes
codants pour les membres de la voie de unc-6/Nétrine. (D) Quantification du défaut de nombre de canaux chez les
doubles mutants de sdn-1(zh20) et des récepteurs de guidage unc-40(e1430) et unc-5(e53). (E) Quantification du défaut
de canaux surnuméraires chez les mutants des genes codants pour les membres de la voie de slt-1/slit. Les barres
d’erreur représentent 1’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : **
p <0.005, *** p < 0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a ’aide de la correction de Bonferroni); ns, non
significatif.
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Nous avons par la suite analysé le degré d’interaction entre les récepteurs UNC-40/DCC ou UNC-5/Uncb
avec SDN-1/syndécan dans ce contexte. D’abord, d’un point de vue morphologique, les défauts de canaux
surnumeraires retrouvés dans les mutants de la voie de UNC-6/Nétrine sont morphologiquement identiques
a ceux retrouves chez les mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.5B). Ensuite, afin de savoir si unc-40 ou unc-5 agissent
dans la méme voie génétigue que sdn-1, nous avons construit les doubles unc-5(e53); sdn-1(zh20) et unc-
40(e1430); sdn-1(zh20). La pénétrance chez ces doubles mutants n’est pas significativement différente de
celle retrouvée dans le mutant le plus pénétrant, sdn-1(zh20), dans les deux cas (Fig. 3.5D). Ces résultats
évoquent la possibilité que les récepteurs de guidage UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 agissent dans la méme

voie que SDN-1/syndécan pour limiter le nombre de canaux excréteurs.

Comme détaillé précédemment (section 1.4.2.3), syndécan interagit avec le signal de guidage Slit/SLT-1
et son récepteur principal Robo/SAX-3 dans des contextes de développement neuronal aussi bien chez la
drosophile (Johnson et al., 2004; Steigemann et al., 2004) que chez le nématode (Blanchette et al., 2015;
Rhiner et al., 2005). Nous avons alors voulu évaluer le réle du signal de guidage SLT-1/Slit et de ces deux
récepteurs principaux SAX-3/Robo et EVA-1/EVALC (Fig. 3.5A) dans le contrdle du nombre de canaux
dans la cellule excrétrice. L’analyse des transcrits de la cellule excrétrice lors de son développement montre
gue les genes sax-3 et eva-1 y sont exprimés, notamment avec un fort niveau pour le géne eva-1 (Fig. A.3A).
De méme, on retrouve quelques transcrits du géne slt-1 a la fin du développement de la cellule excrétrice
(Fig. A.3A). L’all¢le slt-1(eh15), issu d'une duplication et une délétion dans le géne de slt-1 résultant en un
décalage dans le cadre de lecture et donc supposé nul, ne conduit pas a la formation de canaux surnuméraires
(Fig. 3.5E). Nous avons tout de méme voulu explorer le r6le de ses récepteurs dans le contréle du nombre
de canaux. L’alléle eva-1(ok1133) est une délétion et insertion qui affecte théoriqguement toutes les
isoformes de EVA-1/EVALC. Cependant, la conséquence de cette mutation sur la fonction de la protéine
n’est pas exactement connue. Les seuls éléments présents dans la littérature sur I’effet de cet allele rapportent
qu’il altére le comportement d'attardement des vers lors de leur locomotion (Nordquist et al., 2018) et qu’il
affecte la formation des bras musculaires (Chan et al., 2014) dans le sens d’une perte de fonction de la
protéine. Bien que le géne eva-1 semble fortement exprimé dans la cellule excrétrice pendant son
développement, I’allele mutant eva-1(0k1133) n’entraine que trés rarement le défaut de canaux
surnuméraires, suggérant un réle plutdt secondaire de EVA-1/EVALC dans ce contexte (Fig. 3.5E). De
maniére surprenante, 1’alléle sax-3(ky123), causant une forte perte de fonction de la protéine, entraine
I’apparition de canaux surnuméraires qui ressemblent fortement a ceux retrouvés dans les mutants sdn-
1(zh20) (Fig. 3.5B) et avec une pénétrance de 35.6 + 4.2% (Fig. 3.5E). Afin de confirmer que slt-1 ne joue
pas de role dans le contrdle du nombre de canaux, et que son effet n’est pas caché par une redondance avec

d’autres voies, nous avons construit les doubles mutants sdn-1(zh20) slt-1(eh15) et unc-6(ev400) slt-1(eh15).
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La pénétrance dans ces deux fonds génétiques n’est pas significativement différente de celle du simple
mutant le plus pénétrant, ¢’est-a-dire sdn-1(zh20) et unc-6(ev400) respectivement (Fig. 3.5E). Cela signifie
que ni la voie de UNC-6/Nétrine, ni celle de SDN-1/syndécan n’est redondante avec SLT-1/Slit pour limiter
le nombre de canaux excréteurs, et que sax-3 semble agir indépendamment du signal de guidage slt-1 dans

ce contexte.

Similairement aux récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5, nous avons évalué si SAX-3/Robo agit dans
la méme voie que sdn-1 pour réguler le nombre de canaux dans la cellule excrétrice. La pénétrance du défaut
de canaux surnuméraires dans le double mutant sax-3(ky123) sdn-1(zh20) n’est pas significativement
supérieure a celle du plus pénétrant des deux mutants, sdn-1(zh20) (Fig. 3.5E). Cela pourrait signifier que
SAX-3/Robo agit dans la méme voie que SDN-1 pour réguler le nombre de canaux, cependant 1’allele sax-
3(ky123) n’étant pas nul, il se pourrait que SAX-3/Robo conserve une fonction résiduelle suffisante pour ne
pas aggraver les défauts induits par le mutant sdn-1(zh20). Somme toute, nos résultats concernant les voies
de guidage montrent que le signal de guidage UNC-6/Nétrine ainsi que les récepteurs UNC-40, UNC-5 et
SAX-3 limitent, potentiellement dans la méme voie que SDN-1, le nombre de canaux mis en place par la

cellule excrétrice au cours de son développement.

Concernant le phénotype de canaux manquants, seuls les mutants affectant les génes unc-6, unc-5 et sax-3
générent ce type de défaut (Fig. A.3B-D). Il se pourrait alors que le signal de guidage UNC-6/Nétrine, son
récepteur UNC-5/Unc5 et le récepteur SAX-3/Robo soient impliqués dans un mécanisme assurant la
formation d’au moins quatre canaux dans la cellule excrétrice, mais pas UNC-40/DCC. L’analyse du double
mutant unc-5(e53); sdn-1(zh20) (Fig. A.3C) insinue que ces deux protéines transmembranaires pourraient
agir dans une voie commune pour empécher le défaut de canaux manquants. Les doubles mutants impliquant
les membres de la voie de SLT-1/Slit ne révélent aucun effet de synergie ou de redondance avec SDN-
1/syndécan ou UNC-6/Nétrine (Fig. A.3D). La pénétrance de ces défauts étant trés basse dans les génotypes

étudiés ici, il est cependant risqué de conclure avec certitude sur des coopérations génétiques.

3.8 L’activation constitutive des récepteurs UNC-40 et UNC-5 atténue le défaut de canaux
surnuméraires des mutants de syndécan

Pour mieux comprendre la relation entre SDN-1/syndécan et les récepteurs de guidage UNC-40/DCC et

UNC-5/Unc5 dans la régulation du nombre de canaux excréteurs, nous avons evalué les conséquences de

I’expression transgénique de récepteurs myristoylés dans différents fonds génétiques. Les transgénes Pglt-

3::myr::unc-40 et Pglt-3::myr::unc-5 permettent I’expression spécifiquement dans la cellule excrétrice des

récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5, dont les domaines transmembranaire et extracellulaire sont
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remplacés par un signal de myristoylation : MYR::UNC-40 et MYR::UNC-5 respectivement. Comme
indiqué précedemment (section 1.2.1.1, Fig. 1.3B-C), la perte de la partie extracellulaire de ces récepteurs
induit leur activation constitutive, tandis que la myristoylation permet leur ciblage a la membrane plasmique
(Gitai et al., 2003; Norris et al., 2014). L’expression transgénique de MYR::UNC-5 montre une tendance
a la suppression partielle du défaut de canaux surnuméraires dans les mutants sdn-1(zh20), bien que cette
suppression ne soit significative pour une seule des trois lignées générées (Fig. 3.6A) et une légére tendance
a augmenter la pénétrance du défaut de canaux manquants (Fig. A.4C). En revanche, ce méme transgéne
n’induit pas de défauts de canaux surnuméraires (Fig. A.4A) ou de canaux manquants (Fig. A.4B) dans les
conditions sauvages. Ces résultats signifient que la seule présence du domaine intracellulaire de UNC-
5/Unc5 a I’effet inverse de la perte de unc-5, ¢’est-a-dire inhiber I’apparition des canaux surnuméraires, et
ce uniquement dans un contexte ou le gene sdn-1 est muté. Nous avons ensuite évalué la dépendance des
effets de MYR::UNC-5 a la fonction du gene unc-40 dans la suppression des canaux surnuméraires, comme
cela peut étre le cas dans d’autres contextes développementaux (Norris et al., 2014). MYR::UNC-5 dans la
cellule excrétrice ne supprime pas le défaut de canaux surnuméraires dans le mutant simple unc-40(e1430),
ni dans le double mutant unc-40(e1430); sdn-1(zh20) (Fig. 3.6A). Il semble alors que pour pouvoir
supprimer le phénotype de canaux surnuméraires des mutants sdn-1, MYR::UNC-5 nécessite la présence de

UNC-40/DCC ou de la voie de signalisation en aval de ce récepteur.

Nous avons ensuite coexprimé les deux transgénes, Pglt-3::myr::unc-5 et Pglt-3::myr::unc-40, pour évaluer
si leur effet de suppression de canaux surnuméraires était additif. Tout d'abord, dans le fond génétique de
type sauvage, la coexpression de MYR::UNC-5 et de MYR::UNC-40 n’affecte pas le nombre de canaux
(Fig. A.4G-H). Sans étonnement, 1’expression conjointe de MYR::UNC-5 et de MYR::UNC-40 dans la
cellule excrétrice supprime le défaut de canaux surnuméraires des mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.6C). En
comparant avec la lignée exprimant uniqguement MYR::UNC-40 qui supprime le mieux le phénotype de
canaux surnuméraires, on peut toutefois observer que I’expression simultanée de MYR:UNC-5 et
MYR::UNC-40 ne supprime pas significativement plus le défaut de canaux surnuméraires (Fig. 3.6C).
Identiquement, la coexpression de MYR::UNC-5 et MYR::UNC-40 augmente la pénétrance du défaut de
canaux manquants dans les mutants sdn-1(zh20), mais pas significativement plus que I’expression de
MYR::UNC-40 seule (Fig. A.4I). Cela suggére alors que I’action des deux récepteurs myristoylés n’est pas
cumulative et pointe donc vers 1’action conjointe, au moins partiellement, des récepteurs UNC-40/DCC et
UNC-5/Unc5 dans la régulation de la formation d’extensions surnuméraires dans la cellule excrétrice. Pour
conclure, ’expression transgénique des récepteurs MYR::UNC-5 et MYR::UNC-40 depuis la cellule
excrétrice permet de supprimer partiellement le défaut de canaux surnuméraires dans les mutants sdn-

1(zh20), sans pour autant impacter ce phénotype dans les conditions sauvages. En prenant en compte que
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UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 semblent agir dans la méme voie que SDN-1/syndécan dans ce mécanisme,

on pourrait supposer qu’en absence de SDN-1/syndécan, I’activation des voies en aval des récepteurs

myristoylés MYR::UNC-40 et MYR::UNC-5 parait suffisante pour rétablir partiellement I’inhibition de la

formation des canaux surnumeéraires. Ainsi, ces résultats ont 1’air de pointer vers un role des récepteurs
UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 en aval des voies de signalisations de SDN-1/syndécan.
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Figure 3.6. L’activation constitutive des récepteurs unc-40/Dcc et unc-5/Unc5 supprime partiellement les défauts de

canaux surnumeéraires dans les mutants sdn-1/syndécan

(A-C) Quantification du défaut de canaux surnuméraires chez des animaux mutants pour sdn-1(zh20), unc-40(e1430),
unc-40(e1430); sdn-1(zh20), unc-5 (e53) ou unc-5(e53); sdn-1(zh20), qui expriment le récepteur myristoylé
MYR::UNC-5 (A), MYR::UNC-40 (B), ou une combinaison des deux récepteurs myristoylés (C). L’expression des
récepteurs myristoylés est transgénique et spécifiquement dans la cellule excrétrice (Pglt-3). Une comparaison entre la
combinaison de I’expression des récepteurs MYR::UNC-5 et MYR::UNC-40 et I’expression seule de MYR::UNC-40
est faite en (C). L’absence du signe # sur ’axe des abscisses (A et B) signifie 1’absence de structure
extrachromosomique exprimant un transgene, et représente la souche contrdle a partir de laquelle les lignées ont été
générées. Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence
significative avec : * p<0.05, ** p <0.005, *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a I’aide de la correction

de Bonferroni); ns, non significatif.
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Nous nous sommes également intéressés a la capacité du transgéne Pglt-3::myr::unc-40 a supprimer le
défaut de canaux surnuméraires chez les mutants sdn-1. Similairement a MYR::UNC-5, mais avec plus
d’amplitude, I’expression de MYR::UNC-40 dans la cellule excrétrice supprime partiellement les défauts
de canaux surnumeraires dans les animaux mutants pour le géne sdn-1 (Fig. 3.6B) et augmente la pénétrance
du défaut de canaux manquants (Fig. A.4F). Dans le fond génétique sauvage, I’expression de MYR::UNC-
40 n’induit toutefois pas les défauts de canaux surnuméraires (Fig. A.4D) ou manquants (Fig. A.4E). En
plus, le transgéne MYR::UNC-40 induit une suppression partielle du défaut de canaux surnuméraires dans
le mutant simple unc-5(e53), ainsi que dans le double mutant unc-5(e53); sdn-1(zh20) (Fig. 3.6B).
Conséquemment, la présence seule du domaine intracellulaire de UNC-40/DCC inhibe la formation de
canaux surnuméraires, un effet inverse a la perte de fonction du géne unc-40. Cette inhibition ne dépend pas
de la présence de UNC-5/Unc5, signifiant que UNC-40/DCC pourrait aussi jouer un role indépendant de

UNC-5/Unc5 dans la régulation du nombre d’extensions polarisées dans la cellule excrétrice.

3.9 LaRho GTPase MIG-2/RhoG agit de maniére cellule autonome dans la voie de SDN-1/syndécan
pour réguler le nombre de canaux

Aprés avoir identifié des partenaires membranaires de SDN-1/syndécan, nous avons cherché des
interacteurs intracellulaires via lesquels SDN-1/syndécan pourrait réguler la formation des canaux. Les
Rho GTPases sont d’excellents candidats, étant donné qu’elles peuvent agir en aval des voies de guidage
(Reiner et Lundquist, 2018), en aval de la signalisation des syndécans (Bass et al., 2007; Keller-Pinter et al.,
2017; Okina et al., 2009) et qu’elles régulent les dynamiques du cytosquelette lors du développement
d’extensions polarisées telles que les neurites (Reiner et Lundquist, 2018; Schelski et Bradke, 2017). De
plus, la perturbation de certaines Rho GTPases induit la formation de neurites surnuméraires aussi bien dans
les neurones de I’hippocampe que dans les neurones de C. elegans (section 1.6.1). Par exemple, I’activation
de la voie de Racl/CED-10 dans les axones de I’hippocampe méne a la spécification de plusieurs axones
(Kunda et al., 2001; Nishimura et al., 2005). On retrouve aussi des axones surnuméraires dans les neurones
PDE de C. elegans mutants pour les genes ced-10/racl et mig-2/rhoG (Struckhoff et Lundquist, 2003). Nous
avons donc étudié I’implication des Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl, qui sont exprimées au

cours du développement de la cellule excrétrice (Fig. A.5A), dans la régulation du nombre de canaux.

Nous avons débuté avec 1’étude de MIG-2/RhoG dans ce contexte. La séquence protéique de MIG-2/RhoG

contient cing boites G responsables de la liaison au GTP/GDP et de I’activit¢ GTPase, un domaine
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d’interaction avec ses effecteurs et un domaine de localisation comprenant le motif CAAX, oU une

modification lipidique a lieu, afin de cibler la GTPase a la membrane (Fig. 3.7A).
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Figure 3.7. La Rho GTPases MIG-2/RhoG est nécessaire au développement des extensions surnumeéraires

(A) Représentations schématiques de la structure protéique MIG-2/RhoG (isoforme A, la plus longue). G = boite G.
Les mutations étudiées sont représentées par un astérisque rouge le long de la structure des protéines. (B)
Quantification du défaut de canaux surnuméraires chez les mutants de mig-2, mig-2 sdn-1 et d’expérience de sauvetage
par transgenése. Les barres d’erreur représentent I’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent la
différence significative avec : * p < 0.05, ** p <0.005, *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a I’aide de
la correction de Bonferroni); ns, non significatif.

Pour étudier le réle de MIG-2/RhoG dans le développement de la cellule excrétrice, nous avons utilisé
différents alléles : mig-2(mu28), qui créé un codon-stop précoce et résulte d une perte totale de la fonction
protéique, mig-2(gm38), qui affecte la boite G5 et mene a une forme partiellement active de la Rho GTPase,
et mig-2(gm103), qui inhibe complétement la fonction GTPase de MIG-2/RhoG, résultant alors en une

forme dite constitutivement active ((Zipkin et al., 1997), Fig. 3.7A). Aucun de ces alléles n’entraine de
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maniere significative la formation de canaux surnuméraires, comparés aux conditions sauvages (Fig. 3.7B).
Nous observons cependant une forte suppression du phénotype de canaux surnumeéraires dans le double
mutant sdn-1(zh20) mig-2(mu28), en comparaison avec le mutant simple sdn-1(zh20) (Fig. 3.7B),
témoignant du réle de MIG-2/RhoG dans la formation des canaux surnuméraires suite a la perte de SDN-
1/syndécan. L’expression transgénique de copies sauvages mig-2(+) depuis la cellule excrétrice (Pglt-3) des
animaux mutants sdn-1(zh20) mig-2(mu28) permet de ramener la pénétrance des défauts de canaux
surnuméraires au niveau de celle du mutant simple sdn-1(zh20) (Fig. 3.7B). On peut en déduire que MIG-
2/RhoG agit de maniére cellule autonome pour réguler la formation des extensions surnuméraires dans le
mutant sdn-1. Etonnamment, I’expression transgénique de la forme constitutivement active mig-2(gm103)
ne sauve que partiellement la suppression des défauts de canaux surnumeéraires dans le double mutant sdn-
1(zh20) mig-2(mu28) (Fig. 3.7B). Il se pourrait alors que pour assurer la formation du bon nombre de canaux
dans la cellule excrétrice, la Rho GTPase MIG-2/RhoG nécessite de pouvoir alterner entre un état actif et
inactif.

Concernant le phénotype de canaux manquants, tous les alléles affectant mig-2 semblent induire ce
phénotype (Fig. A.5B), ce qui pourrait signifier I’importance de MIG-2/RhoG dans les mécanismes assurant
le développement d’au moins quatre canaux. La combinaison des alléles sdn-1(zh20) et mig-2(mu28)
augmente significativement la pénétrance du défaut de canaux manguants, comparé aux mutants simples
(Fig. A.5B), signifiant que dans le mécanisme qui assure le développement d’au moins quatre canaux, SDN-
1/syndécan et MIG-2/RhoG pourraient agir indépendamment 1’un de 1’autre. L expression du construit Pglt-
3::mig-2(+) dans les animaux mutants sdn-1(zh20) mig-2(mu28) permet de supprimer cette augmentation
de la pénétrance du défaut de canaux manguants (Fig. A.5B), signifiant que MIG-2 agit de maniére cellule
autonome dans ce contexte également. A I’inverse, 1’expression du construit Pglt-3::mig-2(gm103), ol
MIG-2 est constitutivement active, ne supprime pas cette augmentation de la pénétrance du défaut de canaux
manquants (Fig. A.5B), suggérant également que MIG-2 doit étre finement régulé pour assurer la formation

du bon nombre de canaux.

3.10 La Rho GTPase CED-10/Racl fonctionne depuis la cellule excrétrice pour réguler la formation des
canaux surnumeéraires dans la voie de SDN-1/syndécan

La séquence protéique de CED-10/Racl contient des domaines similaires a celle de MIG-2/RhoG

(Fig. 3.8A). Nous avons étudié I’incidence de cinq alleles impactant différemment les fonctions de la CED-

10/Racl (cartographiés en Fig. 3.8A) sur I’apparition de canaux surnuméraires. Les alléles menant a une

perte de fonction partielle par altération de la région switch pour ced-10(rp100), et du motif CAAX impliqué

dans le ciblage membranaire pour ced-10(n1993), ne ménent pas & la formation de canaux surnuméraires
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(Fig. 3.8B). L’alléle ced-10(n3417), considéré comme nul, n’entraine pas non plus le défaut de canaux
surnumeraires (Fig. 3.8B). L’allele ced-10(n3246) correspond a une substitution dans la région switch 2,
responsable d’adapter la conformation de CED-10/Racl en fonction de son état d’activation. Cet all¢le est
décrit dans certains contextes comme entrainant une perte de fonction partielle (Reddien et Horvitz, 2000),
mais un gain de fonction dans d’autres (Locke et al., 2009; Shakir et al., 2006). Dans notre contexte, I’alléle
ced-10(n3246) est le seul alléle affectant ced-10 a entrainer le défaut de canaux surnuméraires dans la cellule
excrétrice (Fig. 3.8B). Cela indique qu’il agirait plutét comme un all¢le gain de fonction dans la régulation
des canaux excréteurs surnuméraires. Pour étudier la relation avec sdn-1, la létalité affectant les embryons
provenant de parents homozygotes pour I’alléle nul ced-10(n3417) nous a obligés a utiliser un alléle
hypomorphe de ced-10. Le double mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20) montre une suppression du
phénotype de canaux surnumeéraires, comparé au mutant simple sdn-1(zh20), qui peut étre sauvé par la
réexpression de copies sauvages de ced-10(+) dans la cellule excrétrice (Fig. 3.8B). En effet, vasTi2 (fournie
par notre collaborateur Daniel Shaye) correspond a une insertion par la technique de MiniMos (Frokjaer-
Jensen et al., 2008) d’une copie unique du construit Pglt-3::FLAG::ced-10(+) permettant I’expression de
copies sauvages ced-10(+) spécifiquement dans la cellule excrétrice (Arena et al., 2022). Cette insertion est
capable de ramener la pénétrance du défaut de canaux surnuméraires dans le double mutant ced-10(n1993);
sdn-1(zh20) au niveau du mutant simple sdn-1(zh20) (Fig. 3.8B), mais n’induit pas de canaux surnuméraires
dans les conditions sauvages ni dans le fond génétique ced-10(n1993), et n’amplifie pas la pénétrance du
défaut dans le mutant sdn-1(zh20) (Fig. A.5D). Cela suggére que CED-10/Racl agit de fagon cellule
autonome dans la cellule excrétrice afin de promouvoir la formation de canaux, et que sa fonction est

importante dans la formation des canaux surnuméraires survenant chez le mutant sdn-1(zh20).

Comme pour nos études de mig-2, nous avons essayé de sauver la suppression du phénotype de canaux
surnumeéraires chez les doubles mutants ced-10(n1993); sdn-1(zh20) en utilisant la forme constitutivement
active ced-10(G12V) (Lundquist et al., 2001) qui correspond moléculairement a la méme modification que
mig-2(gm103). L’expression transgénique de ced-10(G12V) dans la cellule excrétrice permet de sauver le
phénotype de canaux surnuméraires du double mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20) (Fig. 3.8B, lignée #1).
Dans le mutant sdn-1(zh20) seul, I’expression transgénique de la forme dominante ced-10(G12V)
n’augmente pas la pénétrance du défaut de canaux surnuméraires (Fig. A.5E), signifiant que son effet est
spécifique au sauvetage du défaut dans le double mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20). Pour mieux
comprendre la hiérarchie entre les acteurs sdn-1 et ced-10, nous avons par la suite utilisé deux autres alleles
entrainant des gains de fonctions de ced-10 dans le fond génétique sdn-1(zh20). L’all¢le gain de fonction
ced-10(n3246) induit des canaux surnumeéraires avec une pénétrance qui ne supplémentent pas celle générée
par le mutant sdn-1(zh20) dans le double mutant sdn-1(zh20); ced-10(n3246) (Fig. 3.8B). Ceci suggére aussi
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gue ced-10 et sdn-1 agissent dans la méme voie pour limiter le nombre de canaux excréteurs. Nous avons
par ailleurs saisi I’opportunité de pouvoir travailler avec 1’allele ced-10(knu268), dont la substitution induit
le maintien de I’activité GTPase de la protéine et la liaison excessive a du GTP. En effet, cet allele ced-
10(knu268) méne a une Rho GTPase qui alternera plus rapidement entre ses cycles d’activation/inactivation
(Davis et al., 2013) — on parle alors d’activation spontanée — contrairement a un scénario de Rho GTPase
constitutivement active, qui serait bloquée dans sa conformation liée au GTP. Alors que le simple mutant
ced-10(knu268) ne montre aucun défaut de canaux surnuméraires, étonnamment, le double mutant sdn-
1(zh20); ced-10(knu268) montre une pénétrance de canaux surnumeéraires de 82.6 + 3.6% (Fig. 3.8B), bien
supérieure a celle du mutant sdn-1(zh20) (Fig. 3.8B). Cela suggére premierement que la pénétrance du
défaut de canaux surnumeéraires avec la mutation sdn-1(zh20) n’est pas restreinte a un palier a environ 50%.
Deuxiemement, ce résultat confirme la nécessité des Rho GTPases a pouvoir alterner entre leur
conformation active et inactive afin de pouvoir contréler le développement des canaux. Finalement, cela
indique que SDN-1/syndécan semble intervenir sur la signalisation en aval de CED-10/Rac1, puisqu’il faut

I’absence de sdn-1 pour que I’alléle ced-10(knu268) puisse entrainer la formation de canaux surnuméraires.

Inversement aux alleles de mig-2, aucun des alleles de ced-10 n’entraine significativement le phénotype de
canaux manquants, excepté 1’all¢le ced-10(rp100) qui agirait alors comme un gain de fonction dans ce
contexte (Fig. A.5C). L’allele supposé nul ced-10(n3417) n’entrainant pas de canaux manquants
(Fig. A.5C), on peut alors penser que le géne ced-10 ne contrble pas le nhombre minimum de canaux
développés, ou bien qu’un autre partenaire redondant cache la fonction de CED-10/Racl dans ce mécanisme.
La pénétrance du défaut de canaux manguants dans le double mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20) est
supérieure a la somme des pénétrances des simples mutants (Fig. A.5C). Cette augmentation de la
pénétrance du défaut de canaux manquants dans le double mutant peut étre sauvée par la réexpression de
copies sauvages ced-10(+) dans la cellule excrétrice (vasTi2) (Fig. A.5C). Mis ensemble, ces résultats
indiquent que CED-10/Rac1 pourrait avoir une fonction cellule autonome et redondante a la voie de SDN-
1/syndécan dans le mécanisme garantissant la formation de quatre canaux excréteurs. L’expression de la
version constitutivement active ced-10(G12V) ne permet pas de sauver 1’augmentation de la pénétrance du
défaut de canaux manquants dans le mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20) (Fig. A.5C) et augmente la
pénétrance du défaut de canaux manquants dans le simple mutant sdn-1(zh20) (dans une des trois lignées
générées, Fig. A.5F). L’activation constitutive de CED-10/Racl (ced-10(G12V)) est donc suffisante pour
jouer son réle dans la formation des canaux surnuméraires induits par la perte de sdn-1, mais il se pourrait
qu’elle entraine une altération dans sa fonction d’assurer le développement d’au moins quatre canaux dans
la cellule excrétrice. Cela semble indiquer que les mécanismes a la base de la formation de canaux

surnuméraires et les mécanismes garantissant le développement d’au moins quatre canaux dans la cellule
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excrétrice soient au moins partiellement indépendants. De plus, contrairement au contexte des canaux
surnuméraires, aucun effet n’est observé pour les mutants ced-10(knu268) et ced-10(knu268); sdn-1(zh20)
au niveau du défaut de canaux manquants (Fig. A.5C), suggérant également que les mécanismes régulant

ces deux types de défaut sont indépendants.

A
1p100 CED-10/Rac
G30E (191 aa) n1993
Perte de fonction V190G
knu268 partielle 3447 n3246 Site de
P29S Délétion GB0R prénylation
Activation (35aa transcrits) Gain/perte de Perte d:f(lzlunctlon
spontanée 1—| l_.Null—bfonctlon partielle 4—|
* *
I N [ : E [G1] [G2] Clc
G12v Boucle Region Région Domaine de
Activation P switch1  Switch 2 localisation
constitutive
B 100- *kk ns ns ns ns  xk*
T T T T T 1
x
3
c 80+
]
o
o
X 60
%)
g
©
x 404
5
©
E *kk
& 20
X
oLy Y Vv Vv 2
x 00\ Q)q’b\\)q/(b%\ /\\,5’1,‘)‘@
0@ 0\‘\ & 0\5\ o
NN 0 N
& 66 6 b
¢’ ¢
,»0
4
@

Figure 3.8. La Rho GTPases CED-10/Rac1 est nécessaire au développement des extensions surnuméraires

(A) Représentations schématiques de la structure protéique de CED-10/Racl (isoforme B, la plus longue). G = bofte G.
Les mutations étudiées sont représentées par un astérisque rouge le long de la structure des protéines. (B)
Quantification du défaut de canaux surnumeéraires chez les mutants de ced-10, ced-10; sdn-1 et d’expérience de
sauvetage par transgenése. vasTi2 a été généré par I’intégration d’une copie unique du construit [Pglt-3::ced-10(+)].
Les barres d’erreur représentent I’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative
avec : *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a 1’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.
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3.11 MIG-Z/RhQG et CED-10/Racl agissent indépendamment pour contréler le nombre d’extensions
surnumeéraires

Etant donné que les deux Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl sont requises pour induire le
développement d’extensions surnuméraires dans le mutant sdn-1(zh20), et qu’elles fonctionnent de fagon
redondante dans de nombreux contextes (section 1.2.2.4), nous avons voulu Vérifier si elles agissent
ensemble dans le développement de la cellule excrétrice. Nous avons observé que la perte de fonction de
I’alléle nul mig-2(mu28) ne supprime pas significativement les canaux surnuméraires induits par 1’allele
gain de fonction ced-10(n3246) dans le double mutant ced-10(n3246); mig-2(mu28) (Fig. 3.9A). Ceci
implique donc que MIG-2/RhoG et CED-10/Racl pourraient agir indépendamment pour réguler la
formation de canaux surnuméraires, ou qu’au moins, mig-2 ne fonctionne pas en aval de ced-10 dans ce

mécanisme.
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Figure 3.9. Les Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl agissent indépendamment dans le développement des
extensions surnuméraires

(A) Quantification du défaut de canaux surnuméraires dans les mutants doubles pour mig-2 et ced-10. (B)
Quantification du défaut de canaux surnumeéraires dans des expériences d’ARNi dirigée contre ced-10 sur des animaux
sauvages ou mutants nuls pour sdn-1 et/ou mig-2. La référence correspond a des animaux nourris avec des bactéries
contenant un Vecteur Vide (VV). Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard de la proportion. Les astérisques
indiquent la différence significative avec : * p <0.05, *** p < 0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a I’aide de
la correction de Bonferroni); ns, non significatif.

Pour confirmer la théorie que mig-2 et ced-10 ont des roles indépendants dans ce contexte, nous avons
examiné les consequences de la perte de fonction simultanée de ces deux Rho GTPases. Nous avons déplété

ced-10 par ARNi dans les fonds génétiques sauvage et mutant sdn-1(zh20), combiné, ou non, & la mutation
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mig-2(mu28). L’ ARNi dirigée contre ced-10 dans le mutant sdn-1(zh20) supprime partiellement le défaut
de canaux surnumeéraires. Cette suppression est de plus faible intensité qu’avec 1’alléle ced-10(n1993), ce
qui n'est pas surprenant étant donné que I’ARNi dépléte souvent partiellement le géne ciblé, mais ceci
confirme tout de méme que 1’ARNi ced-10 fonctionne au moins partiellement (Fig. 3.9B). Ainsi, I’ARNi
dirigée contre ced-10 supprime les défauts de canaux surnuméraires dans le double mutant nul sdn-1(zh20)
mig-2(mu28) (Fig. 3.9B), montrant un effet additif des pertes de fonction de mig-2 et ced-10. Ceci appuie
lanotion que les réles de MIG-2/RhoG et CED-10/Rac1 sont indépendants dans la régulation de la formation

des canaux surnuméraires de la cellule excrétrice.

Par ailleurs, la perte de fonction totale des deux Rho GTPases dans le double mutant mig-2(mu28); ced-
10(n3417) n’induit pas de canaux surnuméraires (Fig. 3.9A). Par contre, une synergie est observée entre ces
deux alleles au niveau de la pénétrance du défaut de canaux manquants (Fig. A.5G). Effectivement, la
pénétrance du défaut de canaux manquants est nettement supérieure dans le double mutant mig-2(mu28);
ced-10(n3417) a la somme des pénétrances des deux mutants simples. Similairement, I’ ARNi dirigée contre
ced-10 amplifie de fagon synergique le défaut de canaux manquants dans les fonds génétiques contenant
’allele mig-2(mu28) (Fig. A.5H). Cela indique que MIG-2/RhoG et CED-10/Racl ont une fonction
redondante dans le mécanisme garantissant la formation de quatre canaux lors du développement de la
cellule excrétrice. De plus, cela laisse penser une fois de plus que ce mécanisme est au moins partiellement
différent de celui qui contrdle la formation des canaux surnuméraires dans lequel ces Rho GTPases ont I’air

d’avoir une fonction indépendante.

3.12 La Rho GEF UNC-73/Trio régule le nombre de canaux surnuméraires avec de SDN-1/syndécan

Nous avons finalement adressé la possible contribution de Rho GEF dans la régulation des Rho GTPases
MIG-2/RhoG et CED-10/Racl. Nous nous sommes tournés vers la Rho GEF TIAM-1/Tiam1 car, dans le
guidage neuronal et la régulation de neurites surnuméraires dans les neurones PDE, elle agit en aval du
récepteur UNC-40/DCC pour réguler MIG-2/RhoG et CED-10/Racl (Demarco et al., 2012). Nous avons
noté une gquasi-absence de transcrits du géne tiam-1 lors du développement de cellule excrétrice (Fig. A.6A).
L’alléle tiam-1(tm1556) correspond a une grande délétion et cause un décalage du cadre de lecture menant
a une perte de fonction de la protéine Rho GEF TIAM-1/Tiam1 (Demarco et al., 2012). Nous n’avons
observé ni phénotype de canaux surnuméraires (Fig. 3.10A), ni phénotype de canaux manquants (Fig. A.6B)
dans le mutant tiam-1(tm1556). Ces résultats indiquent que la Rho GEF TIAM-1/Tiam1 n’intervient pas
dans la régulation du nombre de canaux dans la cellule excrétrice ou qu’une autre Rho GEF redondante a

TIAM-1/Tiam]1 dissimule I’effet de la perte de fonction de cette derniere.
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Nous avons également évalué I’implication de la Rho GEF UNC-73/Trio qui contrdle 1’activation de MIG-
2/RhoG et de CED-10/Racl dans de hombreux contextes développementaux (Kishore et Sundaram, 2002;
Lundquist et al., 2001; Struckhoff et Lundquist, 2003). L’allele unc-73(rh40) affectant spécifiqguement la
fonction Rac GEF de la protéine (Steven et al., 1998) n’entraine pas de défaut de canaux surnuméraires
(Fig. 3.10A) mais induit des défauts de canaux manquants (Fig. A.6B), suggérant un r6le de cette GEF dans
le mécanisme du développement des canaux excréteurs. En comparant avec la pénétrance des défauts de
canaux manquants dans le double mutant nul mig-2(mu28); ced-10(n3417), on remarque cependant que la
pénétrance du mutant unc-73(rh40) est moindre. L’alléle unc-73(rh40) affecte spécifiquement le domaine
responsable de 1’activité GEF spécifique aux Rac GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Rac1 et non ’activité
du domaine GEF spécifique de la Rho GTPase RHO-1/RhoA (Norris et al., 2014; Steven et al., 1998). Cela
suggere que la régulation de MIG-2/RhoG et CED-10/Racl ne passe que partiellement par la GEF UNC-

73/Trio dans le contexte du mécanisme de conservation des quatre canaux dans la cellule excrétrice.
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Figure 3.10. CDC-42/Cdc42 et UNC-73/Trio participent a la régulation du nombre de canaux dans la cellule excrétrice
(A) Quantification du défaut de canaux surnuméraires dans des animaux mutants pour les Rho GEF tiam-1/tiam1 et/ou
unc-73/Trio. (B) Quantification du défaut de canaux surnuméraires dans des expériences d’ARNi dirigée contre unc-
73 sur des animaux sauvages ou mutants pour sdn-1, mig-2 et/ou ced-10. La référence correspond & des animaux
nourris avec des bactéries contenant un Vecteur Vide (VV). (C) Quantification du défaut de canaux surnuméraires
dans des expériences d’ARNi dirigée contre cdc-42 sur des animaux sauvages ou mutants pour sdn-1. La référence
correspond a des animaux nourris avec des bactéries contenant un Vecteur Vide (VV). Les barres d’erreur représentent
I’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : *** p < 0.001 (test Z, les
valeurs p ont été corrigées a ’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.

Le double mutant unc-73(rh40) tiam-1(tm1556) n’entraine pas de canaux surnuméraires (Fig. 3.10A), mais
une faible suppression du défaut de canaux manquants en comparaison avec le mutant unc-73(rh40) seul
(Fig. A.6B). Cela signifie que la Rho GEF TIAM-1/Tiam1 n’est pas redondante avec UNC-73/Trio dans ce
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contexte, et que, bien que peu ou pas exprimée dans la cellule pendant son développement, la perte de

fonction tiam-1(tm1556) peut prévenir du défaut de canaux manquants du mutant unc-73(rh40).

Nous avons finalement voulu tester I’implication de cette Rho GEF UNC-73/Trio dans la voie de SDN-1
pour la régulation des canaux surnuméraires. Apres de nombreuses tentatives infructueuses pour construire
le double mutant sdn-1(zh20); unc-73(rh40), nous avons déplété la fonction de unc-73 par ARNi dans des
fonds génétiques mutants pour sdn-1(zh20), mig-2(mu28) et/ou ced-10(n1993). La déplétion de unc-73 par
ARNI induit une suppression du phénotype de canaux surnuméraires dans le mutant sdn-1(zh20), signalant
que unc-73 intervient dans la formation des canaux surnuméraires développés dans ce mutant (Fig. 3.10B).
Dans les doubles mutants sdn-1(zh20) mig-2(mu28) et sdn-1(zh20); ced-10(n1993), I’ARN:i dirigée contre
unc-73 supprime aussi la pénétrance du défaut de canaux surnuméraires, suggérant que UNC-73/Trio ne
régule pas uniquement MIG-2/RhoG, ni uniquement CED-10/Racl.

3.13 La Rho GTPase CDC-42/Cdc42 promeut le développement de canaux surnumeéraires dans la voie
de SDN-1/syndécan

Aprés avoir étudié le réle des Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl dans les mécanismes régulant
le nombre d’extensions développées dans la cellule excrétrice, nous nous sommes finalement intéresses a
CDC-42/Cdc42. La Rho GTPase CDC-42/Cdc42 agit en aval du récepteur de guidage UNC-40/DCC et en
amont des Rho GTPases CED-10/Racl et MIG-2/RhoG dans le guidage des neurones PDE, et son activation
constitutive méne a la formation de neurites surnuméraires dans ce neurone (Demarco et al., 2012). Dans la
cellule excrétrice, les auteurs J. Abrams et J. Nance stipulent que la perte de fonction de CDC-42/Cdc42
(par dégradation) conduit a des défauts de croissance en longueur des canaux, ainsi qu’a un défaut ou un
bras de la cellule excrétrice se divise en deux pour donner deux canaux, chacun doté d'une lumiére (Abrams
et Nance, 2021).

Nous avons donc Vérifié si ce phénotype donnant deux canaux était similaire au phénotype de canaux
surnuméraires que nous observons, ou s’il s’agissait plutét d'un défaut de branchement des canaux, ¢’est-a-
dire la formation d’un deuxiéme canal a partir d’un canal préexistant (et non a partir du soma de la cellule
excrétrice comme nous l'avons défini pour un "canal supplémentaire”). Nous avons premiérement vérifié
que des transcrits du gene cdc-42 sont détectables dans la cellule excrétrice lors de son développement
(Fig. A.6A). Ensuite, nous avons déplété la fonction de cdc-42 par ARNi dans les conditions sauvages, ce
qui méne a la formation de canaux surnuméraires, mais n’amplifie pas la pénétrance du méme défaut dans
le mutant sdn-1(zh20) (Fig. 3.10C). On peut en déduire que CDC-42/Cdc42 est impliqué dans I’inhibition

de la formation des extensions surnuméraires dans la méme voie que celle de SDN-1/syndécan. Par ailleurs,
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I’ ARNI dirigée contre cdc-42 induit aussi le défaut de canaux manquants dans les conditions sauvages et
augmente significativement la pénétrance de ce défaut dans le mutant sdn-1(zh20) (Fig. A.6C). Cela évoque
alors que CDC-42/Cdc42 agit indépendamment de SDN-1/syndécan afin de conserver au moins quatre
canaux lors du développement de la cellule excrétrice et renforce 1’idée que les mécanismes mis en jeu dans

les défauts de canaux surnumeéraires et de canaux manguants sont différents.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

La fonction de certaines cellules polarisées nécessite la mise en place d’une morphologie complexe et de
structures polaires, comme les extensions cellulaires ou les neurites. Les mécanismes de croissance et de
guidage d'extensions polarisées ont été intensément étudiés dans les neurones et dans d’autres cellules lors
des dernieres décennies. Cependant, une forte lacune réside dans la compréhension des mécanismes a la
base de la formation de ces extensions et de leur régulation dans les étapes précoces de leur mise en place
(Schelski et Bradke, 2017; Takano et al., 2015). Ainsi, parmi les questions de la biologie développementale,
celle de savoir comment le nombre exact d’extensions développées par une cellule polarisée est régulé reste

sans réponse claire.

4.1 Extensions surnuméraires, un défaut rarement observé et encore plus rarement caractérisé

Nous rapportons ici que I’altération de la biosynthése des chaines HS chez les mutants rib-1 et rib-2 méne
au développement d’un trop grand nombre d’extensions dans plusieurs dans les neurones unipolaires AVM
et HSN ainsi que dans la cellule excrétrice de C. elegans (Fig. 3.1A-C). Chez les individus mutants, ces
extensions surnumeéraires se mettent en place au cours du développement, tel que nous l'avons caractérisé
pour la cellule excrétrice (Fig. 3.2A), et la pénétrance de ce défaut ne varie pas au cours du développement
larvaire (Fig. 3.2B). De méme, nous avons mis en évidence la similitude de 1’organisation du cytosquelette
d’actine et des microtubules dans les canaux surnuméraires, comparés aux canaux d’animaux sauvages. Par
ailleurs, tant dans les canaux des animaux sauvages que dans les canaux supplémentaires des mutants, nous
avons observé une zone au milieu des canaux qui est dépourvue de cytoplasme et bordée par un réseau riche
en actine. Celle-ci est caractéristique de la lumiére des canaux qui est nécessaire a la fonction
d’osmorégulation de cette cellule. Nous avons donc saisi [’opportunité de pouvoir travailler avec ce
phénotype peu courant — de nombreux mutants menent plutdt au raccourcissement ou a l'absence
d'extensions — et jamais caractérisé, pour déchiffrer 1I’existence d’un mécanisme développemental a la base

du controle du nombre d’extensions cellulaires mises en place dans une cellule polarisée.

Nous tenons tout d’abord a différencier ce phénotype d’extensions surnuméraires, ou 1’extension se met en
place depuis le soma de la cellule polarisée, de celui de ramification, ou I’extension se met en place depuis
une extension préexistante. Tout d’abord parce que le défaut de ramification semble plutdt intervenir avec
le vieillissement (Khandekar, 2015; Pan et al., 2011; Tank et al., 2011; Toth et al., 2012), mais surtout parce

que la décision de former une extension a partir du soma d’une cellule au cours de la rupture de symétrie
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pourrait nécessiter un contexte moléculaire trés différent de celui retrouvé lors de la bifurcation d’une

extension en deux pendant sa croissance.

Une fois ce postulat pris en compte, on peut diviser la littérature rapportant I’existence de neurites
surnuméraires lors du développement neuronal en deux catégories. Premiérement, lors de 1’étude du
développement des neurones de I’hippocampe de mammiféres cultivés en conditions in vitro, le
développement de plusieurs axones a déja été observé (section 1.6.1). Ces études font état de ce qu’on
appelle la spécification axonale, ou un neurite immature est spécialisé en axone tandis que les autres neurites
immatures deviennent les dendrites. Un équilibre entre les mécanismes promouvant la croissance au niveau
du futur axone d’un c6té, inhibant la croissance au niveau des autres neurites immatures d’un autre, garantit
la spécification axonale. Un débalancement dans cet équilibre serait a la base du développement de plusieurs
axones dans ces neurones. Des progrés dans la compréhension des voies affectant 1’induction de la
croissance du futur axone ont été faits dans les dernieres années (Schelski et Bradke, 2017; Takano et al.,
2015). Cependant, les mécanismes a la base de I’inhibition de la croissance axonale dans les futures

dendrites restent encore mal connus (Takano et al., 2015).

Dans la deuxiéme catégorie de neurites surnuméraires, on peut regrouper les travaux réalisés dans des
neurones en conditions in vivo, comme c¢’est le cas pour C. elegans. Ces travaux ont rapporté 1’apparition
de neurites surnumeéraires se développant a partir du soma dans différents contextes neuronaux. Les travaux
rapportant ce type de défaut se concentrent majoritairement sur la croissance et le guidage axonal (Gitai et
al., 2003; Levy-Strumpf et Culotti, 2007; Struckhoff et Lundquist, 2003), sans déchiffrer directement les
mécanismes contrdlant la formation des extensions lors de la polarisation neuronale. Nous tenons a
souligner 1’exception des travaux qui, bien qu’ils se concentrent sur 1’analyse des mécanismes a la base de
la croissance axonale, proposent un modéle plus complexe qui semble tenir compte de la polarité dans les
neurones HSN (Adler et al., 2006; Limerick et al., 2018; Tang et Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014).
Dans ces travaux, il a été décrit qu’une localisation asymétrique du récepteur de guidage UNC-40/DCC
dans le neurone HSN était a 1’origine de la polarisation et de la formation du cone de croissance dans une
direction donnée (Adler et al., 2006). De nombreux facteurs, comme des HSPG, les intégrines et d’autres
acteurs intracellulaires, impactent cette localisation (Tang et Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014). Dans
ces études, la perte de I’asymétrie de UNC-40/DCC mene a une multipolarisation de HSN et ainsi a la

formation de plusieurs axones.

Quant a la cellule excrétrice, de rares travaux rapportent 1’observation de canaux surnuméraires (Johnson et

al., 2006; Oosterveen et al., 2007) et, a notre connaissance, aucune étude ne s’est encore attardée sur un

90



mécanisme régulant le nombre d’extensions mises en place lors du développement de cette cellule polarisée.
Nos résultats indiquent que 1’existence d’un tel mécanisme est conservée entre des neurones et la cellule
excrétrice, et que la synthése des chaines HS est importante dans ces contextes cellulaires. Les chaines HS
partagent alors un role conservé entre des neurones et la cellule excrétrice, ce qui s’ajoute a leurs rdles
conservés dans la migration et le guidage des extensions (Blanchette et al., 2017). De plus, ce r6le partagé
des chaines HS entre les neurones et la cellule excrétrice dans la régulation du nombre d’extensions
polarisées confirme encore une fois que la cellule excrétrice est un modéle trés proche des neurones et

qu’elle utilise de nombreux mécanismes en commun avec ceux-ci pour se développer (Shaye et Soto, 2021).

Au cours de ces travaux, nous avons observé un autre phénotype, celui de canaux manguants, ou moins de
quatre canaux sont développés chez certains animaux. Ce type de défaut pourrait étre considéré a premier
abord comme inverse a celui des canaux surnuméraires. Cependant, plusieurs éléments pointent vers une
indépendance entre les mécanismes garantissant le développement de quatre canaux et ceux inhibant la
formation des canaux surnuméraires. Parmi ces éléments, on retrouve (1) des mutants qui engendrent le
défaut de canaux manquants sans induire des canaux surnuméraires et inversement, (2) 1’expression
transgénique de construits capables de sauver le phénotype de canaux surnuméraires sans sauver celui de
canaux manquants, ou bien capables d’induire des canaux manquants sans affecter la pénétrance de canaux
surnumeéraires. De plus, on trouve (3) des relations de coopération entre certains genes qui différent entre la
régulation des quatre canaux de la cellule excrétrice ou des canaux surnuméraires. Le mécanisme inhibant
I’apparition du défaut de canaux manquants sera donc traité¢ dans une section individuelle a la fin de cette

discussion.

4.2 L’HSPG SDN-1/syndécan inhibe la formation d’extensions surnuméraires de maniere cellule
autonome

Nous avons montré que parmi les six génes codant pour les HSPG classiques, le mutant impactant sdn-1 est
le seul a entrainer le défaut de canaux surnuméraires. Parmi tous les alléles étudiés au cours de cette étude,
sdn-1(ok449) et sdn-1(zh20) entrainent le défaut de canaux surnuméraires avec la plus forte pénétrance en
simple mutant. Cela signifie que SDN-1/syndécan tient une place centrale dans le mécanisme d’inhibition
de la formation de canaux surnuméraires et ¢’est pourquoi nous avons centré nos efforts sur ce géne clé. Il
reste toutefois possible que des génes codant pour d'autres HSPG contribuent au mécanisme. Par exemple,
le géne unc-52 code pour de nombreuses isoformes et 1’alléle hypomorphe de référence unc-52(e444) que
nous avons utilisé n'affecte pas toutes ces isoformes. Il se pourrait alors que nous n’ayons pas réussi a
évaluer le role de certaines isoformes de unc-52/perlecan dans la régulation des canaux surnuméraires. De

plus, la liste des HSPG identifiés n'est pas exhaustive a ce jour et de nouvelles protéines en contact avec la
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matrice extracellulaire capable de porter des chaines HS sont encore ajoutées a cette famille, comme c’est
le cas pour la neurexine (Zhang et al., 2018). Quoi gu'il en soit, SDN-1/syndécan est clairement un élément

critique dans le mécanisme régulant le nombre d'extensions cellulaires de la cellule excrétrice.

Pour mieux comprendre le r6le de sdn-1 lors du développement de la cellule excrétrice, j'ai caractérisé en
profondeur les canaux surnumeéraires retrouvés chez les mutants sdn-1(zh20). Ces analyses révelent qu'il
peut y avoir jusqu’a quatre canaux surnuméraires, avec une majorité de un a deux canaux surnuméraires par
animal montrant ce défaut. De plus, ces canaux peuvent se développer de n’importe quel c6té du ver (droit,
ventral ou gauche) et dans n’importe quelle direction (antérieure ou postérieure) sans tendance majeure
(Fig. 3.1H). Nous avons aussi montré que sdn-1/syndécan joue un role développemental pour réguler le
nombre de canaux et non de maintien apres le développement (Fig. 3.2A-B). Toutefois, il serait intéressant
d’étudier I’évolution de la pénétrance du défaut chez des animaux mutants pour sdn-1 au cours du
vieillissement, étant donné que 1’apparition de neurites surnuméraires dans les neurones ALM augmente
avec 1’age des vers (Khandekar, 2015). Il a été rapporté que les niveaux de SDC-4/syndécan dans les
cerveaux de souris (Chmelova et al., 2023) et de SDN-1 dans les neurones de C. elegans (Gao et al., 2024)
augmentent avec le vieillissement. De plus, les niveaux des syndécans ont 1’air d’étre reliés a la progression
de maladies neurodégénératives comme Alzheimer (Balistreri et Monastero, 2025). On pourrait alors se
demander si les taux d’expression de sdn-1/syndécan augmentent lors du vieillissement a I’image d’un
mécanisme compensatoire pour assurer le maintien de la morphologie neuronale. Dans ce cas, étudier la
pénétrance du défaut de canaux surnuméraires chez les mutants sdn-1(zh20) et I’effet de la déplétion tardive
de SDN-1/syndécan par induction de sa dégradation a I’auxine (Zhou et al., 2021) pourrait permettre de

mieux comprendre pourquoi se développent des extensions surnuméraires avec 1’age dans certaines cellules.

Afin d'élucider le mode d'action de sdn-1, j'ai effectué des essais de sauvetage. L’expression transgénique
de copies sauvages sdn-1(+) dans la cellule excrétrice a permis un sauvetage majeur des défauts, indiquant
que ce geéne fonctionne de facon cellule autonome. En revanche, I’expression transgénique de copies
sauvages sdn-1(+) dans divers tissus tels que les neurones, les cellules épithéliales de couture, les muscles
de la paroi corporelle, le pharynx ou encore des cellules gliales n’a pas sauvé le défaut de canaux
surnuméraires chez les mutants sdn-1(zh20). Par ailleurs, SDN-1/syndécan est une protéine
transmembranaire et pourrait donc se retrouver a la membrane apicale de la cellule excrétrice, c’est-a-dire
au niveau de la lumiere de celle-ci. Les lumiéres de toutes les cellules du systéeme excréteur étant connectées,
il aurait été pertinent d'examiner si I’expression de sdn-1(+) depuis la cellule du pore ou la cellule canulaire
peut diffuser le long de cette membrane et impacter le nombre de canaux dans la cellule excrétrice;

malheureusement, il n'existe pas de promoteurs spécifiques décrits pour ces cellules. 1l aurait également été
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intéressant d’évaluer 1’effet de I’expression de sdn-1(+) depuis I’hypoderme, puisque ce dernier sécréte de
nombreux composants de la matrice extracellulaire et de membranes basales (Chisholm et Xu, 2012). De
plus, I’hypoderme exprime sdn-1 lors de son développement (basé sur des données d’analyses
transcriptomiques a 1’échelle unicellulaire, (Packer et al., 2019)) qui pourrait étre clivé pour agir a distance,
comme c’est le cas chez les mammiferes (Manon-Jensen et al., 2013; Wang et al., 2005). Néanmoins, en
priorisant les essais de sauvetage avec expression de sdn-1(+) a partir des tissus adjacents a la cellule
excrétrice lors du développement embryonnaire des canaux, j'ai pu observer que I’expression de sdn-1(+)
depuis la cellule excrétrice sauve le phénotype de canaux surnuméraires aussi bien que I’expression de sdn-
1(+) dirigée par son propre promoteur (opls170, Fig. 3.3B). Cela signifie que SDN-1/syndécan agit de
maniére cellule autonome dans 1’inhibition des canaux surnuméraires, comme dans bien d’autres contextes
développementaux (Blanchette et al., 2015; Rhiner et al., 2005; Saied-Santiago et al., 2017; Sundararajan
et al., 2015).

4.3  Lerole des chaines HS dans 1’inhibition de la formation de canaux surnuméraires

A T’aide des mutants hypomorphes rib-1(qm32) et rib-2(qm46), nous avons montré 1’importance de la
polymérisation des chaines HS dans I’inhibition du développement de canaux surnuméraires (Fig. 3.1C).
J'ai démontré que les modifications chimiques d’épimérisation et de sulfatation, réalisées par les enzymes
HSE-5 et HST-2, sont impliquées dans la méme voie afin de réguler le nombre d’extensions surnumeéraires.
Les sulfatations induites par HST-6 semblent plus accessoires dans ce contexte, pointant alors vers la
nécessité d’un ensemble spécifique de modifications chimiques des chaines HS pour réguler le nombre
d’extensions dans la cellule excrétrice, comme c’est le cas pour le guidage neuronal (Bulow, 2021). 1l serait
intéressant d’étudier la régulation spatiotemporelle des modifications des chaines afin de mieux comprendre
leur impact sur les HSPG impliqués dans ce mécanisme. Bien qu’une technique de marquage par anticorps
des patrons de modifications des chaines HS ait été développée (Attreed et al., 2012; Attreed et al., 2016;
Cizeron et al., 2021), elle reste limitée dans 1’identification précise de divers motifs de modifications. Une
alternative serait de chercher a contrdler dans le temps la déplétion des enzymes de modifications une a une,

spécifiquement dans la cellule excrétrice.

Dans le but de comprendre si les chaines HS sont requises précisément sur SDN-1/syndécan pour réguler le
nombre de canaux surnumeéraires, nous avons essayé deux stratégies. Premiérement, nous avons exprimé le
transgéne variant sdn-/4HS, dont les trois sites d’attachement des chaines HS (S71, S86 et S214) ont été
mutés, et observé que le phénotype de canaux surnuméraires d’animaux mutants sdn-1(zh20) n'était pas
sauve. Ces résultats indiquent un role important des chaines HS sur SDN-1/syndécan pour inhiber la

formation de canaux surnuméraires. Deuxiémement, j'ai examiné des animaux ou deux ou trois des sites
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d’attachement des chaines HS ont été directement édités dans le locus génomique de sdn-1 par
CRISPR/Cas9 (zZhou et al., 2021). La mutation kr388[sdn-1(S71A,S86A)], correspondant a une
modification de deux des trois sites d’attachement des chaines HS, entraine le défaut de canaux
surnumeraires. Ces résultats pointent également vers un rdle important des chaines HS de SDN-1/syndécan
dans I’inhibition de la formation de canaux surnuméraires, ce qui est en concordance avec la littérature
(Saied-Santiago et al., 2017; Zhou et al., 2021). Le réle des chaines HS de SDN-1/syndécan parait cependant
partiel, étant donné que la pénétrance du défaut dans cette souche est plus faible que celle du mutant nul
sdn-1(zh20). Etrangement, une autre mutation kr475[sdn-1(S71A,S86S,5214A)], correspondant a la
modification des trois sites d’attachement des chaines HS, n’entraine pas le défaut de canaux surnuméraires.
Contrairement aux résultats obtenus précédemment, cela pointe vers un réle plutét minime des chaines HS

dans I’inhibition de la formation de canaux surnuméraires par SDN-1/syndécan.

Il existe plusieurs explications pour les différences entre ces résultats. Tout d’abord, l'expression
transgenique de Pglt-3::sdn-/4HS est faite a partir d’une multitude de copies présentes de la structure
extrachromosomique, ce qui résulte en des niveaux d’expression du transgene plutét éloignés des niveaux
physiologiques de 1’expression endogéne de sdn-1. De tels niveaux d’expression pourraient affecter la
traduction réelle de SDN-1AHS ou encore le trafic et la localisation finale de ce variant a la membrane
plasmique. Il pourrait également y avoir des différences dans les niveaux d’expression entre les lignées
exprimant sdn-1(+) et sdn-14HS, ce qui expliquerait pourquoi certaines lignées peuvent sauver le phénotype,
mais pas d'autres. Par ailleurs, il y a une différence du site d'expression de la version de sdn-/4HS dans les
deux approches. Le transgéne Pglt-3::sdn-/4HS est exprimé spécifiquement dans la cellule excrétrice (sous
le promoteur Pglt-3) chez des vers mutants sdn-1(zh20) qui sont totalement dépourvus de sdn-1 (Rhiner et
al., 2005), tandis que le variant généré par CRISPR est exprimé depuis son locus génomique dans toutes les
cellules exprimant sdn-1, qui sont nombreuses (Packer et al., 2019). |l se pourrait alors que, bien que sdn-
1 fonctionne de fagon cellule autonome dans ce contexte, il y ait une contribution d'autres cellules, et que le
transgéne Pglt-3::sdn-/4HS ne soit pas suffisant pour compenser 1’absence de SDN-1/syndécan dans tout

I’organisme dans le contexte de I’inhibition de la formation des extensions surnuméraires.

Voici mon hypothése concernant les différences retrouvées entre 1’édition génomique des deux premiers ou
des trois sites d’attachement des chaines HS. Parmi les sites d’attachements canoniques des chaines HS, les
sites de sérines S71 et S86 sont importants pour les roles que SDN-1/syndécan joue dans la migration des
neurones AVM et ALM (Saied-Santiago et al., 2017), ainsi que pour sa localisation a la membrane
synaptique des jonctions neuromusculaires (Zhou et al., 2021). Sur la base d’immunobuvardage de SDN-

1/syndécan, il a méme été suggéré que le site d’attachement S214 pourrait ne pas porter de chaine HS (Zhou
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et al., 2021). D’un autre coté, il a ét¢ démontré que chez les mammiféres, certaines isoformes de syndécan
étaient capable de porter une chaine CS au niveau des sites d’attachement les plus proches de sa région
transmembranaire (Deepa et al., 2004; Gould et al., 1992; Kokenyesi et Bernfield, 1994; Ueno et al., 2001).
Chez le ver, ce site correspondrait a la sérine S214 pour SDN-1/syndécan. Nous pourrions alors nous
demander si ce site n’est pas capables de porter une chaine CS chez C. elegans et si la perte des sites
d’attachement des chaines HS et CS ait un impact différent sur le contréle de la formation de canaux
surnuméraires. D’autant plus que les vers mutants pour Sqv-5, I’enzyme responsable de la polymérisation
des chaines CS, montrent aussi le défaut de canaux surnuméraires, signifiant 1’importance des chaines CS
dans ce contexte. Qui plus est, la perturbation de la synthése des chaines CS par ARNi meéne a
I’augmentation de la synthése des chaines HS (Mizuguchi et al., 2003). On peut alors se demander s’il n’y
a pas des mécanismes de compensations entre ces différents types de GAG qui peuvent impacter le réle des
HSPG. Il serait intéressant de savoir si la synthese des chaines CS impacte la fonction de SDN-1/syndécan,
ou bien d’un autre CSPG. Pour étudier cette hypothése plus en profondeur, il faudrait comparer par
immunobuvardage le poids moléculaire de SDN-1/syndécan sauvage, SDN-1/syndécan traité avec une
chondroitinase (Kokenyesi et Bernfield, 1994), et le variant de SDN-1/syndécan dépourvu de son site
d’attachement S214.

La majorité des résultats que nous avons obtenus pointent vers une importance partielle des chaines HS sur
SDN-1/syndécan dans le contexte de la cellule excrétrice, ce qui est concordant avec la littérature dans
d’autres contextes. Il est néanmoins difficile de conclure avec certitude sur leur degré d’intervention. Le
mutant sdn-1(ok449) constitue une délétion dans le cadre de lecture de sdn-1 qui supprime 69 acides aminés
dans la partie du domaine extracellulaire, dont les sites d’attachement S71 et S86 (Minniti et al., 2004). La
protéine produite par cet allele n’est plus détectable par des anticorps dirigés contre des chaines HS,
renfor¢ant I’hypothese que les celles-ci soient portées par les deux premiers sites d’attachement S71 et S86.
I semble cependant que sdn-1(ok449) soit exprimé au méme niveau que le géne sdn-1(+), et que la protéine
exprimée a partir de cet alléle conserve une partie de ses fonctions, puisqu’on retrouve une phosphorylation
de son domaine DEGSY dans certains neurones (Minniti et al., 2004). Dans notre contexte d’étude, ’allele
sdn-1(ok449) entraine le défaut de canaux surnuméraires avec la méme pénétrance que 1’alléle nul sdn-
1(zh20). Si les sites d’attachement des chaines HS ne sont effectivement que partiellement ou nullement
nécessaires a la fonction de SDN-1/syndécan ici, il se peut que la délétion dans 1’alléle sdn-1(ok449)
supprime un autre domaine extracellulaire nécessaire a la fonction de SDN-1/syndécan, ou bien qu’elle

affecte sa localisation ou son repliement tout aussi essentiel a sa fonction.
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De plus, si les chaines HS de SDN-1/syndécan sont en effet dispensables a sa fonction, il y a une
contradiction avec l'observation d’une pénétrance forte de canaux surnuméraires dans les mutants rib-
1(qm32) et rib-2(qm46), ou la polymérisation des chaines est altérée. Plusieurs théories pourraient expliquer
cela. Premiérement, il se pourrait que la synthése des chaines HS soit cruciale pour d’autres HSPG dont la
fonction n’a pas pu étre mise en évidence dans ces travaux, soit par ce qu’ils ont une fonction redondante
avec d’autres HSPG non testés, ou alors sur des protéines qui n’ont pas encore été identifiées comme étant
des HSPG. Deuxiémement, Il se pourrait qu’en absence de sites d’attachement des chaines HS sur SDN-
1/syndécan, des mécanismes de compensation interviennent entre SDN-1/syndécan et d’autres HSPG avec
des chaines HS, comme LON-2/glypican, GPN-1/glypican ou UNC-52/perlécan. Pour vérifier cela, on
pourrait croiser 1’alléle sdn-1(kr475) [sdn-1(S71A, S86S,5214A)] ou les trois sites des chaines HS ont été
mutées dans un fond génétique nul pour lon-2, gpn-1, et/ou unc-52(e444).

4.4  Différents domaines de SDN-1/syndécan participent a sa fonction dans le mécanisme d’inhibition
des extensions surnumeraires

Comme mentionné pour le transgéne Pglt-3::sdn-/4HS, 1’approche de sauvetage des mutants sdn-1(zh20)
par expression de multiples copies des variants de sdn-1 peut potentiellement poser des problémes.
Toutefois, les résultats présentés ici suggérent une importance du domaine intracellulaire de SDN-
1/syndécan pour la régulation du nombre de canaux (Fig. 3.4C). Pour étre plus précis, le domaine FRIRKK
ainsi que les tyrosines dans la région variable du domaine intracellulaire de SDN-1/syndécan paraissent
nécessaires au sauvetage du défaut de canaux surnuméraires dans le mutant sdn-1. A I’inverse, mes résultats
indiquent une fonction plutdt accessoire du motif DEGSY, qui est pourtant impliqué dans la régulation du
cytosquelette (Granés et al., 2003) et dans la régulation de sous-unités d’intégrines (Morgan et al., 2013). I
en est de méme pour le motif EFYA, qui lui est nécessaire pour I’interaction avec des protéines a domaine

PDZ (section 1.4.1.3.3).

Pour rappel, le motif R-M-R/K-K-K chez les mammifeéres est impliqué dans 1I’endocytose du syndécan SDC-
1 (Chen et Williams, 2013) et dans la localisation nucléaire des syndécans (Zong et al., 2009). Afin de
confirmer 1’implication du motif correspondant et de mieux comprendre le mode d’action de SDN-
1/syndécan dans ce contexte, il conviendrait de comparer la localisation des versions sauvages et mutées
pour le domaine FRIRKK de SDN-1/syndécan, en suivant une approche d'édition du génome pour muter ce
domaine au niveau du locus génomique et faire des analyses a des niveaux physiologiques. Cela permettrait
de vérifier que la protéine variante soit bien synthétisée et localisée, mais aussi de savoir si ce motif joue un
role identique chez C. elegans dans le tri, le recyclage ou le transport nucléaire de SDN-1/syndécan, et

comment cela impacte la régulation du nombre d’extensions surnuméraires.
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Chez les mammiféres, la tyrosine de la région variable du syndécan SDC-4 est impliquée dans I’interaction
avec la kinase PKCa, qui méne a sa super-activation (Lim et al., 2003). L’interaction entre SDC-4 et la
PKCa joue un role dans la formation d’adhésions focales (Dovas et al., 2006) et la migration des fibroblastes
lors de la cicatrisation (Bass et al., 2007). Pour évaluer le rdle de ces tyrosines dans notre contexte de
recherche, nous aurions besoin d’étudier le role de 1’orthologue de la PKCa chez le nématode, PKC-2. Si
PKC-2 est impliqué dans ce mécanisme, I’interaction avec SDN-1/syndécan pourrait étre testée par une
expérience de capture par affinité (« pull-down » en anglais). L’interaction entre PKC-2 et des versions
variantes de SDN-1/syndécan pour lesquelles chacune des trois tyrosines testées ici serait mutée pourrait
également étre testée, afin de mieux cerner lesquelles sont importantes dans cette interaction. Finalement,
des expériences de phosphomimétisme pourraient confirmer le réle de la phosphorylation sur une ou
plusieurs de ces tyrosines dans le recrutement de la PKC-2/PKCa, ainsi que sur le contr6le du nombre

d’extensions surnumeéraires.

J'ai montré que le domaine extracellulaire de SDN-1/syndécan parait jouer un r6le dans ce contexte. En effet,
I’expression transgénique d’une protéine de fusion entre le domaine intracellulaire de SDN-1/syndécan et
les domaines extracellulaires et transmembranaires de NLG-1/neuroligine n'ont pas sauvé le défaut de
canaux surnuméraires des mutants sdn-1 (Fig. 3.4C). Il faut prendre en compte que le domaine
transmembranaire utilisé dans ce transgene est celui de NLG-1/neuroligine, or le domaine transmembranaire
de SDN-1/syndécan a I’air d’étre important pour la dimérisation des syndécans chez les mammiféres (Chen
et al., 2021; Dews et Mackenzie, 2007), qui elle-méme est nécessaire pour de nombreuses fonctions des
syndécans (Jang et al., 2018). Par ailleurs, le fait que la perte d’une partie du domaine extracellulaire de
SDN-1/syndécan dans 1’all¢le sdn-1(0k449) (Minniti et al., 2004) induise la méme pénétrance que 1’all¢le
nul sdn-1(zh20) (Fig. 3.1E) renforce I'idée que le domaine extracellulaire de SDN-1/syndécan est important
dans I’inhibition des extensions surnuméraires. En plus de porter les sites d’attachement des chaines HS, le
domaine extracellulaire des syndécans chez les mammiféres peut étre a I’origine de fonctions spécifiques.
Parmi celles-ci, on retrouve le clivage des syndécans pour agir a distance (Manon-Jensen et al., 2013; Wang
et al., 2005), ce qui ne semble pas étre le cas dans notre contexte, ou encore I’interaction avec des sous-
unités d’intégrines (Multhaupt et al., 2009). L’étude du role des intégrines dans le mécanisme d’inhibition
des canaux surnumeéraires et de leur potentielle interaction avec SDN-1/syndécan dans ce contexte devrait
ainsi étre explorée — d’autant plus qu’il a été montré que des variations dans les forces mécaniques du milieu
peuvent induire la formation d’axones surnuméraires dans les neurones d’hippocampe cultivés en condition
in vitro (Lamoureux et al., 2002), et que les intégrines représentent un des principaux récepteurs de
mécanotransduction (Ross et al., 2013). De plus, les intégrines impactent la localisation de récepteurs de

guidage comme UNC-40/DCC (Hagedorn et al., 2009), un autre récepteur que nous avons impliqué dans
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ce contexte. Ceci ajoute une interaction possible pour la fine régulation de la mise en place des extensions

polarisées.

45 LON-2/glypican compense partiellement SDN-1/syndécan

Nous avons montré ici qu'a faible concentration, le transgéne lon-2 ne permet pas de sauver le défaut de
canaux surnuméraires des mutants sdn-1. En revanche, a forte concentration, I’expression de lon-2 dans la
cellule excrétrice compense la perte de sdn-1 pour réguler le nombre de canaux et sauver le défaut de canaux
surnumeraires. En effet, lorsqu'un transgéne pour exprimer lon-2/glypican (sous le contrdle du promoteur
Pglt-3) est injecté a une concentration 250 fois plus grande que celle utilisée pour le sauvetage de sdn-
1(zh20) par sdn-1(+), lon-2(+) supprime aussi bien le phénotype de canaux surnuméraires que ce sauvetage
(Fig. 3.3C). De plus, la capacité de lon-2(+) a compenser pour la perte de sdn-1 dans I’inhibition des canaux
surnumeéraires parait nécessiter la présence des chaines HS. En effet, méme a forte concentration d'injection,
le transgéne codant pour le variant lon-24HS est incapable de supprimer les canaux surnuméraires des
mutants sdn-1(zh20). Méme a forte concentration, I’expression de 1'autre géne de glypican, gpn-1, supprime
partiellement les défauts de canaux surnuméraires des mutants sdn-1(zh20), signifiant que gpn-1 compense
moins bien la perte de sdn-1 que ne peut le faire lon-2 (Fig. 3.3D).

Les mutants lon-2(e678) et gpn-1(tm595) induisent tres faiblement le défaut de canaux surnumeéraires, mais
aucune redondance entre la fonction de ces genes et celle de sdn-1 n’a été mise en évidence par nos analyses
génétiques de double et triple perte de fonction (Fig. 3.1F). Nous remarquons cependant que lors de la mise
en place des canaux, c’est le géne sdn-1 qui produit le plus de transcrits parmi les génes classiques des
HSPG (a partir de 500 min de développement embryonnaire, Fig. A.1B). La plus forte expression de sdn-1
a cette étape du développement de la cellule excrétrice pourrait alors offrir une piste d’explication a son role
central dans I’inhibition des canaux surnuméraires, comparé a celui de lon-2 et de gpn-1. En effet, il se
pourrait que LON-2/glypican et GPN-1/glypican possédent des fonctions redondantes a celle de SDN-
1/syndécan, mais qu’au moment de la formation des canaux, sdn-1 soit le plus exprimé et ainsi responsable

d’inhiber la formation d’extensions surnuméraires.

Chez la drosophile, 1’expression de dlp/glypican peut partiellement sauver les défauts retrouvés chez les
mutants de sdc/syndécan, comme démontré dans le contexte du guidage axonal médié par la voie Slit/SLT-
1 le long de la ligne médiane chez les embryons (Johnson et al., 2004). Selon les auteurs, 1’expression de
Sdc/syndécan sauverait mieux les défauts de guidage que celle de DIp/glypican, potentiellement grace a sa
partie intracellulaire, qui posséderait une fonction modulatrice plus fine. Evaluer la capacité de sauvetage

de la partie extracellulaire de LON-2/glypican fusionnée aux domaines transmembranaire et intracellulaire
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de SDN-1/syndécan pourrait apporter un premier ¢lément de réponse sur I’interchangeabilité des domaines

extracellulaires des HSPG dans ce contexte.

Bien que notre analyse génétique n’ait pas révélé de redondance entre les HSPG codés par les génes sdn-1,
lon-2 et gpn-1 (Fig. 3.1F), nous envisageons une fonction au moins partiellement compensatoire de LON-
2/glypican et GPN-1/glypican dans la régulation du nombre d’extensions surnuméraires. De plus, la fonction
compensatoire de LON-2/glypican semble reposer sur la présence des chaines HS. Ces résultats rappellent
la redondance observée entre SDN-1/syndécan et LON-2/glypican ou GPN-1/glypican dans la migration
des neurones ALM (Saied-Santiago et al., 2017), dans le guidage des motoneurones (Gysi et al., 2013) ainsi
que dans le branchement des neurones AlY (Diaz-Balzac et al., 2014; Schwieterman et al., 2016).

4.6  Les récepteurs de guidage UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC inhibent aussi la formation de canaux
surnuméraires

Au cours de ces travauy, il a été montré que les alléles de perte de fonction affectant les génes de unc-6 et

des récepteurs unc-40 et unc-5 induisent des canaux surnuméraires (Fig. 3.5C). On en déduit que le signal

de guidage UNC-6/Nétrine et ses récepteurs principaux sont impliqués dans I’inhibition de la formation des

canaux surnuméraires.

4.6.1 Interaction entre UNC-5/Unc5 et SDN-1/syndécan

L’analyse génétique du double mutant nul unc-5(e53); sdn-1(zh20) met en évidence que le récepteur UNC-
5/Unc5 agit ici dans la méme voie que SDN-1/syndécan (Fig. 3.5D). De plus, 1’expression de la partie
intracellulaire MYR::UNC-5, considérée comme constitutivement active (Norris et al., 2014) dans la cellule
excrétrice d’animaux mutants sdn-1(zh20), permet de supprimer partiellement les défauts de canaux
surnumeéraires (Fig. 3.6A). Cela confirme que UNC-5/Unc5 inhibe la formation d’extensions surnuméraires,
ce qui pourrait se rapprocher du role qu’il joue dans I’inhibition des protrusions de cones de croissance
(Norris et Lundquist, 2011; Norris et al., 2014). Mais cela nous renseigne surtout sur la hiérarchie de UNC-
5/Unc5 qui pourrait alors agir en aval de SDN-1/syndécan dans ce mécanisme. En effet, si le récepteur
UNC-5/Unc5 agissait en amont de SDN-1/syndécan, I’activation de sa signalisation en aval n’aurait aucun
impact sur le défaut de canaux surnuméraires chez les mutants sdn-1(zh20). Bien que des hypothéses de
I’interaction entre SDN-1/syndécan et la voie de guidage de UNC-6/Nétrine aient déja été formulées (Gysi
et al., 2013; Schwabiuk et al., 2009; Zhou et al., 2021), nous apportons ici pour la premiére fois de réelles

preuves d’une interaction génétique entre le récepteur de guidage UNC-5/Unc5 et cet HSPG.
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4.6.2 Interaction entre UNC-40/DCC et SDN-1/syndécan

Par ailleurs, nous avons testé I’interaction génétique de unc-40 avec sdn-1 dans la régulation du nombre de
canaux. La pénétrance du double mutant nul unc-40(e1430); sdn-1(zh20) (Fig.3.5D) n’est pas
significativement différente de celle du plus pénétrant des deux simples mutants, & savoir sdn-1(zh20). Ceci
pourrait suggérer que UNC-40/DCC et SDN-1/syndécan agissent dans la méme voie pour inhiber la
formation d’extensions surnumeéraires. Cependant, la faible pénétrance du mutant nul unc-40(e1430)
complexifie ’interprétation des résultats. Par exemple, il pourrait étre difficile de montrer une différence
significative entre un effet additif de la pénétrance des simples mutants et son absence. Toutefois,
I’expression de MYR::UNC-40 dans la cellule excrétrice s’avere suffisante a induire 1’inhibition partielle
de la formation de ces canaux surnuméraires des mutants sdn-1(zh20) (Fig. 3.6B), alors que dans la cellule
excrétrice chez les animaux sauvages, ce méme transgene n’impacte pas le nombre de canaux. La région
intracellulaire de UNC-40/DCC seule semble suffisante pour inhiber le développement d’extensions
surnumeéraires depuis la cellule excrétrice via une voie commune a celle de SDN-1/syndécan. De plus, UNC-
40 semble agir en aval de SDN-1/syndécan dans cette voie de contr6le du nombre de canaux; toutefois, des

expériences supplémentaires pourraient conforter cette hypothése et prouver I’interaction des deux protéines.

4.6.3 Interaction entre UNC-40/DCC et UNC-5/Unch

Etant donné I'implication des récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 dans ce contexte, nous avons étudié
leur interaction génétique. Le double mutant unc-40(e1430); unc-5(e53) se comporte comme le plus sévére
des deux simples mutants, soit unc-5 (Fig. 3.5C). Bien que ce résultat soit compatible avec la notion que
UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 agissent conjointement lors de I’inhibition des canaux surnuméraires, nous
ne pouvons pas l'affirmer avec certitude, car, encore une fois, la faible pénétrance du défaut de canaux

surnuméraires dans le mutant unc-40(e1430) complexifie I’interprétation de ’analyse génétique.

L’utilisation des récepteurs constitutivement actifs MYR::UNC-40 et MYR::UNC-5 nous ont tout de méme
permis de mieux comprendre cette interaction. Pour rappel, I’expression de la partie intracellulaire
MYR::UNC-5, considérée comme constitutivement active (Norris et al., 2014), dans la cellule excrétrice
d’animaux mutants sdn-1(zh20) supprime partiellement les défauts de canaux surnuméraires. Ici, la capacité
du transgéne MYR::UNC-5 a supprimer le phénotype de canaux surnuméraires est abolie par la perte du
géne unc-40 dans le double mutant unc-40(e1430); sdn-1(zh20) (Fig. 3.6A). Cela signifie que la
signalisation de UNC-5/Unc5 requiert UNC-40/DCC pour pouvoir inhiber le développement de canaux
surnuméraires. De nombreuses évidences montrent la coopération entre UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 pour
induire une réponse répulsive au signal de guidage UNC-6/Nétrine (Chilton, 2006; Finci et al., 2014; Gysi
et al., 2013; Hedgecock et al., 1990; Leung-Hagesteijn et al., 1992) et dénotent un rdle similaire de leur
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interaction dans I’inhibition de la protrusivité du céne axonal (Gujar et al., 2018; Norris et Lundquist, 2011;
Norris et al., 2014). A ’inverse, nous avons observé que I'expression du transgéne MYR::UNC-40 supprime
des canaux surnuméraires tant chez les simples mutants unc-5(e53) que chez les doubles mutants sdn-
1(zh20); unc-5(e53) (Fig. 3.6B). Nous gardons a I’esprit les limitations et variabilités issues de I’expression
tissu-spécifique de nombreuses copies de ces transgeénes qui pourraient en partie expliquer 1’incapacité de
MYR::UNC-5 a supprimer le défaut de canaux surnuméraires en absence de unc-40. Il faudrait confirmer
ces résultats en utilisant des méthodes permettant de se rapprocher des niveaux physiologiques, comme les
techniques d’insertion d’une copie unique (Frokjaer-Jensen et al., 2008; Li et al., 2023; Nonet, 2023). Il est
toutefois surprenant que dans notre contexte d’étude, MYR::UNC-40 inhibe la formation des canaux
surnuméraires d’une maniére indépendante de UNC-5/Unch. En effet, dans un contexte neuronal,
MYR::UNC-40 peut inhiber la protrusion du cone de croissance des motoneurones VD, mais en
interagissant génétiqguement avec UNC-5/Unc5 (Norris et Lundquist, 2011). Ou alors, MYR::UNC-40 peut
agir indépendamment de UNC-5/Unc5, mais pour induire plutdt un excés de la croissance axonale dans les
neurones AVM (Gitai et al., 2003). Nous renforgons alors ici I’idée que ces récepteurs aient des fonctions
plus complexes que simplement attractives ou répulsives. Le modéle déterministe attribuant une fonction
intrinséque a ces récepteurs ne parait donc plus convenir et nous confirmons ici la nécessité de définir des
modeéles plus élaborés pour essayer de mieux les caractériser en fonction de leur contexte (Limerick et al.,
2018).

Nous avons finalement montré que I’expression conjointe de MYR::UNC-40 et MYR::UNC-5 dans la
cellule excrétrice d’animaux mutants sdn-1(zh20) supprime le phénotype de canaux surnuméraires
(Fig. 3.6C). Cette suppression n’est pas significativement différente de celle induite par I’expression seule
de MYR::UNC-40 chez ce mutant, ce qui pourrait pointer vers une action conjointe de ces récepteurs dans
la voie. Cependant, les niveaux d’expression des transgenes peuvent beaucoup varier d’une lignée a I’autre,
ce qui pourrait fausser I’interprétation de ces résultats. Une option serait de faire des intégrations de copie
unique des construits Pglt-3::myr::unc-5 et Pglt-3::myr::unc-40 (Frokjaer-Jensen et al., 2008), puis de
construire une souche qui contient ces deux intégrations. De cette maniere, en plus d’étre plus proches des
conditions physiologiques, les niveaux d’expression de ces récepteurs seraient invariants entre les simples

et le double intégrant.

4.6.4 Questions et perspectives sur le role des molécules de guidage dans la régulation de la formation
de canaux de la cellule excrétrice

De nombreuses questions subsistent encore sur le fonctionnement de ces récepteurs dans le contexte de la

régulation du nombre d’extensions polarisées lors du développement cellulaire.
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Le signal de guidage UNC-6/Nétrine est-il important dans la fonction des récepteurs UNC-40/DCC et UNC-
5/Unc5 sur ce mécanisme, ou d’autres signaux pourraient-ils entrer en ligne de compte ? Il faudra
premiérement analyser les doubles mutants unc-6; unc-5 et unc-6; unc-40. Ensuite, il faudra confirmer le
role de UNC-6/Nétrine sur ces récepteurs dans 1’inhibition de la formation de canaux surnuméraires. Une
telle interaction pourrait étre étudiée par 1’utilisation d’alléles qui impactent directement la capacité des
récepteurs a se lier entre eux ou avec le signal UNC-6/Nétrine (Priest et al., 2024). Mais il a également été
rapporté que UNC-40/DCC posséde des fonctions indépendantes du signal UNC-6/Nétrine (Alexander et
al., 2009; Chan et al., 1996; Honigberg et Kenyon, 2000; Kim et al., 1999; Smith et al., 2012; Wang et al.,
2014; Yuet al., 2002). En parallele, UNC-5 pourrait posséder des fonctions via son interaction avec d’autres
ligands comme PXN-1 (Nawrocka et al., 2024). Si UNC-6/Nétrine n’agissait pas sur ces récepteurs pour
réguler le nombre de canaux dans la cellule, il faudrait alors explorer plus en profondeur ces voies

alternatives.

Comment SDN-1/syndécan, UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC interagissent pour réguler la formation des
extensions polarisées ? Les HSPG étant des co-récepteurs de voies de guidage, SDN-1/syndécan pourrait
moduler I’interaction des récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 entre eux ou avec leur ligand afin
d’inhiber la formation d’extensions surnuméraires. Comme mentionné précédemment (section 1.4.2.3),
UNC-6/Nétrine, UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 sont capables d’interagir avec 1’héparine (Bennett et al.,
1997; Geisbrecht et al., 2003; Priest et al., 2024), un composé semblable aux chaines HS des HSPG. Il a été
suggéré a plusieurs reprises que les HSPG pourraient réguler les dynamiques d’interaction de UNC-
6/Nétrine avec ses récepteurs et de favoriser certains complexes plutét que d’autres (Finci et al., 2014;
Meijers et al., 2020; Priest et al., 2024). Les HSPG chez les souris (Matsumoto et al., 2007) et glypican en
particulier chez le ver (Blanchette et al., 2015) rentrent en jeux dans la voie de guidage de UNC-6/Nétrine
avec son recepteur UNC-40/DCC lors du guidage axonal. Cependant, jamais une interaction n’a été
réellement observée entre syndécan et cette voie. Etudier la potentielle interaction physique entre SDN-
1/syndécan et les récepteurs de guidage UNC-40/DCC ou UNC-5/Unc5, par transfert d’énergie entre
molécules fluorescentes (FRET) ou bien par technique de co-immunoprécipitation, permettrait d’établir

pour la premiére fois une telle relation et une meilleure compréhension du mode d’action de syndécan.

D’un autre c6té, le controle de la localisation des récepteurs de guidage ou leur présence a la membrane
joue aussi un role primordial lors de la morphogenese de cellules polarisées. La localisation de tels
récepteurs impacte la migration neuronale (Nguyen et al., 2014; Nguyen et al., 2015; Niftullayev et
Lamarche-Vane, 2019) ainsi que la mise en place d’axones et de leur guidage (Adler et al., 2006; Kulkarni

et al., 2013; Norris et Lundquist, 2011; Xu et al., 2009). C’est plus précisément la localisation du récepteur
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UNC-40 qui détermine la mise en place d’un axone dans le neurone HSN, et elle peut étre affectée par de
nombreux facteurs (Limerick et al., 2018; Tang et Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014). SDN-1/syndécan
pourrait alors réguler la fonction de ces récepteurs en modulant leur localisation dans la cellule (Fig. 4.1B).
Il serait intéressant d’étudier la localisation des récepteurs UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC lors du
développement de la cellule excrétrice ainsi que 1I’impact de la perte de sdn-1 sur cette localisation. Dans
cette optique, la génération de transgénes Pglt-3::sdn-1::mScarlet et Pglt-3::unc-40::gfp stables par
intégration dans le génome (Noma et Jin, 2018) est en cours au laboratoire afin de pouvoir étudier leur

localisation relative en condition sauvage.

Comment les récepteurs UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC inhibent-ils la formation de canaux surnuméraires ?
Lors du guidage axonal, les récepteurs de guidage UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC réorganisent le
cytosquelette pour orienter la progression du bord de croissance. Pour ce faire, une des voies les plus
importantes de ces récepteurs est ’activation des Rho GTPases telles que CED-10/Racl ou MIG-2/RhoG
(Demarco et al., 2012; Gitai et al., 2003; Niftullayev et Lamarche-Vane, 2019; Reiner et Lundquist, 2018).
Cette voie est également activée lors de processus de guidage de la migration neuronale ou méme de cellules
non neuronales, comme la cellule distale de la gonade (Shakir et al., 2006; Su et al., 2000). Nous avons mis
en évidence I’implication de ces Rho GTPases dans la régulation du nombre de canaux dans la cellule
excrétrice, que je discute plus loin dans ce chapitre. Il faudra donc s’assurer que les Rho GTPases agissent
bien avec les récepteurs de guidage dans ce contexte, étant donné qu’il pourrait y avoir des hypothéses
alternatives. En effet, il a été démontré que les récepteurs de guidage peuvent affecter le cytosquelette en
agissant sur d’autres régulateurs que les Rho GTPAses. Par exemple, le récepteur UNC-5/Unc5 contrdle la
protrusivité au cbne de croissance via au moins trois voies indépendantes. Celles-ci comprennent les flavines
mono-oxygénases capables de déstabiliser I’actine filamenteuse, UNC-33/CRMP, qui inhibe la pénétration
des microtubules a extrémité positive vers le domaine périphérique, et finalement TOM-1/Tomosyne, qui
peut inhiber la formation du complexe SNARE responsable de la fusion vésiculaire (Mahadik et Lundquist,
2023b). 1l existe donc des pistes alternatives a explorer, si une indépendance est montrée entre les récepteurs

de guidage et les Rho GTPases dans I’inhibition des canaux surnuméraires.

Est-ce que les isoformes du récepteur UNC-5/UNc5 ont des fonctions spécifiques dans l'inhibition de la
formation de canaux surnuméraires ? L’alléle que nous avons utilisé, unc-5(e53), compte parmi des alléles
les plus communément utilisés pour 1’étude de UNC-5/Unc5, et impacte toutes les isoformes de unc-5. Il a
cependant été rapporté que 1’isoforme la plus courte, UNC-5B, joue un réle en faveur de la protrusion dans
le cbne de croissance des neurones GABAergiques VD et DD, contrairement aux isoformes longues

(Mahadik et Lundquist, 2023a). Il serait alors intéressant d’étudier I’impact de 1’alléle unc-5(1g190) qui
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affecte supposément uniquement 1’isoforme UNC-5B, pour mieux comprendre les divers roles de ce

récepteur.

Comment MYR::UNC-40 régule le nombre de canaux en dehors de son interaction avec UNC-5/Unc5 ?
Plusieurs pistes pourraient étre explorées. Premierement, MYR::UNC-40 pourrait dimériser avec la partie
intracellulaire d’un autre UNC-40/DCC endogéne (Gitai et al., 2003). L’introduction d’un mutant nul pour
unc-40 ne semble pas affecter I’effet de MYR::UNC-40 sur la protrusion du cone de croissance des neurones
VD (Norris et Lundquist, 2011). On peut alors se demander si MYR::UNC-40 peut interagir avec d’autres
récepteurs ou interacteurs intracellulaires encore inconnus ou moins bien caractérisés. Par exemple, le
récepteur couplé a une protéine G FMIL-1 (Nawrocka et al., 2024) et le récepteur de guidage SAX-3/Robo
(Su et al., 2024; Yu et al., 2002) sont capables d’interagir physiquement avec le récepteur UNC-40/DCC
dans d’autres contextes. MYR::UNC-40 pourrait aussi ne pas nécessiter d’interagir avec un autre récepteur
pour inhiber la formation de canaux surnuméraires. Evaluer la déplétion de ces interacteurs potentiels sur la
capacité de MYR::UNC-40 a supprimer le défaut de canaux surnuméraires dans le mutant sdn-1(zh20)

permettra toutefois de mieux comprendre son mode d’action dans ce contexte.

Quelle importance posséde le domaine intracellulaire dans la régulation de la fonction des récepteurs de
guidage? La partie intracellulaire des récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 est potentiellement la partie
nécessaire pour induire leur activité (Gitai et al., 2003; Norris et al., 2014), mais leur partie extracellulaire
permet la fine régulation de cette activité. Par exemple, c'est la partie extracellulaire du récepteur UNC-
5/Unc5 qui peut interagir avec I’héparine pour moduler sa réponse en fonction du contexte cellulaire (Priest
et al., 2024). Par ailleurs, la Nétrine interagit avec les récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 au niveau
de leur domaine extracellulaire (Finci et al., 2014; Priest et al., 2024) — une multimérisation qui passe par
ces interactions extracellulaires serait alors possible. On se demande si les récepteurs myristoylés reflétent
réellement leur activation dans ce contexte, et s’ils montrent toutes les fines spécificités de leur fonction.
Par ailleurs, le double mutant nul unc-40(e1430); unc-5(e53) induit le défaut de canaux surnuméraires avec
une plus faible pénétrance que le mutant sdn-1(zh20) seul. De plus, I’expression conjointe de MYR::UNC-
5 et de MYR::UNC-40 ne supprime que partiellement les défauts de canaux surnuméraires développés chez
les animaux mutants sdn-1(zh20). Bien que ce dernier résultat puisse en partie étre expliqué par les niveaux
d’expression variables entre les transgénes, SDN-1/syndécan pourrait contrdler une ou plusieurs autres voies
en paralléle des récepteurs de guidage UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC pour inhiber la formation de canaux
surnuméraires. Par exemple, le récepteur SAX-3/Robo, ou d’autres interacteurs encore non identifiés

seraient des pistes a approfondir. Un crible non biaisé pour des interacteurs physiques, basé sur la technique
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de TurbolD (Branon et al., 2018), est en cours de mise au point au laboratoire afin de trouver de nouvelles

cibles d’interaction avec SDN-1/syndécan.

4.7  Le récepteur SAX-3/Robo semble agir avec SDN-1/syndécan pour réguler le nombre de canaux
dans la cellule excrétrice

Nos résultats montrent que le ligand de guidage SLT-1/Slit ne jouerait pas de réle dans I’inhibition des
canaux surnuméraires, ou alors qu’il serait fortement redondant avec une voie indépendante de SDN-
1/syndécan et de UNC-6/Nétrine. Le mutant simple slt-1(eh15) n’entraine pas de défaut de canaux
surnuméraires, et les doubles slt-1(eh15) sdn-1(zh20) et slt-1(eh15) unc-6(ev400) ne montrent pas
d’aggravation des défauts, comparé au mutant simple sdn-1(zh20) et unc-6(ev400) respectivement
(Fig. 3.5E). En revanche, une perte de fonction du récepteur principal de SLT-1/Slit avec l'allele sax-
3(ky123) induit le défaut de canaux surnuméraires avec une forte pénétrance (Fig. 3.5E), impliquant ce
récepteur dans le mécanisme de contréle du nombre de canaux. D’autre part, le mutant eva-1(ok1133),
supposé nul (Chan et al., 2014; Rella et al., 2021), n’affecte pas le nombre de canaux (Fig. 3.5E). EVA-
1/EVA-1C est un autre récepteur canonique de SLT-1/Slit et il y a de nombreux transcrits de eva-1 lors du
développement de la cellule excrétrice ((Packer et al., 2019), Fig. A.3A). On peut alors supposer gque ce
récepteur soit impliqué dans d’autres processus que la régulation du nombre de canaux lors du
développement de la cellule excrétrice. Il a en effet été démontré que SLT-1/Slit, SAX-3/Robo et EVA-
1/EVALC collaborent pour réguler la croissance longitudinale des canaux (Marcus-Gueret et al., 2012). En
plus d’apporter de la spécificité sur le role de ces protéines, nous remarquons ici que SLT-1/Slit et EVA-
1/EVAI1C sont impliqués dans la croissance des canaux, mais pas dans I’inhibition de la formation
d’extensions cellulaires pour en réguler le nombre, signifiant que ces deux mécanismes sont distincts et
indépendants. De plus, EVA-1/EVALC semble servir a spécifier la fonction du récepteur SAX-3/Robo dans
une réponse au signal de guidage SLT-1/Slit (Fujisawa et al., 2007). Ici, le fait que ni le signal SLT-1/Slit
ni EVA-1/EVAI1C n’affectent le nombre de canaux va dans le sens d’une fonction de SAX-3/Robo
indépendante de ce signal de guidage.

Des réles de SAX-3/Robo indépendant du signal SLT-1/Slit ont déja été rapportés lors du guidage axonal
de neurones (Fujisawa et al., 2007; Hao et al., 2001; Xu et al., 2015) sans qu’on sache réellement si ces
roles sont dépendants d’un autre signal de guidage ou indépendants d’un ligand extracellulaire. Comment
SAX-3/Robo peut contrdler le nombre de canaux dans la cellule excrétrice sans étre activé par son ligand
SLT-1/Slit serait intéressant a étudier. Une des pistes potentielles est I’ interaction que SAX-3/Robo pourrait
avoir avec le récepteur UNC-40/DCC, lui aussi impliqué dans ce mécanisme. En absence du signal SLT-

1/Slit, SAX-3/Robo peut inhiber la signalisation en aval du récepteur UNC-40/DCC lors du guidage axonal
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du neurone AVM (Fujisawa et al., 2007). Dans les neurones HSN, SAX-3/Robo et UNC-40/DCC peuvent
interagir physiquement avec le signal SYD-1/SYDE2 pour induire I’activation du cytosquelette nécessaire
au guidage de I’axone (Xu et al., 2015). Lors du guidage neuronal, SAX-3/Robo peut méme interagir
physiguement avec UNC-40/DCC et le régulateur du cytosquelette UNC-34/Enabled, pour médier une
réponse indépendante du signal UNC-6/Nétrine (Yu et al., 2002). De plus, SAX-3/Robo impacte la
localisation des récepteurs UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5 pendant le guidage neuronal (Limerick et al.,
2018; Tang et Wadsworth, 2014). Tout cela renforce 1’intérét d’étudier les relations génétiques, physiques
ou spatiales entre le récepteur SAX-3/Robo et les récepteurs UNC-40/DCC ou UNC-5/Unc5 dans

I’inhibition de la formation d’extensions surnuméraires dans des cellules polarisées.

Le double mutant sax-3(ky123); sdn-1(zh20) n’entraine pas significativement plus de canaux surnuméraires
que le plus pénétrant des deux mutants, c’est-a-dire sdn-1(zh20) (Fig. 3.5E). Il semble alors que SAX-
3/Robo et SDN-1/syndécan agissent dans une voie commune pour réguler le nombre de canaux dans la
cellule excrétrice. Il faut cependant garder a ’esprit que ’alléle sax-3(ky123) n’entraine qu’une perte de
fonction partielle de la protéine, mais mene quand méme a une tres forte létalité embryonnaire (Zallen et
al., 1999). Il se pourrait donc que les animaux portant cet alléle conservent une fonction résiduelle de SAX-
3/Robho, capable de couvrir la partie indépendante de cette protéine dans ce processus. Chez la drosophile
et chez C. elegans, syndécan/SDN-1 peut moduler le rdle de Robo/SAX-3 en réponse a son signal de
guidage Slit/SLT-1. Plus précisément, SDC/syndécan peut moduler la distribution du signal Slit/SLT-1 et
interagir physiquement avec le récepteur Robo/SAX-3 pour réguler cette voie (Johnson et al., 2004;
Steigemann et al., 2004). Chez C. elegans, SDN-1/syndécan intervient également dans la voie de SLT-1/Slit
et de son récepteur SAX-3/Robo pour réguler le guidage de plusieurs neurones (Blanchette et al., 2015;
Rhiner et al., 2005). Ici, nous mettons en évidence une probable interaction entre SDN-1/syndécan et le
récepteur SAX-3/Robo pour réguler le nombre d’extensions mises en place dans une cellule polarisée d’une
maniére indépendante de son signal de guidage classique, SLT-1/Slit. La coopération de SAX-3/Robo et
SDN-1/syndécan restera a étre confirmée par différentes approches. D’un point de vue génétique, une
déplétion tissu-spécifique de SAX-3/Robo pourrait permettre de surpasser la létalité embryonnaire et ainsi
d’analyser la perte totale de SAX-3/Robo dans un mutant sdn-1(zh20). Comme pour les récepteurs de la
Nétrine, suivre la localisation de SAX-3/Robo lors du développement de la cellule excrétrice permettra de
savoir si ces molécules peuvent interagir. Une possible interaction physique entre SAX-3/Robo et SDN-
1/syndécan pourrait étre indiquée par le crible de TurbolD (Branon et al., 2018) en cours de développement,
ou bien évaluée plus en profondeur grace a Alphafold2 (Jumper et al., 2021) et des expériences de co-

immunoprécipitation.
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4.8 Roéle des Rho GTPases dans la régulation des canaux surnuméraires

48.1 MIG-2/RhoG et CED-10/Racl : Un réle cellule autonome qui intervient dans la formation des
extensions surnuméraires

Avec ces travaux, nous montrons que les Rho GTPases interviennent dans la régulation du nombre
d’extensions dans la cellule excrétrice. Aucun des mutants affectant mig-2 n’entraine significativement le
défaut de canaux surnuméraires, qu’il s’agisse de gain ou de perte de fonction (Fig. 3.7B). Nous rapportons
cependant que la perte de mig-2 dans le double mutant nul sdn-1(zh20) mig-2(mu28) provoque une
suppression partielle du défaut de canaux surnuméraires, comparé au mutant simple sdn-1(zh20). On peut
voir cette suppression disparaitre lorsqu’on exprime I’ADN complémentaire de I’isoforme a de mig-2(+)
dans la cellule excrétrice (Fig. 3.7B). Ces résultats définissent un role de la Rho GTPase MIG-2/RhoG dans
la formation des extensions surnumeéraires qui se développent suite a la perte de sdn-1. De plus, nous
montrons ici que MIG-2/RhoG agit de maniére cellule autonome dans ce processus biologique, c¢’est-a-dire
depuis la cellule dans laquelle il est exprimé.

Identiquement, les mutants de ced-10 n’induisent pas le phénotype de canaux surnuméraires (Fig. 3.8B), a
I’exception de 1’allele ced-10(n3246) auquel je reviendrai plus tard. La perte de fonction de ced-10(n1993)
supprime aussi partiellement le défaut de canaux surnuméraires dans le double mutant ced-10(n1993); sdn-
1(zh20). Cette suppression disparait suite a I’expression de I’ADN complémentaire de I’isoforme b de ced-
10(+) depuis la cellule excrétrice (Fig. 3.8B). CED-10/Racl posséde donc une fonction identique a MIG-
2/RhoG dans ce contexte, c’est-a-dire d’étre impliqué dans la formation des extensions surnuméraires se
développant chez le mutant sdn-1(zh20) en agissant de maniére cellule autonome. La létalité engendrée par
la perte totale de ced-10 nous a obligé a utiliser le mutant ced-10(n1993). Pour rappel, la mutation présente
dans I’alléle ced-10(n1993) affecte le site de prénylation qui impacte la localisation membranaire de la Rho
GTPase (Norgaard et al., 2018). La localisation de CED-10/Racl a la membrane parait alors nécessaire a
son bon fonctionnement pour promouvoir la réorganisation du cytosquelette nécessaire au développement

de ces extensions surnuméraires.

482 MIG-2/RhoG et CED-10/Racl : Une nécessité d’alterner entre 1’état actif et inactif pour
fonctionner correctement

L’utilisation d’alléles entrainant 1’activation constitutive des Rho GTPases nous a permis de mieux

comprendre leur mode de fonctionnement ainsi que leur hiérarchie par rapport a SDN-1/syndécan lors de la

formation des extensions surnumeéraires. Les modifications présentes dans les Rho GTPases MIG-2(G16E)

(produite par ’allele mig-2(gm103)) et CED-10(G12V) inhibent I’activité GTPasique de ces interrupteurs

moléculaires, les bloquant ainsi dans leur conformation dite active, c’est-a-dire liée a du GTP (Alan et al.,
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2013). L’expression de MIG-2(G16E) ou CED-10(G12V) dans la cellule excrétrice de doubles mutants mig-
2(mu28) sdn-1(zh20) ou ced-10(n1993); sdn-1(zh20) respectivement, ne permet pas de sauver la
suppression du défaut de canaux surnuméraires aussi bien que le peuvent les copies sauvages mig-2(+) et
ced-10(+) (Fig. 3.7B et 3.8B). |l se pourrait alors que la forme constitutivement active de ces Rho GTPases
ne soit pas capable de pleinement endosser leur réle dans la régulation du nombre de canaux. A plusieurs
reprises, la nécessité des Rho GTPases a pouvoir alterner entre leur forme active et inactive pour pouvoir

fonctionner correctement a été soulevée (Kawauchi, 2003; Takano et al., 2015; Zipkin et al., 1997).

Encore une fois, les différences de capacité de sauvetage de la suppression du défaut de canaux
surnuméraires entre la version sauvage ou constitutivement active des Rho GTPases CED-10/Racl et MIG-
2/RhoG pourraient étre dues a la variabilité d’expression des transgénes et a leur niveau non physiologique.
Cependant, 1’alléle ced-10(knu268) combiné au mutant sdn-1(zh20) augmente fortement la pénétrance du
défaut de canaux surnuméraires, alors qu’il n’entraine pas ce défaut seul (Fig. 3.8B). Pour rappel, I’all¢le
ced-10(knu268) est produit par une substitution dans la région switch 1 et induit un exces de liaison de GTP,
provoquant non pas une activation constitutive de la protéine, mais la capacité d’auto-activation, appelée
également activation spontanée (Davis et al., 2013; Norgaard et al., 2018). Les conséquences de cette
mutation font que la RhoGTPase varie bien plus entre ses états d’activation et d’inactivation, et ne reste pas
bloquée dans un seul état. Ces résultats confirment notre hypothése que pour réguler la formation de canaux
surnuméraires, la Rho GTPase CED-10/Racl a besoin de pouvoir alterner entre son état d’activation et
d’inactivation. De plus, étant donné que ’activation spontanée de CED-10/Rac1 n’entraine pas de canaux
surnumeéraires en présence de la fonction normale de SDN-1/syndécan, on pense que SDN-1/syndécan vient
réguler des cibles en aval de CED-10/Racl de maniére a inhiber son activité procroissance dans la cellule
excrétrice. En lien avec ceci, il est intéressant de noter que lors de la différenciation musculaire chez
1’humain, syndécan-4 peut également inhiber ’activité de Racl (Szabo et al., 2022). A I’heure actuelle,
aucune mutation correspondante entrainant 1’activation spontanée de MIG-2/RhoG n’a été identifice.
Caractériser les Rho GEF régulant I’activité de cette GTPase (que je traite plus loin) et étudier ’effet de
leur modulation sur le réle de MIG-2/RhoG permettra de s’assurer d’un besoin d’étre activé et inactivé pour

fonctionner dans ce contexte.
4.8.3 L’allele ced-10(n3246) entraine un gain de fonction de CED-10/Racl dans le controle du nombre
de canaux

Sachant que CED-10/Racl est impliqué dans la formation des extensions surnumeéraires dans la cellule
excrétrice, nous pouvons mieux comprendre I’effet de 1’allele ced-10(n3246). Comme spécifié

précédemment, 1’allele ced-10(n3246) induit une perte de fonction pour CED-10/Racl dans certains
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contextes (Moody et al., 2024; Quinn et al., 2008; Reddien et Horvitz, 2000) mais un gain de fonction dans
d’autres (Locke et al., 2009; Shakir et al., 2006). Dans notre cas, ’allele ced-10(n3246) est le seul allele
simple de ced-10 a induire le phénotype de canaux surnuméraires (Fig. 3.8B). En comparaison, aucun des
alleéles provoquant une perte de fonction, qu’elle soit partielle ou totale, ou méme des formes dites
constitutivement active et spontanément active de CED-10/Rac1 n’entraine le défaut. Il semble donc que
I’alléle ced-10(n3246) entraine un gain de fonction de la Rho GTPase qui agirait potentiellement sur d’autres
aspects que son activation. Contrairement aux autres, cette forme de CED-10/Racl pourrait contourner
I’inhibition faite par la fonction normale de SDN-1/syndécan sur la formation de canaux surnuméraires. On
pourrait alors se demander si ce variant de protéine est capable d’interagir avec des partenaires dont la
version sauvage de CED-10/Rac-1 ne serait pas capable d’interagir en présence de SDN-1/syndécan. On
pense cependant que la version mutante produite par ced-10(n3246) agit toujours dans la méme voie que
SDN-1/syndécan, étant donné que la pénétrance du défaut de canaux surnuméraires dans le double mutant
ced-10(n3246); sdn-1(zh20) n’est pas significativement différente de celle du mutant simple sdn-1(zh20).
La mutation ced-10(n3246) est produite par une substitution d’un acide aminé dans un motif trés conservé
parmi les GTPases et qui pourrait étre impliqué dans les changements conformationnels de la GTPase suite
a la liaison au GTP (Reddien et Horvitz, 2000). Comprendre I’impact de cet alléle en fonction des contextes
s’avere crucial, étant donné 1’augmentation de son utilisation notamment pour 1’étude de la phagocytose et
du développement des phases précoces de la maladie de Parkinson (Cabello et al., 2014; Munoz-Juan et al.,
2024). Dans notre contexte, il serait intéressant d’exprimer de manicre transgénique la séquence codante
pour ced-10(n3246) dans des animaux sauvages et d’étudier la capacité a induire la formation de canaux

surnumeéraires. Ceci clarifierait si cette mutation est dominante négative, ou non.

4.8.4 MIG-2/I3h_oG et CED-10/Racl agissent indépendamment pour permettre la formation de canaux
surnumeraires

Bien que CED-10/Racl et MIG-2/RhoG aient des roles tres similaires dans la formation de canaux
surnuméraires et qu’elles soient connues pour étre redondantes dans de nombreux contextes (Section 1.2.24),
elles agissent ici de maniére indépendante. Plusieurs lignes d’évidence pointent vers cette direction. Tout
d’abord, 1’alléle nul mig-2(mu28) n’est pas capable de supprimer les défauts de canaux surnuméraires
induits par le gain de fonction ced-10(n3246) dans le double mutant ced-10(n3246); mig-2(mu28)
(Fig. 3.9A). Or, I’alléle nul mig-2(mu28) peut partiellement supprimer les défauts de canaux surnuméraires
dans le double mutant sdn-1(zh20) mig-2(mu28). Les résultats obtenus par le double mutant ced-10(n3246);
mig-2(mu28) suggérent que soit MIG-2/RhoG agit en amont de CED-10/Rac1, et donc que sa perte n’a pas
d’impact sur le gain de fonction de ced-10(n3246), soit que les deux Rho GTPase agissent independamment

I’une de ’autre. Cette deuxiéme hypothése est confirmée par le fait que I’ ARNi déplétant ced-10 accroit la
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suppression du défaut de canaux surnuméraires dans le double mutant nul sdn-1(zh20) mig-2(mu28)
(Fig. 3.9B). On comprend alors que les Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl ont des fonctions
distinctes pour permettre la formation de canaux surnuméraires dans la cellule excrétrice en absence de
SDN-1/syndécan. Des roles indépendants de ces GTPases ont déja été décrits dans d'autres contextes
développementaux chez C. elegans. L’importance de ced-10 mais pas de mig-2 dans la signalisation en aval
du récepteur UNC-40/DCC lors de la croissance axonale des neurones HSN et AVM (Gitai et al., 2003), ou
encore 1’action combinée de UNC-40/DCC et SAX-3/Robo sur MIG-2/RhoG dans une voie qui semble
indépendante de CED-10/Rac1 pour contrdler le guidage axonal des neurones HSN (Xu et al., 2015) en sont
des exemples. Enfin, CED-10/Racl et MIG-2/RhoG agiraient méme dans des voies paralléles et
indépendantes pour réguler le guidage axonal du neurone PDE et pour inhiber I’apparition de branches

ectopiques (Shakir et al., 2008).

4.8.5 Les potentielles Rho GEF régulant I’activité de MIG-2/RhoG et CED-10/Racl

Afin de mieux comprendre les dynamiques d’activation des Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl,
nous avons cherché a identifier les potentielles Rac GEF qui les régulent. Malgré 1’absence de redondance
des fonctions de MIG-2/RhoG et de CED-10/Racl dans la formation de canaux surnuméraires, nous nous
sommes penchés sur des Rho GEF connues pour réguler ces deux Rho GTPases spécifiquement. Par
exemple, la Rho GEF TIAM-1 régule MIG-2/RhoG et CED-10/Racl en aval du récepteur UNC-40/DCC
pour contrbler le développement du neurone PDE chez C. elegans. Ici, la perte de fonction tiam-1(tm1556)
n’a entrainé aucun défaut de morphologie des canaux surnuméraires (Fig. 3.10A). La non-intervention de
TIAM-1/Tiam1 dans la formation des canaux surnuméraires pourrait étre confirmée avec 1’utilisation d’une
perte de fonction totale de la protéine, tiam-1(syb4244) (Zhu et al., 2024), et en vérifiant 1’absence de
suppression du défaut dans le double mutant tiam-1(syb4244); sdn-1(zh20). Cependant, la quasi-absence de
transcrit de tiam-1 observée lors du développement de la cellule excrétrice ((Packer et al., 2019), Fig. A.6A)

va dans le méme sens que nos résultats.

Le mutant unc-73(rh40) a montré le défaut de canaux surnuméraires, méme si de maniére non significative
(Fig. 3.10A), ainsi que le défaut de canaux manquants (Fig. A.6B), que I’on retrouve également pour les
pertes de fonction de mig-2 et ced-10. L’alléle unc-73(rh40) supprime 1’activit¢ GEF qui est spécifique aux
Rac GTPases, c’est-a-dire CED-10/Racl et MIG-2/RhoG (Lundquist et al., 2001; Steven et al., 1998;
Struckhoff et Lundquist, 2003), signifiant que UNC-73/Trio pourrait réguler au moins une de ces deux
GTPases dans ce mécanisme. De plus, la déplétion partielle de unc-73 par ARNi supprime partiellement le
défaut de canaux surnuméraires chez le mutant sdn-1(zh20), signifiant que cette Rho GEF intervient aussi

dans la formation des extensions surnuméraires entrainée par la perte de sdn-1. Le méme traitement d'ARNi
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déplétant unc-73 dirigé contre les doubles mutants ced-10(n1993); sdn-1(zh20) et mig-2(mu28) sdn-1(zh20)
montre une augmentation de la suppression des canaux surnuméraires, ce qui voudrait dire que UNC-
73/Trio ne contréle ni uniqguement MIG-2/RhoG, ni uniquement CED-10/Racl. Cependant, ces résultats ne
nous permettent malheureusement pas d’identifier avec précision les cibles spécifiques de cette Rho GEF.
Pour cela, il faudra explorer plus en profondeur la fonction du domaine Rac GEF spécifique de UNC-73/Trio
dans la voie de SDN-1/syndécan avec un double mutant unc-73(rh40); sdn-1(zh20) (actuellement en cours
de construction). De plus, il faudra caractériser le rdle de la GTPase RAC-2 dans ce contexte, car elle peut
avoir des fonctions tres similaires @ CED-10/Racl (Lundquist et al., 2001; Reiner et Lundquist, 2018), et
pourrait d’ailleurs étre régulée par le domaine Rac GEF spécifique de UNC-73/Trio (Lundquist et al., 2001).
Finalement, RHO-1/RhoA devra étre évaluée dans ce contexte puisqu’elle est également une cible
potentielle de UNC-73/Trio (Debant et al., 1996; Hu et al., 2011; Marcus-Gueret et al., 2012; Spencer et
al., 2001), mais surtout par ce qu’a I’heure actuelle, RHO-1/RhoA compte parmi les seuls éléments identifiés
a faire partie de la voie d’inhibition de la spécification axonale dans les neurones de 1I’hippocampe pour

assurer le développement d’un seul axone (Takano et al., 2015).

4.8.6 CDC-42 inhibe la formation d’extensions surnuméraires avec SDN-1/syndécan

Avec de I’ARNI dirigée contre le gene cdc-42, nous avons montré que la Rho GTPase CDC-42/Cdc42 est
impliquée dans I’inhibition de la formation des canaux surnuméraires. Contrairement a ced-10 et mig-2, la
déplétion de cdc-42 méne a la formation de canaux surnuméraires de maniére significative (Fig. 3.10C). De
plus, CDC-42/Cdc42 semble agir ici dans laméme voie que SDN-1/syndécan puisque la déplétion par ARNi
de cdc-42 n’augmente pas le défaut de canaux surnuméraires dans le mutant sdn-1(zh20) (Fig. 3.10C). CDC-
42/Cdc42 a été rapporté comme étant impliqué dans la polarité apicale et la fusion vésiculaire a la lumiére
des canaux de la cellule excrétrice pour assurer la bonne croissance des canaux pendant le développement
(Abrams et Nance, 2021; Lant et al., 2015). 1l serait donc possible que SDN-1/syndécan régule via cette
Rho GTPase, ou inversement, des mécanismes au niveau de la membrane apicale, pour pouvoir inhiber la
formation de canaux surnuméraires. Par ailleurs, CDC-42/Cdc42 agit en aval du récepteur UNC-40/DCC
et controle I’activation des Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl pour réguler la formation des
protrusions du cbne de croissance dans le neurone PDE (Demarco et al., 2012). |l serait alors intéressant
d’étudier le degré d’interaction entre tous ces acteurs dans la régulation du nombre de canaux, comme je le

propose dans la partie suivante.

4.8.7 Perspectives sur les Rho GTPases

Afin de continuer le déchiffrage de ce mécanisme permettant 1’inhibition de la formation d’un trop grand

nombre d’extensions, il faudra explorer plus en profondeur la relation entre les Rho GTPases CED-10/Rac1,
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MIG-2/RhoG et CDC-42/Cdc42, SDN-1/syndécan, ainsi que les récepteurs de guidage dont nous avons mis
en évidence I’implication. Nous avons montré que les récepteurs UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC pourraient
agir en aval de SDN-1/syndécan, leur version active pouvant supprimer les défauts des mutants sdn-1(zh20),
et que le récepteur SAX-3/Robo semble agir dans la méme voie que SDN-1/syndécan. MIG-2/RhoG et
CED-10/Rac1 sont importantes pour la formation d’extensions surnuméraires développées suite a la perte
de SDN-1/syndécan, et ce dernier pourrait inhiber des cibles en aval de CED-10/Racl pour empécher la
formation des canaux surnuméraires. Comme expliqué précédemment (section 1.2.2.3), les Rho GTPases
peuvent agir en aval des HSPG, des récepteurs de guidage, et méme en amont de ceux-ci (section 1.2.2.5,
Fig. 4.1B). Etudier I’interaction entre ces Rho GTPases et ces récepteurs de guidage pourrait clarifier la
hiérarchie et nous permettre de savoir si tous ces membres agissent dans une voie commune sous SDN-
1/syndécan ou bien en plusieurs voies distinctes, toutes reliées a SDN-1/syndécan. Pour cela, la construction
de doubles et triples mutants avec des alléles de perte de fonction, mais aussi 1’utilisation des versions
constitutivement actives des récepteurs de guidage ou des Rho GTPases aiderait a mieux comprendre les
connections génétiques en jeu. Par ailleurs, le crible d’interacteurs potentiels par TurbolD de la région
intracellulaire de SDN-1 permettrait de valider des cibles directes de cet HSPG et aider ainsi a comprendre

davantage les degrés d’interaction entre ces différentes molécules.

En outre, il a été démontré que la localisation des récepteurs de guidage dans une cellule impacte grandement
sa morphogenese et serait méme un événement clé dans la polarisation neuronale (Adler et al., 2006;
Limerick et al., 2018; Niftullayev et Lamarche-Vane, 2019). Les Rho GTPases comme MIG-2/RhoG et
CED-10/Racl peuvent agir en amont des récepteurs de guidage tels que SAX-3/Robo, UNC-40/DCC ou
encore UNC-5/Unc5, soit en régulant leur fonction (Levy-Strumpf et al., 2015), soit en régulant leur
localisation (Levy-Strumpf et Culotti, 2007; Watari-Goshima et al., 2007). L’utilisation des formes
constitutivement active ou spontanément active des récepteurs MYR::UNC-40 et MYR::UNC-5 ou des Rho
GTPases pourrait apporter de la lumiére sur leur degré de relation et leur hiérarchie relative. D’un autre coté,
suivre la localisation des récepteurs de guidage lors du développement de la cellule excrétrice chez des
animaux sauvages et mutants pour les Rho GTPases pourrait nous renseigner sur la potentielle régulation

spatiale des récepteurs par ces interrupteurs moléculaires.

Finalement, les cibles en aval de la voie des Rho GTPases, si ce n’est les récepteurs de guidage, pourraient
étre explorées afin de continuer la caractérisation du mécanisme permettant a une cellule polarisée de
controler le nombre d’extensions qu’elle met en place. Parmi celles identifiées dans la littérature, la
régulation de la dynamique du cytosquelette pourrait impacter la morphogénese cellulaire. Par exemple, le

complexe de nucléation d’actine Arp2/3 et la protéine d’adhésion a 1’actine UNC-115/abLim sont les plus
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récurrents dans la voie de signalisation médiée par CED-10/Racl et MIG-2/RhoG pour réguler le
développement neuronal, en modulant les dynamiques d’assemblage du cytosquelette dans les cones de
croissance (Lundquist et al., 1998; Shakir et al., 2008; Struckhoff et Lundquist, 2003; Yang et Lundquist,
2005).

4.9  Un mécanisme garantissant la formation des quatre canaux canoniques de la cellule excrétrice

Au cours de nos travaux, nous avons documenté un phénotype qui accompagnait souvent le défaut de canaux
surnumeraires : 1’absence d’au moins un des quatre canaux « hormaux » de la cellule excrétrice, que nous
appelons ici canaux canoniques. Le défaut de canaux manquants a déja été rapporté dans la littérature
(Abrams et Nance, 2021; Johnson et al., 2006; Knop et al., 2024; Marcus-Gueret et al., 2012) et est associé
dans I’ensemble des cas a des défauts de croissance des canaux. Jusqu’alors, a I’exception de DGN-
1/dystroglycan (Johnson et al., 2006), aucune observation simultanée de canaux manquants et de canaux
surnuméraires n’a été faite. Cela informe donc que les perturbations mécanistiques a la base de 1’apparition
du défaut de canaux manquants peuvent étre indépendantes de la présence de canaux surnuméraires. A
I’inverse, nous avons constaté que la majorité des mutants entrainant le défaut de canaux surnuméraires
montrent aussi a un certain degré le défaut de canaux manquants, ainsi qu’une diminution variable de la
longueur des canaux. Cela pourrait signifier que (1) les mécanismes régulant la formation des canaux
canoniques et des canaux surnuméraires demandent tous les deux le contréle de la croissance des canaux ou
(2) que les deux mécanismes sont indépendants, mais qu’ils mettent en jeu les mémes interacteurs. La
nécessité de contrdler la croissance des extensions pour permettre la bonne polarisation des cellules n’est
pas une théorie nouvelle (Takano et al., 2015) et nous pensons que la réalité pourrait se trouver a mi-chemin
entre ces deux hypothéses. Il est alors difficile de savoir si dans une souche montrant certains animaux avec
des canaux manquants et d'autres animaux avec des canaux surnumeéraires, les problémes mécanistiques a
la base de ces deux défauts sont les mémes. Nous avons cependant remarqué des différences dans la
régulation des canaux surnuméraires et des canaux manquants, que nous allons détailler et essayer de

comprendre ici.

4.9.1 SDN-1/syndécan régule spécifiqguement les canaux manguants

Nous retrouvons dans les mutants sdn-1(zh20) la présence du défaut de canaux manquants, et c’est le seul
mutant du corps protéique des HSPG classiques a induire significativement ce défaut (Fig. A.1E). SDN-
1/syndécan, dont la perte de fonction résulte dans ce défaut de canaux manquants, agirait depuis la cellule
excrétrice pour assurer le développement des canaux canoniques, puisque 1I’expression de copies sauvages
de sdn-1(+) depuis cette cellule sauve le phénotype (Fig. A.2D). La surexpression de nombreuses copies

sauvages de sdn-1(+) depuis la cellule excrétrice a un effet inverse, augmentant considérablement la
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pénétrance du défaut de canaux manquants (Fig. A.2C-D). S’accompagne a ce défaut une diminution de la
longueur des canaux ainsi que I’apparition de larges vacuoles (Fig. A.2C) représentatives d’un probléme de
fusion vésiculaire et de formation de la lumiere (Abrams et Nance, 2021). Il s’avére alors que dans la cellule
excrétrice, SDN-1/syndécan inhibe la croissance des canaux, possiblement en agissant au niveau de la
lumiere. Nous ne pensons néanmoins pas que SDN-1/syndécan contrdle le nombre de canaux dans la cellule
excrétrice uniquement via la régulation de la croissance des canaux. En effet, un exces de croissance des
canaux peut se traduire par des canaux plus longs qu’a la normale (Marcus-Gueret et al., 2012), un
phénotype bien différent de la formation de canaux surnuméraires, et que nous n’observons pas dans le
mutant sdn-1(zh20). 1l se pourrait alors que SDN-1/syndécan régule la croissance des canaux ainsi qu’un

autre aspect de la polarisation cellulaire qui lui permette d’inhiber la formation de canaux surnuméraires.

L’expression de copies sauvages de lon-2(+), qui code pour I’HSPG glypican, depuis la cellule excrétrice
permet de sauver partiellement le phénotype de canaux surnuméraires chez le mutant sdn-1(zh20) (Fig. 3.3C)
sans impacter la pénétrance du défaut de canaux manquants (Fig. A.2l). LON-2/glypican semble alors
pouvoir compenser la perte de SDN-1/syndécan dans la régulation de canaux surnuméraires, mais pas des
canaux manquants, indiquant une indépendance des deux phénotypes. D’un autre co6té, cette méme
expression de lon-2(+) dans la cellule excrétrice d’animaux sauvages induit le défaut de canaux manquants
de maniere significative (Fig. A.2H). L’expression de lon-2(+) depuis la cellule excrétrice est alors capable
d’induire le défaut de canaux manquants qui ne supplémentent pas ceux induits par la perte de sdn-1,
insinuant que SDN-1/syndécan est ’HSPG central qui contrdle la formation des quatre canaux canoniques

de la cellule excrétrice.

4.9.2  Les récepteurs de guidage régulent aussi la formation des canaux canoniques

La majorité des mutants affectant la voie de UNC-6/Nétrine induit aussi le défaut de canaux manquants,
excepté pour les mutants de UNC-40/DCC. Cela signifie que le signal de guidage UNC-6/Nétrine et le
récepteur UNC-5/Unc5 sont importants pour la formation des quatre canaux canoniques de la cellule
excrétrice, comme identifié précédemment (Hedgecock et al., 1990). D’un autre c6té, le mutant sax-3(ky123)
montre aussi le défaut de canaux manquants, suggérant sa participation a ce mécanisme qui assure la
formation d’au moins quatre canaux. La pénétrance du défaut de canaux manquants chez tous ces mutants
étant trés basse, il est malheureusement plus difficile de conclure avec certitude de ’interaction génétique

entre ces différentes protéines en se basant sur nos analyses.

Concernant les récepteurs myristoylés considérés comme constitutivement actifs (Gitai et al., 2003; Norris
et al., 2014), I’expression de MYR::UNC-5 et/ou MYR::UNC-40 ne suffit pas a induire le phénotype de
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canaux manguants chez les vers sauvages (Fig. A.4B-E). L’expression de MYR::UNC-40 chez les mutants
sdn-1(zh20) induit cependant une augmentation significative de la pénétrance du défaut de canaux
manquants (Fig. A.4F), qui ne dépend pas de la présence de unc-5. En gardant a 1’esprit les potentiels
problémes qui peuvent étre attribués a 1’expression multicopies de transgénes, il semblerait qu’en absence
de SDN-1/syndécan uniquement, la partie intracellulaire de UNC-40/DCC soit capable d’inhiber la
formation des quatre canaux de la cellule excrétrice d’une maniere indépendante de UNC-5/Unc5. Cela
placerait SDN-1/syndécan comme inhibiteur de cible(s) en aval du récepteur UNC-40/DCC dans le
mécanisme assurant la formation des canaux canoniques, ou bien indiquerait que la perte de SDN-
1/syndécan crée un environnement plus propice a la formation de canaux manquants par ’activation de
UNC-40/DCC. Il se pourrait aussi que les défauts mécanistiques induits par I’activation constitutive de ces
récepteurs sur les canaux manquants soient différents, ou méme impactent un mécanisme différent de celui
touché par la perte de fonction des géenes unc-5 et unc-40. Comme dit précédemment, les récepteurs
myristoylés n’ont pas leur partie extracellulaire qui pourrait jouer un réle important dans la spécification de
leur fonction. Par conséquent, les phénotypes induits par leur expression pourraient sortir du cadre des

fonctions physiologiques de ces récepteurs.

4.9.3 Les Rho GTPases interviennent aussi dans la régulation des canaux canoniques
49.3.1 MIG-2/RhoG est potentiellement redondante a SDN-1/syndécan

Tous les alléles impactant la fonction, perte et gain confondus, de MIG-2/RhoG induisent le défaut de
canaux manquants (Fig. A.5B), signifiant que la fine régulation de cette Rho GTPase est nécessaire pour le
bon développement des canaux canoniques. La pénétrance du défaut de canaux manquants du double mutant
mig-2(mu28) sdn-1(zh20) est supérieure a la somme des pénétrances des deux mutants simples, ce qui
montre une synergie de ces deux protéines (Fig. A.5B). La synergie peut témoigner d’une redondance entre
des génes, de la sensibilisation d’une mutation pour I’effet de I’autre ou encore de deux voies qui convergent
a un point donné (Perez-Perez et al., 2009). Il se pourrait alors que dans ce contexte, contrairement a
I’inhibition de la formation de canaux surnuméraires, SDN-1/syndécan et MIG-2/RhoG agissent dans des

voies indépendantes, mais redondantes.

4.9.3.2 CED-10/Racl est potentiellement redondante a SDN-1/syndécan

Aucun des alléles affectant ced-10 étudié ici n’entraine le défaut de canaux manquants a part ced-10(rp100)
(Fig. A.5C), qui a I’air d’agir comme un all¢le gain de fonction dans notre contexte. Il est intéressant de
noter que parmi ces alléles n’entrainant pas le défaut de canaux manquants de maniére significative, on

retrouve ced-10(n3246), qui engendre des canaux surnuméraires. Bien que les conséquences de ce gain de
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fonction de CED-10/Racl ne soient pas bien comprises ici, la perturbation du mécanisme inhibant la
formation de canaux surnuméraires semble avoir lieu sans affecter celui controlant la formation des canaux

canoniques. C’est un des arguments majeurs qui nous oriente vers une indépendance des deux mécanismes.

Le fait que I’alléle nul ced-10(n3417) n’entraine pas le défaut de canaux manquants pointe soit vers
I’hypothese que CED-10/Racl n’a pas de role dans la mise en place des quatre canaux canoniques de la
cellule excrétrice, soit qu’une ou plusieurs autres molécules ont ici une fonction redondante a celle-ci. Il
faut cependant garder a ’esprit que 1’alléle nul ced-10(n3417) entraine des défauts qui peuvent étre sauvés
maternellement. En effet, les vers homozygotes mutants ced-10(n3417) meurent au stade embryonnaire,
sauf s’ils descendent d’un ver hétérozygote ced-10(n3417)/+, auquel cas les copies sauvages de ced-10(+)
transmises par la mére (probablement de I'ARN messager) au début du développement embryonnaire sont
suffisantes pour assurer le développement de la descendance. Les vers ced-10(n3417) analysés dans cette
étude proviennent de parents hétérozygotes, ce qui pourrait induire un masquage de I’effet réel de la perte
totale de ced-10 sur le défaut de canaux manquants. Une déplétion tissue-spécifique de ced-10 chez la mere
et tot lors du développement, comme avec le systeme ZIF-1 et le marquage de CED-10 avec un dégron
(Schwartz et al., 2023), permettrait de confirmer ou non I’implication de cette Rho GTPase dans la mise en

place des canaux canoniques de la cellule excrétrice.

Comme pour MIG-2/RhoG, le double mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20) montre un effet synergique
puisque la pénétrance du double mutant dépasse nettement la somme des simples mutants (Fig. A.5C).
D’autant plus que 1’alléle ced-10(n1993) n’entraine qu’une perte de fonction partielle de la protéine. On ne
peut pas conclure avec certitude sur le degré d’interaction de ces deux protéines. La synergie pointe toutefois

vers une redondance entre elles.

4.9.3.3 MIG-2/RhoG et CED-10/Racl nécessitent une fine régulation depuis la cellule excrétrice

L’augmentation de la pénétrance du défaut de canaux manquants dans les doubles mutants mig-2(mu28)
sdn-1(zh20) et ced-10(n1993); sdn-1(zh20) est sauvée par I’expression de copies sauvages de mig-2(+) et
ced-10(+), signifiant ’action cellule autonome des Rac GTPases pour assurer la formation d’au moins
quatre canaux (Fig. A.5B-C). L’expression des versions constitutivement actives mig-2(G16E) et ced-
10(G12V) dans les souches susmentionnées ne permet pas le sauvetage du défaut de canaux manquants
(Fig. A.5B-C). Cela suggere donc que pour assurer la formation d’au moins quatre canaux dans la cellule
excrétrice, MIG-2/RhoG et CED-10/Racl doivent aussi pouvoir alterner entre leur état actif et inactif. De
plus, la présence du défaut de canaux manquants dans le simple mutant mig-2(gm103=G16E) confirme que

I’activation constitutive altére la fonction de la protéine et invalide ainsi la théorie que ceci serait di a
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I’approche d’expression transgénique. Finalement, I’utilisation de la version constitutivement active CED-
10(G12V) nous apprend plus de choses. D’un c6té, I’expression de CED-10(G12V) dans la cellule
excrétrice d’animaux mutants sdn-1(zh20) n’affecte pas la pénétrance du défaut de canaux surnuméraires,
mais augmente celle du défaut de canaux manquants (Fig. A.5E-F). De I’autre, 1’expression de CED-
10(G12V) dans le double mutant ced-10(n1993); sdn-1(zh20) permet de sauver le défaut de canaux
surnumeraires (Fig. 3.8B), mais pas celui de canaux manquants (Fig. A.5C). Ces deux résultats pointent

vers une indépendance des deux mécanismes.

Quant a I’allele ced-10(knu268), qui entraine une activation spontanée de la protéine, il n’induit pas le défaut
de canaux manquants — ni dans le simple mutant ni dans le double avec sdn-1(zh20) (Fig. A.5C).
L’activation spontanée de CED-10/Racl permet probablement la fonction de la GTPase nécessaire pour
assurer la formation d’au moins quatre canaux excréteurs, mais pas sa fonction dans 1’inhibition de la

formation des canaux surnuméraires. Ceci pointe une fois de plus vers I’indépendance des deux mécanismes.

4.9.3.4 MIG-2/RhoG et CED-10/Racl sont redondantes dans la formation des canaux canoniques

L’étude de Il’interaction entre MIG-2/RhoG et CED-10/Racl a permis de montrer que ces deux
Rho GTPases semblent avoir une fonction redondante dans le mécanisme assurant la formation d’au moins
quatre canaux. Le double mutant nul ced-10(n3417); mig-2(mu28) entraine une pénétrance du défaut de
canaux manquants incomparablement plus haute que la somme des pénétrances des mutants simples,
révélant ainsi une synergie dans leur fonction (Fig. A.5G). Le fait que I’alléle ced-10(n3417) puisse étre
sauvé par les copies maternelles sauvages de ced-10 pourrait étre une explication concevable de cette
accentuation de la pénétrance du défaut de canaux manquants. Effectivement, la perte de mig-2 pourrait
créer un fond génétique plus sensible, capable de perturber le sauvetage de la perte de ced-10 par les copies
maternelles. Cependant, la déplétion par ARNi de ced-10 montre une augmentation accentuée du défaut de
canaux manquants dans les mutants mig-2(mu28) et mig-2(mu28) sdn-1(zh20) (Fig. A.5H), confirmant
I’hypothése selon laquelle CED-10/Racl et MIG-2/RhoG ont une fonction synergique et probablement

redondante afin d’assurer la formation d’au moins quatre canaux.

Par ailleurs, il a été récemment rapporté (Arena et al., 2022) que le double mutant nul ced-10(n3417); mig-
2(mu28) montre un effet cumulatif sur la pénétrance du défaut de canaux plus courts que les canaux observés
dans les simples mutants. CED-10/Rac1 et MIG-2/RhoG agissent alors dans des voies séparées pour réguler
la croissance des canaux de la cellule excrétrice. De plus, nous avons précédemment montré que CED-
10/Racl et MIG-2/RhoG agissent aussi indépendamment dans 1’inhibition de la formation de canaux

surnuméraires. Cela témoigne du fait que le mécanisme assurant la formation d’au moins quatre canaux
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dans la cellule excrétrice, ou CED-10/Racl et MIG-2/RhoG sont redondantes, ne semble pas complétement

dépendre de la croissance des canaux, ni du mécanisme inhibant la formation des canaux surnumeéraires.

4.9.4 Roéles des GEF UNC-73/Trio et TIAM-1/Tiam1 dans la régulation des canaux principaux

Parmi les Rho GEF testées, nous avons montré que UNC-73/Trio est impliqué dans la formation des quatre
canaux principaux de la cellule excrétrice. De fait, le mutant unc-73(rh40) induit le défaut de canaux
manqguants (Fig. A.6B). Plus précisément, compte tenu de la nature de la mutation, I’activité Rac GEF
spécifique parait importante pour la formation des quatre canaux. D’un autre c6té, vu qu’aucun phénotype
visible n’ait été observé dans le mutant tiam-1(tm1556) (Fig. A.6B), TIAM-1/Tiam1 ne s’avére pas impliqué
dans la formation des canaux. Une fois de plus, I’utilisation d’un alléle nul comme tiam-1(syb4244) (Zhu et
al., 2024) permettra de confirmer la non-intervention de cette GEF dans ce contexte. Cependant, le double
mutant unc-73(rh40) tiam-1(tm1556) montre une légére suppression, significative, du défaut de canaux
manguants comparé au mutant simple unc-73(rh40) (Fig. A.6B). Il se pourrait alors que TIAM-1/Tiam-1
joue tout de méme un réle dans le mécanisme assurant la formation de quatre canaux et dans la méme voie
que UNC-73/Trio. Il est par ailleurs intéressant de noter que la pénétrance du mutant unc-73(rh40), qui
supprime I’activité Rac GEF spécifique de UNC-73/Trio, est moindre que celle du double mutant nul ced-
10(n3417); mig-2(mu28). On peut en conclure que si UNC-73/Trio régule I’'une et/ou 1’autre Rac GTPase
via son activité GEF, elle n’est probablement pas la seule a réguler leur activation afin de maintenir la

formation des canaux canoniques dans la cellule excrétrice.

495 CDC-42/Cdc42 régule la formation des quatre canaux canoniques

L’ARNi que nous avons effectué contre les transcrits de cdc-42 pour évaluer son implication dans le
mécanisme inhibant la formation de canaux surnuméraires nous a révélé que cette Rho GTPase régule aussi
la formation des quatre canaux canoniques de la cellule excrétrice. En effet, I’ ARNi contre cdc-42 entraine
le défaut de canaux manquants dans les animaux sauvages et augmente méme significativement ce défaut
dans le mutant simple sdn-1(zh20), comparé aux animaux nourris avec le vecteur contrdle (Fig. A.6C). Cette
augmentation significative pointe vers un réle indépendant de CDC-42/Cdc42 et SDN-1/syndécan dans la
régulation des quatre canaux canoniques de la cellule excrétrice, ce qui en fait un point de divergence
supplémentaire avec le mécanisme régulant la formation de canaux surnuméraires, ou ils semblent agir

ensemble.
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4.9.6  Théories sur la régulation de la mise en place des canaux canoniques de la cellule excrétrice

Au cours de ces travaux, nous avons montré 1’existence d’un mécanisme assurant la formation d’au moins
quatre canaux dans la cellule excrétrice. Ce mécanisme met en jeu I’HSPG SDN-1/syndécan, le signal de
guidage UNC-6/Nétrine ainsi que les récepteurs de guidage SAX-3/Robo, UNC-5/Unc5 et UNC-40/DCC
et les Rho GTPases MIG-2/RhoG, CED-10/Rac1l ainsi que CDC-42/Cdc42. Toutes les molécules mises en
évidence ici se montrent comme promouvant la formation des canaux canoniques de la cellule excrétrice, a
I’exception de UNC-40/DCC dont ’activation induit I’apparition du défaut de canaux manquants. Nous
avons révélé la redondance entre les Rho GTPases MIG-2/RhoG et CED-10/Racl pour permettre la
formation d’au moins quatre canaux et possiblement une plus faible redondance de ces Rho GTPases avec
SDN-1/syndécan dans ce méme contexte. Finalement, nous avons révélé le role de la Rho GTPase CDC-

42/Cdc42 qui n’a pas I’air d’agir avec SDN-1/syndécan pour réguler ce mécanisme.

Il existe encore de nombreuses lacunes dans la compréhension de ce mécanisme, notamment au niveau de
I’interaction entre toutes ces molécules, qui devront étre abordées afin d’approfondir les connaissances sur
les moyens que possedent les cellules polarisées pour controler exactement le nombre d’extensions qu’elles
mettent en place lors du développement. Nous avons néanmoins montré, et a de nombreuses reprises, que
le mécanisme régulant la formation des canaux canoniques de la cellule excrétrice et celui inhibant la
formation de canaux surnuméraires sont au moins partiellement indépendants I’un de 1’autre. Par ailleurs,
nous avons abordé le fait que le mécanisme permettant la formation des canaux canoniques de la cellule
excrétrice pourrait aussi étre indépendant de la croissance des canaux, ce qui n’avait pas encore été envisageé.
On pourrait également penser que 1’apparition du défaut de canaux manquants provient de différentes
origines mécanistiques qui pourraient toucher a la croissance des canaux, mais aussi possiblement a des
mécanismes de polarisation cellulaire plus précoces. Prendre en compte dans de futurs travaux le défaut de
canaux manquants dans la cellule excrétrice indépendamment de la longueur des canaux constituerait un

premier pas pour une meilleure compréhension de tels mécanismes.
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Figure 4.1. Résumé graphique et hypothéses

(A) Représentation graphique des résultats présentés dans cette thése. Ces travaux placent SDN-1/syndécan au centre

du contrdle de la formation d’extensions surnuméraires dans la cellule excrétrice. SDN-1/syndécan semble coopérer
avec les récepteurs de guidage UNC-5/Unc5, UNC-40/DCC ou SAX-3/Robo. UNC-5 nécessiterait la présence de
UNC-40 pour inhiber la formation de canaux surnuméraires tandis que UNC-40 peut jouer un réle indépendant de
UNC-5. Dans la cellule, SDN-1/syndécan inhibe la fonction des Rho GTPases CED-10/Racl et MIG-2/RhoG, qui
stimulent la formation d’extensions surnuméraires de maniére indépendante 1’une de I’autre. SDN-1/syndécan agit
également dans la méme voie que la Rho GTPase CDC-42/Cdc42 qui inhibe la formation de ces extensions
surnuméraires. (B) Représentation graphique de trois scénarios possibles sur les interactions entre SDN-1/syndécan,
les récepteurs de guidage et les Rac GTPases dans ce mécanisme, basée sur la littérature. (1, vert) SDN-1/syndécan
pourrait réguler 1’activation des récepteurs de guidage, par exemple en modulant 1’interaction avec leur ligand ou en
favorisant la formation de certains complexes de récepteurs (Finci et al., 2014; Priest et al., 2024). Cette activation
pourrait mener a la régulation des Rho GTPases CED-10/Rac1 et MIG-2/RhoG (Reiner et Lundquist, 2018) de maniére
a limiter la formation des canaux excréteurs. (2, jaune) SDN-1/syndécan pourrait interagir directement avec les Rho
GTPases CED-10/Racl et MIG-2/RhoG (Bass et al., 2007; Bass et al., 2011; Keller-Pinter et al., 2017). Leur fine
régulation permettrait alors le contrdle de la localisation des récepteurs de guidage a la membrane plasmique (Levy-
Strumpf et Culotti, 2007; Watari-Goshima et al., 2007) pour limiter la formation du nombre de canaux dans la cellule.
(3, bleu) SDN-1/syndécan intervient dans la voie des récepteurs de guidage et dans la régulation des Rho GTPases de
maniére indépendante 1’une de 1’autre pour limiter le nombre de canaux développés.
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CONCLUSION

La question de savoir comment les cellules polarisées régulent le nombre d'extensions qu'elles forment au
cours de leur développement demeure un probleme non résolu en biologie développementale. Ces travaux
mettent en évidence un mécanisme qui permet d'inhiber la formation excessive d'extensions dans la cellule
excrétrice du modele biologique C.elegans. La synthése des chaines HS et leur modification post-
traductionnelle jouent un réle clé dans le contréle du nombre approprié d'extensions, non seulement dans
les neurones AVM et HSN, mais aussi dans la cellule excrétrice, une cellule épithéliale partageant plusieurs
mécanismes de développement avec les neurones. Nous démontrons ici que I'HSPG hautement conservé
SDN-1/syndécan agit comme un coordinateur majeur lors d’événements morphogénétiques, en régulant le
nombre de canaux dans la cellule excrétrice. En effet, chez les animaux mutants pour sdn-1, des canaux
surnuméraires se développent simultanément et présentent une architecture de cytosquelette similaire a celle
des canaux canoniques de la cellule excrétrice. Dans ce contexte, SDN-1/syndécan semble exercer son effet
de fagon cellule autonome, et possiblement via ses chaines HS, pour controler le nombre d'extensions
cellulaires. Bien que les génes codant pour les HSPG glypicans (lon-2 et gpn-1) ne paraissent pas réguler
directement le nombre d'extensions dans la cellule excrétrice, leur surexpression montre un effet
compensatoire a la perte de sdn-1 dans ce mécanisme. SDN-1/syndécan interagit avec les récepteurs de
guidage UNC-40/DCC et UNC-5/Unc5, une interaction génétique qui est, & ma connaissance, démontrée
ici pour la premiére fois. Par ailleurs, nous montrons que le récepteur SAX-3/Robo limite aussi le nombre
de canaux excréteurs, potentiellement dans la méme voie que SDN-1/syndécan. Au sein de la cellule, SDN-
1/syndécan semble inhiber des cibles en aval des Rho GTPases CED-10/Racl et peut-étre MIG-2/RhoG,
modulant ainsi le nombre d'extensions formées par la cellule excrétrice. Ces Rho GTPases régulent le
cytosquelette de maniere cellule autonome et sont nécessaires a la formation des extensions surnuméraires
dans le mutant sdn-1. De méme, la Rho GTPase CDC-42/Cdc42 joue un rble dans ce mécanisme, puisqu’elle

inhibe la formation de ces extensions dans la méme voie de signalisation que SDN-1/syndécan (Fig. 4.1A).

Ces travaux ont également révélé I’existence d’un mécanisme qui régule la formation des quatre canaux
canoniques de la cellule excrétrice, assurant la formation d’au moins quatre canaux chez le type sauvage.
Ce mécanisme parait au moins partiellement indépendant de celui inhibant la formation des canaux
surnuméraires résumé ci-dessus, voire indépendant des mécanismes régulant la croissance des canaux.
L’indépendance entre un mécanisme promouvant la formation des canaux canoniques et d’un autre inhibant
la formation de canaux surnuméraires pourrait se rapprocher des boucles de rétrocontréles permettant la
spécification axonale dans les neurones hippocampiques cultivés in vitro (Takano et al., 2015). En effet, il

existe des boucles positives qui favorisent la spécification d’un neurite immature en axone (qui
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s’apparenterait au mécanisme induisant la formation des canaux canoniques de la cellule excrétrice ici), et
des boucles négatives qui inhibent la spécification de plusieurs axones (similaires a 1’inhibition de la
formation d’un trop grand nombre de canaux dans la cellule excrétrice). Dans ce contexte neuronal, les
boucles positives et négatives pourraient étre reliées a certains niveaux, mais semblent aussi passer par des

voies indépendantes (Takano et al., 2019; Takano et al., 2015).

Il existe une forte conservation évolutive des molécules impliquées dans la polarisation, a la fois entre les
différentes espéces et entre les différents types cellulaires (Naturale et al., 2023; Pellettieri et Seydoux, 2002;
Wilson et al., 2022). Etant donné cette conservation et le fait que la perturbation de la synthése des chaines
HS est reliée a la formation d’extensions surnuméraires dans différents types cellulaires, comme les
neurones AVM et HSN, nous pensons que ce modeéle pourrait servir de base pour élargir notre
compréhension de la relation entre la polarisation cellulaire et la morphogenése dans divers types cellulaires.
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Figure A.1. Informations relatives & la figure 3.1

(A-B) Niveaux d’expression relatifs (en Unité Arbitraire) des enzymes de modification des chaines HS, de ’enzyme
de synthése des chaines CS (A) et des corps protéiques des HSPG (B) spécifiquement au cours du développement de
la cellule excrétrice. Ces données ont été acquises par la mesure du transcriptome a 1’échelle unicellulaire au cours du
développement embryonnaire (en minutes) par (Packer et al., 2019). (C) Quantification du défaut de canaux
surnuméraires dans le mutant pour le géne sqv-5 qui code pour la polymérase responsable de la synthese des chaines
CS. (D) Représentation schématique de la position de la cellule excrétrice dans le ver et images de vue ventrale (et
latéral pour le dernier panneau) de vers sauvage et mutants pour sdn-1(zh20) au stade L4. Les mutants pour sdn-1
montrent parfois un défaut de canaux manquants dans la cellule excrétrice, c’est-a-dire une cellule excrétrice avec
moins de quatre canaux (panneau central, téte de fleche rouge). On voit aussi occasionnellement des canaux mal
localisés (~17%). Les quatre canaux de la cellule excrétrice peuvent par exemple se trouver d’un seul c6té du ver,
comme c’est le cas ici ou deux canaux se trouvent dans la loge antérieure droite, et deux dans la loge postérieure droite
(D, panneau du bas, la fleche blanche indique la position de la vulve en formation en position ventrale). Les loges de
gauche sont donc dépourvues de canaux, ce qui ne se produit jamais chez les individus sauvages. Barre d’échelle
20 um. (E-F) Quantification du défaut de canaux manquants dans les mutants pour les génes des corps protéiques des
HSPG (E) et des doubles et du triple mutant (F) relatifs a la (Fig. 3.1E-F). Les barres d’erreur représentent 1’erreur
standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : * p < 0.05 (test Z, les valeurs p
ont été corrigées a I’aide la correction de Bonferroni); ns, non significatif.
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Figure A.2. Informations relatives aux figures 3.2 et 3.3

(A) Quantification du défaut de canaux manquants aux stades larvaires L1 et L4 dans les mutants sdn-1(zh20). (B)
Quantification du défaut de canaux surnuméraires dans des vers portant I’alléle unc-39(e257) qui affecte le
développement des neurones CAN. (C) Vue latérale d’un ver mutant pour sdn-1(zh20) exprimant le transgéne Pglt-
3::sdn-1(+) dont la concentration dans le mix d’injection est de 25 ng/pL. On peut voir que dans cet exemple, la cellule
excrétrice contient de larges vacuoles (fleches orange) et ne posséde qu’un seul canal trés court (fléche blanche). Barre
d’échelle 20 um. (D) Quantification du défaut de canaux manquants dans des expériences de sauvetage du mutant sdn-
1(zh20) exprimant de maniére transgénique le construit Pglt-3::sdn-1(+) a forte (25 ng/uL) ou faible concentration
(0.2 ng/uL) dans le mix d’injection. (E) Quantification des défauts de canaux surnuméraires et (F) de canaux
manquants dans des animaux sauvages exprimant de maniere transgénique le construit Pglt-3::sdn-1(+) a forte
(25 ng/pL) ou faible concentration (0.2 ng/uL) dans le mix d’injection. (G) Quantification des défauts de canaux
surnuméraires (H) et de canaux manquants en fonction de 1’expression du construit Pglt-3::lon-2(+) chez des animaux
sauvages et mutants pour sdn-1(zh20). (1) Quantification du défaut de canaux manquants relative a la (Fig. 3.3C). (J)
Quantification du défaut de canaux manquants relative a la (Fig. 3.3D). Les barres d’erreur représentent ’erreur
standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : * p < 0.05, *** p < 0.001 (test Z,
les valeurs p ont été corrigées a ’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.
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Figure A.3. Informations relatives a la figure 3.5

(A) Quantification des niveaux d’expression relatifs (en Unité Arbitraire) lors du développement embryonnaire (en
minutes) dans la cellule excrétrice selon (Packer et al., 2019). Ici sont montrés les taux d’expression relatifs des signaux
et récepteurs de guidage. (B a D) Quantifications des défauts de canaux manquants relatifs aux figures (Fig. 3.5C) en
(B), (Fig. 3.5D) en (C) et (Fig. 3.5E) en (D). Les barres d’erreur représentent I’erreur standard de la proportion. Les
astérisques indiquent la différence significative avec : * p <0.05, *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées
a I’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.
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Figure A.4. Informations relatives a la figure 3.6

(A,D et G) Quantification des défauts de canaux surnumeéraires et (B, E et F) de canaux manquants chez des animaux
sauvages exprimant MYR::UNC-5 et/ou MYR::UNC-40. (C, F et 1) Quantification du défaut de canaux manquants
chez des animaux mutants pour sdn-1(zh20), unc-40(e1430), unc-40(e1430); sdn-1(zh20), unc-5 (e53) ou unc-5(e53);
sdn-1(zh20) qui expriment le récepteur myristoylé MYR::UNC-5 (E), MYR::UNC-40 (F), ou une combinaison des
deux (). L’expression des récepteurs myristoylés est transgénique et spécifiquement dans la cellule excrétrice (Pglt-
3). L’absence du signe # sur I’axe des abscisses (C et F) signifie I’absence de structure extrachromosomique exprimant
un transgene, et représente la souche contrle a partir de laquelle les lignées ont été générées. Les barres d’erreur
représentent I’erreur standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : * p < 0.05,
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** p <0.005, *** p < 0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées a 1’aide de la correction de Bonferroni); ns, non
significatif.
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Figure A.5. Informations relatives aux figures 3.7 a 3.9

(A) Quantification des niveaux d’expression relatifs (en Unité Arbitraire) lors du développement embryonnaire (en
minutes) dans la cellule excrétrice selon (Packer et al., 2019). Les taux d’expression relatifs des Rho GTPases MIG-
2/RhoG et CED-10/Racl sont montrés ici. (B) Quantification du défaut de canaux manquants relative a la figure
(Fig. 3.7C) (C) Quantification du défaut de canaux manquants relative a la figure (Fig. 3.7D) (D) Quantification du
défaut de canaux surnuméraires chez des mutants sdn-1 et ced-10 portant I’intégration du transgéne Pglt-3::ced-10(+)
(vasTi2), ou non. (E) Quantification du défaut de canaux surnuméraires et (F) de canaux manquants chez des animaux
mutants pour sdn-1 exprimant de maniére transgénique la version constitutivement active ced-10(G12V) dans la cellule
excrétrice spécifiqguement (Pglt-3). (G) Quantification du défaut de canaux manquants relative a la figure (Fig. 3.7E).
(H) Quantification du défaut de canaux manquants dans des expériences d’ARNi dirigée contre ced-10 sur des animaux
sauvages ou mutants nuls pour sdn-1 et/ou mig-2. La référence correspond a des animaux nourris avec des bactéries
contenant un Vecteur Vide (V V). Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard de la proportion. Les astérisques
indiquent la différence significative avec : * p<0.05, ** p <0.005, *** p <0.001 (test Z, les valeurs p ont été corrigées
a I’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.
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Figure A.6. Informations relatives a la figure 3.10

(A) Quantification des niveaux d’expression relatifs (en Unité Arbitraire) lors du développement embryonnaire (en
minutes) dans la cellule excrétrice selon (Packer et al., 2019). Les taux d’expression relatifs de la Rho GTPase CDC-
42/Cdc-42 et des Rho GEF TIAM-1/Tiam1 et UNC-73/Trio sont montrés ici. (B) Quantification du défaut de canaux
manquants pour les Rho GEF tiam-1 et/ou unc-73. (C) Quantification du défaut de canaux manquants dans des
expériences d’ARNi dirigée contre cdc-42 sur des animaux sauvages ou mutants pour sdn-1. La référence correspond
a des animaux nourris avec des bactéries contenant un Vecteur Vide (V V). Les barres d’erreur représentent I’erreur
standard de la proportion. Les astérisques indiquent la différence significative avec : ** p < 0.005, *** p < 0.001 (test
Z, les valeurs p ont été corrigées a ’aide de la correction de Bonferroni); ns, non significatif.
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ANNEXE B

TABLES D’INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Tableau B.1. Liste des alléles mutants utilisés

Geéne Alléle Nature de ’alléle Référence
01 2 Codon stop converti en Lys, étend le cadre de lecture (Blanchette et al.,
rib- m
] dans la région 3’UTR. Perte de fonction partielle. 2017)
) Substitution de Arg 434 GlIn. Perte de fonction partielle.  (Blanchette et al.,
rib-2 gm46
2017)
sqQv-5 k172 Substitution Gly 663 Glu. Perte de fonction partielle. (Suzuki et al., 2006)
Délétion de 1249 pb qui supprime la majorité de I’exon
. . . ) (Bulow et Hobert,
hse-5 tm472 4 jusqu’a I’exon 7, et ajout d’une adénosine qui décale 2004)
le cadre de lecture aprés 1’exon 4. nul
Délétion de 1336 pb délétion qui supprime de I’exon 4 (Bulow et Hobert,
hst-2 0k595
jusqu’a une partie de I’exon 7. Prédiction de nul 2004)
Délétion de1064 pb qui supprime les exons 4 et 5 puis
) e o (Bulow et Hobert,
hst-6 ok273 ajout des nucléotides CTTT qui décalent le cadre de 2004)
lecture aprés 1’exon 3. Prédiction de nul.
zh20 Délétion de 1258 pb délétion. Pas de transcrit détecté.  (Rhiner et al., 2005)
sdn-1 Délétion de 483 pb dans le cadre de lecture, protéine
ok449 toujours exprimée mais qui manque deux sites de (Minniti et al., 2004)

glycosylation. Perte de fonction partielle.
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Délétion ~9 kb. Nul.

(Gumienny et al.,

lon-2 e678
2007)
Délétion de 1411 pb, supprime une partie des exons 2, (Blanchette et al.,
gpn-1 tm595 3 et introduit un codon stop précoce. Supposeé nul. 2015; Hudson et al.,
2006)
Délétion de 423 pb, supprime les exons 26 et 27
agr-1 tm2051  résultants en une perte dans le cadre de 42 acides (Hrus etal., 2007)
aminés. Perte de function partielle.
Substitution Arg en codon stop précoce dans I’exon 18. )
unc-52 ed44 ) ) (Rogalski et al., 1995)
Perte de fonction partielle.
Délétion ~2 kb, supprime les exons 18 a 20 et ajout d’un
cle-1 cgl20 ) ) ] ) (Ackley et al., 2001)
stop prématuré. Perte de fonction partielle.
400 Substitution GIn78 en codon stop précoce. Nul. (Wadsworth et al.,
ev
1996)
unc-6
18 Substitution Cys410Tyr. Perte de fonction partielle. (Lim et Wadsworth,
e
2002)
- Substitution Arg824 en codon stop précoce. Nul. (Stavoe et Colon-
e
Ramos, 2012)
unc-40
Substitution Argl57 en codon stop précoce. Supposé
e1430 (Chan et al., 1996)
nul.
unc-5 e53 Substitution Trp283 en codon stop précoce. Nul. (Killeen et al., 2002)
Duplication et délétion. La premiére copie contient une
slt-1 eh15 (Hao et al., 2001)

délétion de 1900 pb. Les deux copies ont une délétion

de 100 pb. La deuxiéme copie produit des ARNm avec
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un décalage dans le cadre de lecture. Forte perte de

fonction voire nul.

Délétion du peptide signal et du premier exon. Perte de

sax-3 ky123 ) ) (Zallen et al., 1998)
fonction partielle.
Délétion entre 501 et 1731pb avec insertion a la base (Chan et al., 2014,
eva-1 0k1133  501. Probablement nul. Consortium, 2012;
Rella et al., 2021)
Substitution de Trp60 en codon stop précoce. o
mu28 o (Zipkin et al., 1997)
Prédiction de nul.
) Substitution de Alal63Val, dans le domaine de liaison o
mig-2 gm38 ] ] ] ) (Zipkin et al., 1997)
au nucléotide guanine G5. Gain de fonction.
Substitution Gly16Glu dans le codon 16 empéchant o
gm103 o . (Zipkin et al., 1997)
I’hydrolyse du GTP. Constitutivement active.
3246 Substitution de Gly60Arg. Gain de fonction. (Reddien et Horvitz,
n
2000)
Substitution de Pro29Ser affectant la région switch 1 et
knu268  donc un exces de liaison a du GTP. Activation (Norgaard et al., 2018)
spontanée.
ced-10
Substitution de Vall90Gly, site de prénylation qui ] )
) . ) (Reddien et Horvitz,
n1993 affecte le ciblage a la membrane. Perte de fonction 2000)
partielle.
Substitution de Gly30Glu dans la région switch 1. Perte
rpl00 (Norgaard et al., 2018)

de fonction partielle.
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Délétion de 977 bp, supprimer les exons 2 et 3.

(Lundquist et al.,

n3417 o
Prédiction de nul. 2001)
. Substitution de Glyl2Val. Prédiction d’activation (Lundquist et al.,
constitutive. 2001)
Substitution de Ser1216Phe. Perte de la fonction Rac-
unc-73 rh40 ) (Steven et al., 1998)
GEF (mais pas Rho-GEF).
] Délétion de 851 pb affectant le domaine d’homologie
tiam-1 tm1556 (Demarco et al., 2012)

Dbl. Forte perte de fonction.
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Tableau B.2. Liste des souches utilisées

Souche

Génotype

Transgéne

Référence

Souches références

N2 (Brenner, 1974)
SK4005 7dls5 | [Pmec-4::gfp] (C'arzkogg)cmu’
SK4013 2d1s13 IV [Ptph-1::gfp] (C'arzkoggfhi“’
VQ1157 arls164 V [Pglt-3::venus] Greér?\z:}’j eztols)
VQ1158 arls195 [Pglt-3::LifeAct: :tagrfp] Gree(r?vrxll?llci ezt015)
OH1360 bgls312 bgls312 [Ppes-6::gfp] (Berry et al., 2003)

HSPG ou enzymes reliées

VQ252 rib-1(qm32) 1V; zdlIs5
VQ200 rib-2(qm46) I1; zdis5
VQ661 rib-1(gm32) 111; zdls13
VQ402 rib-2(qgm46) I11; zdls13
VQ342 rib-1(gm32) IV; bgls312 (B'a”czrgeltge) etal,
VQ343 rib-2(qm46) I11; bgls312 (B'anczfgeltge) etal,
VQ1373 hse-5(tm472) 1l1; arls164 V
VQ1322 hst-2(0k595) X; arls164 V
VQ1374 hst-6(ok273) X; arls164 V
R o
VQ1315 sqv-5(k172) I; arls164 V
VQ1166 unc-52(e444) 1l; arls164 V
VQ1217 agr-1(tm2051) Il; arls164 V
VQ1184 cle-1(cg120) I; arls164 V
VQ1170 lon-2(e678) X; arls164 V
VQ1171 gpn-1(tm595) X; arls164 V
VQ1230 sdn-1(ok449) X; arls164 V
VQ1183 sdn-1(zh20) X; arls164 V
opIsl?p insertiqn de (Rhiner et al.
VQ1331 arls198 X; opls170 Il multlpFes COF?I-ES 2005) '
[Psdn-1::sdn-1::gfp]
Kra475 édition CRISPR
VQ2065 sdn-1(kr475) X; arls164 V [sdn-1::S71A, S86A, (Zhou et al., 2021)
S214A::DEGRON::mNG]
VQ2422 sdn-1(kr388) X; arls164 V Kr388 édition CRISPR (Zhou et al., 2021)
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[sdn-1::S71A,
S86A::DEGRON::mNG]

Kr499 édition CRISPR

VQ2078 sdn-1(kr499) X; arls164 V [sdn-1/EFYA] (Zhou et al., 2021)
lon-2(e678) gpn-1(tm595) X;

VQ1191 arlsl64 v

VQ1192 I\(/)n—2(e678) sdn-1(zh20) X; arls164
gpn-1(tm595) sdn-1(zh20) X;

VQ1189 arlsl64 v

VQ1165 lon-2(e678) gpn-1(tm595)

sdn-1(zh20) X; arls164 V

Signaux/récepteurs de guidage

VQ1280 unc-6(ev400) X; arls164 V
VQ1431 unc-6(e78) X; arls164 Vv
VQ1765 unc-40(e1430) I; arls164 V
VQ1471 unc-40(e271) I; arls164 V
VQ1806 unc-5(e53) 1V; arls164 V
unc-40(e1430) I; unc-5(e53) 1V;
VQlisis arlsle4 v
unc-5(e53) 1V; sdn-1(zh20) X;
VQ1467 arlsle4 Vv
unc-40(e1430) I; sdn-1(zh20) X;
VQIs577 arlsle4 v
VQ1277 slt-1(eh15) X; arls164 V
VQ1332 sax-3(ky123) X; arls164 V
VQ1517 eva-1(ok1133) I; arls164 V
sdn-1(zh20) sax-3(ky123) X;
VQI1416 arls164 v
VQ1286 i.;jn-l(thO) slt-1(eh15) X; arls164
Slt-1(eh15) unc-6(ev400) X;
VQI313 arls164 v
Rho GTPases et GEF
QN68 mig-2(mu28) X; arls164 V (Arenaet al., 2022)
QN69 mig-2(gm38) X; arls164 V
QN70 mig-2(gm103) X; arls164 V
sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X;
VQl1462 arls1l64 v
QN214 ced-10(rp100) 1V; arls198 V (Arenaet al., 2022)
VQ1730 ced-10(n1993) 1V; arls164 V
VQ1832 ced-10(knu268) IV; arls164 V
VQ1758 ced-10(n3417)/0xTi915 oxTi915
dpy13(e184) IV; arls164 V [Peft-3p::GFP::2xNLS]
QN323 ced-10(n3246) 1V; arls164 V

134



ced-10(n1993) 1V;

VQI1740 sdn-1(zh20) X; arls164 V
_ . vasTi2 MiniMos insertion
VQ1731 arls164 V; vasTi2 [Pglt-3::FLAG: ced-10(+)] (Arena et al., 2022)
V01733 ced-10(n1993) IV; arlsl164 V; vasTi2 MiniMos insertion
vasTi2 [Pglt-3::FLAG::ced-10(+)]
] ] . vasTi2 MiniMos insertion
VQ1734 sdn-1(zh20) X; arls164 V; vasTi2 [Pglt-3::FLAG: ced-10(+)]
V1748 ced-10(n1993) 1V; sdn-1(zh20) X;  vasTi2 MiniMos insertion
arls164 V; vasTi2 [Pglt-3::FLAG::ced-10(+)]
ced-10(n3246) 1V,
VQI716 sdn-1(zh20) X; arls164 V
ced-10(knu268) 1V;
VQ1801 sdn-1(zh20) X; arls164 V
ced-10(n3246)/tmC25 1V; tmC25 [unc-5(tmlis1241)] +
QN322 mig-2(mu28) X; arls164 V [Pmyo-2::venus] (Arena etal., 2022)
ced-10(n3417)/tmC25 1V; tmC25 [unc-5(tmlis1241)] +
QN438 mig-2(mu28) X; arls164 V [Pmyo-2::venus] (Arenaetal., 2022)
VQ1624 tiam-1(tm1556) I; arls164 V
VQ1620 unc-73(rh40) I; arls164 V
VQ1635 unc-73(rh40) tiam-1(tm1556) I;

arlsl64 v

Visualisation du cytosquelette

[Pglt-3::LifeAct:: TagRFP]

(Shaye et
Greenwald, 2016)

[Polt-3::3xGFP::EMTB] +
[Pglt-3::LifeAct:: TagRFP]

GS6602 arls201

QN456 arTi34 Ill; arls195 V
Autres

VQ1288 unc-39(e257) arls164 V

A moins d’étre référencées, les souches dans ce tableau ont été construites dans le cadre de cette étude.
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Tableau B.3. Liste des amorces utilisées pour le génotxgage etle séquengage

Géne Amorce Séquence Frag Coordonnées sur le cosmide
ment
(pb)
rib-1(gm32) séquencage
0CB1026 gggtgcgtaaggagatgagg 456  F12F6 39341...39360, sens
0CB1027  ggcaaccagccatcacagcc F12F6 39797...39816, anti-
sens
rib-2(gm46) séquencage
0CB1028 caacttatcggatcttcaacc 437  KO01GS5 4053...4073, sens
0CB1029 ttccagcggtccaaggagg K01G5 4508...4490, anti-sens
hse-5(tm472)
Amorces mutant 0oCB1055 atcgtgtacgatgtgtcagc 546  B0285 15457...15476, sens
0CB1056  attcgcctcatacggtttcc B0285 16217...16236, anti-
sens
Amorces sauvage 0oCB1055 atcgtgtacgatgtgtcagc 779  B0285 15457...15476, sens
0CB1057 aactttctctcggcaattg B0285 17233...17251, anti-
sens
hst-2(0k595)
Amorces mutant oCB1052 tattacaacatggacggagc 692  C34F6 17093...17112, sens
0CB1054 aacattatgcgcatgaacgc C34F6 15085...15104, anti-
sens
Amorces sauvage 0oCB1052 tattacaacatggacggagc 486  C34F6 17093...17112, sens
0CB1053 ttagcagtgattcaattacg C34F6 16626...16645, anti-
sens
hst-6(0k273)
Amorces mutant 0oCB1049 ttagacgtggctgttctcac 723  Y34B4A 39244...39263, sens
oCB1051 tgtgagtctgttaagggtgg Y34B4A 41012...41031, anti-
sens
Amorces sauvage 0oCB1049 ttagacgtggctgttctcac 804  Y34B4A 39244...39263, sens
oCB1212 agaaatgttgtgtagaagtag Y34B4A 40028...40048, anti-
sens
sdn-1(zh20)
Amorces mutant oCB837 aaagagatgccggtcaggtg 410  F57C728510...28529, sens
0oCB842 aatggacgggatgagtgtcc F57C7 26861...26880, anti-
sens
Amorces sauvage oCB837 aaagagatgccggtcaggtg 293  F57C728510...28529, sens
oCB876 F57C7 28237...28259, anti-
cttcagattcgagcctgctttge sens
sdn-1(ok449)
Amorces mutant 0oCB1114 ttctgcctgtcgacttactc 297  F57C728453...28472, sens
0CB1125 aagattgcggtaaaacacatc F57C7 27692...27712, anti-
sens
Amorces sauvage 0oCB1114 ttctgcctgtcgacttactc 478  F57C728453...28472, sens
0oCB1115 ttcgtcgtcggttgggtage F57C7 27994...28013, anti-
sens
gpn-1(tm595)
Amorces mutant 0CB1309 agtcgattgcaaacgaatacg 468  F59D12 36353...36373, sens
0CB1310 tcacacagtacgcttggcacg CO3H12 356...376, anti-sens
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Amorces sauvage 0oCB1309 agtcgattgcaaacgaatacg 393  F59D12 36353...36373, sens
0CB1311 aagctttccatgcatactcgc CO03H12 1822...1842, anti-
sens
agr-1(tm2051)
Amorces mutant 0oCB891 Cgaaaaatcgagagcaaaagg 362  F41G3 22649...22669, sens
0oCB893 tcagattcttgacacatccc F41G3 21037...21056, anti-
sens
Amorces sauvage 0oCB890 tttgaactcttggacgaacc 1210 F41G3 22308...22327, anti-
sens
0CB891 Cgaaaaatcgagagcaaaagg F41G3 22649...22669, sens
cle-1(cg120)
Amorces mutant oCBQc45 ggtactggacatggatctgg 751  F39HI11 14593...14612, anti-
sens
0CBQc46 tgccaaactcgcttatctgg F39H11 11859...11878, sens
Amorces sauvage 0oCBQc47 gctttcgagtaatgtacagg 879  F39H11 12718...12737, anti-
sens
0CBQc46 tgccaaactcgcttatctgg F39H11 11859...11878, sens
unc-6(ev400) ARMS-PCR
Amorces mutant 0CB1712 gacacttgtgatgctagaaaccat 217  F41C6 21346...21374, sens
tgct interne
0oCB1711 cagacttgtaaagtgccattgaat F41C6 21536...21563, anti-
ctgg sens externe
Amorces sauvage 0CB1713 ttgaaaaggttgtcgcccaaaag 198  F41C621202...21229, sens
tatac externe
oCB1714  gttagaagagaggctggatggg F41C6 21374...21399, anti-
agtg sens interne
Fragment externe 0oCB1711 + oCB1713 362
unc-40(e271)
For sequencing 0oCB1076 ttgaatatttcggaggttgc 367  T19B4 8859...8878, anti-sens
oCB1077 aattcgtgtaactgcttcc T19B4 9418...9436, sens
unc-40(e1430)
For sequencing 0oCB1078 agagaccagggagttacagg 367  T19B4 12759...12778, sens
0CB1079 atcaatgcgctgtacatgtg T19B4 13106...13125, anti-
sens
unc-5(e53) ARMS-PCR
Amorces mutant 0CB1757 gatgacaactcgaagagcaagc 280 B0273 15164...15190, sens
acgct interne
oCB1760 aatttcagttgacggtggttggtc B0273 15415...15444, anti-
cgaatg sens externe
Amorces sauvage 0CB1758 gatggaggatggagttcatgga 126  B0273 15190...15218, anti-
gtgagtg sens interne
oCB1759 tcagatcatctccaaaacatggct B0273 15092...152119, sens
gtcc externe
Fragment externe 0CB1759 + 0CB1760 353
slt-1(eh15)
Amorces mutant 0oCB919 tatgacgtgttccggaaacc 467  C26G2 26145...26164, sens
0CB920 atttctctaatacgggtagc C26G2 28538...28557, anti-
sens
Amorces sauvage 0CB922 tctcaattctaacatccatgtc 339  (C26G2 28199...28220, sens
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0CB920 atttctctaatacgggtagc C26G2 28538...28557, anti-
sens
sax-3(ky123)
Amorces mutant 0CB1038 agaatgtggctctctagtce ~330 ZK377 15840...15859, sens
0CB1039 tcgtttccgegcattcagtc 7ZK377 16580...16599, anti-
sens
Amorces sauvage 0CB1038 agaatgtggctctctagtcc 527  ZK377 15840...15859, sens
0CB1042 agcttcggattactgcttge 7ZK377 16348...16367, anti-
sens
eva-1(0k1133)
Amorces mutant 0CB1792 cctcagagagtcacttcg 304  F32A7 6252...6269, anti-sens
0CB1794  cgtgccctctattaatatgg F32A7 4747...4766, sens
Amorces sauvage 0CB1792 cctcagagagtcacttcg 531  F32A7 6252...6269, anti-sens
0CB1793 ccttccctacactctaaacg F32A7 5739...5758, sens
mig-2(mu28) ARMS-PCR
Amorces mutant oCB1717 ggaacgttgtgaacttaggattg 539  (C35C520375...20400, sens
aga interne
0CB2088 cacattgaacctctgcactttacg C35C520619...20642, anti-
sens externe
Amorces sauvage 0CB1718 cataatcctcctgtccagcagtag 268  C35CS5 20400...20425, anti-
cc sens interne
0oCB2087  aacgccctcttcttgagtatttcg C35C5 19887...19910, sens
externe
Fragment externe 0CB2087 + 0CB2088 756
ced-10(n3246)
For sequencing 0oCB2008 actcgceggattgttcag 392  C09G12 34872...34889, sens
0oCB2009 gtcggccgataaatctcg C09G12 35246...35263, anti-
sens
ced-10(knu268) Mix ARMS-PCR et SS-PCR
Amorces mutant 0CB2143 atgcccgttgtgatttgg 467  C09G12 36539...36556, anti-
sens
0CB2145 gggatgtactcaccgga C09G12 36093...36109, sens
Amorces sauvage 0CB2055 eal?ti?;gactcaccgtcgggggt 484 C09G12 36077...36105, sens
0CB2057 cttgatgcccgttgtgatttgg C09G12 36539...36530, anti-
sens
ced-10(n1993) SS-PCR
Amorces mutant 0CB2019 ccgccacaaagagccaaaatct 369  C09G12 34086...34120, anti-
cgttcagtacggg sens mutant
0CB2017 tagagagtggaaacgcccag C09G12 33752...33771, sens
Amorces sauvage 0CB2018 ccgccacaaagagccaaaatct 369  C09G12 34086...34120, anti-
cgttcagtacggt sens sauvage
0CB2017 tagagagtggaaacgcccag C09G12 33752...33771, sens
ced-10(rp100) ARMS-PCR
Amorces mutant 0CB1661 ctacaccacaaacgcatticcag 858  C09G12 36105...36129, anti-
a sens interne
oCB1860 catcacatttgctgagtagttgtcg C09G12 35271...35295, sens
externe
Amorces sauvage 0CB1859 cccgttgtgatttggtttgttctc 476  C09G12 36531...36553, anti-
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0CB1862 aaatgactcaccgtcggaatatat C09G12 36078...36105, sens
tatc interne
Fragment externe 0CB1859 + 0CB1860 1283
ced-10(n3417)
Amorces mutant 0CB2010 ggagaatatattccgacgg 975  C09G12 36088...36106, anti-
sens
oCB2011 tgtttcagaccacgttgc C09G12 34155...34172, sens
Amorces sauvage 0CB2012 ctgatctgcgtgaggatc 635 C09G12 34772...34789, anti-
sens
0CB2011 tgtttcagaccacgttgc C09G12 34155...34172, sens
unc-73(rh40) SS-PCR
Amorces mutant 0CB2024  atgcttgagccaatgcgagtcag 337 FS5C7 26701...26732, sens
ctttcaact
mutant
0CB2025 acgatgcaccaacagcttc F55C7 26396...26414, anti-
sens
Amorces sauvage 0CB2034  atgcttgagccaatgcgagicag 337 FS5C7 26701...26732, sens
ctttcaacc
sauvage
0oCB2025 acgatgcaccaacagcttc F55C7 26396...26414, anti-
sens
tiam-1(ok1556)
Amorces mutant 0oCB1899 caaatggacgtcttggac 457  C11D9 1358...1375, sens
0oCB1901 taggaaacggttgacttc C11D9 2649...2666, anti-sens
Amorces sauvage 0CB1899 caaatggacgtcttggac 929  CI11D9 1358...1375, sens
0CB1900 ac%attaccaagtttcg C11D9 2270...2287, anti-sens

Les souches générées dans le cadre de cette étude et comprenant un génotype qui ne se trouve pas

dans ce tableau ont été construites sur la base du phénotype.

Pour les ARMS-PCR et SS-PCR : Les bases en bleu représentent des mésappariements face au brin
matrice (peu importe le génotype) et les bases en rouge représentent des mésappariements spécifiques
de T’all¢le inverse (mésappariement de 1’amorce sauvage sur le brin matrice, mais pas sur le brin
sauvage et inversement).

Par exemple : I’amorce 0CB2019 spécifique de 1’alléle mutant ced-10(n1993) a pour séquence :
ccgccacaaagagccaaaaicicgticagtacggg

La séquence atctcgtica n’est pas correspondante au brin matrice du géne ced-10, ni de 1’alléle sauvage
ni du mutant. La base terminale g n’est spécifiquement pas correspondante avec la séquence de I’alléle

sauvage du géne ced-10, mais est correspondante avec la séquence de 1’alléle mutant ced-10(n1993).
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Tableau B.4. Liste des souches transgéniques utilisées

Souche

Génotype

Transgene

Sauvetage sdn-1 tissu-spécifique

pCB420 [Pglt-3::sdn-1(+)] a 0.2 ng/pL,

VQ1434 sdn-1(zh20) X; arlsl64 V; quEX437 Puno-122::11p, PRSK. Lignés #1
VQ1435 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx438 ggrilligz[P%!;3p§gnK+1(+|_)l]g?12e2#r2]g/uL
VQ1645 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEX509 gﬁ}i‘;ﬁﬂ;ﬁ;g”K'iF*L)i]giSf#gg’“L’
VQ24L2  arls164 V; qvEXTTS B 122 vip pKcH, Lignge o0
VQ2413 arlsl64 V; quEXT76 Eﬁiﬁgg[ﬁg:giﬁgEi,(ﬁ_)i]gigéz#rs]g/uh
VQ1292 sdn-1(zh20) X; arlsl64 V; quEx348 Eﬁr?c‘ligz[P?]!;3pBSgan(+,_),]g?]§es #Tf’“L'
VQ1293 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx349 Bﬁiﬁgfﬂ;3p§gr<f(+L).]g?1§§ ;29 b
VQ1303 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEX354 Eﬁi“iggpﬂé3szgan(+,_),]g?]§eS oL
VQIE03  arls164 V; quEX348 P 32001, pgKr Lignas
VQ1301 sdn-1(zh20) X; arlsl64 V; quEX352 ESECZ?Z[P?{S ';g:s:fffflﬁgr]]éiﬁng/m"
VQ1302 sdn-1(zh20) X; arls164 V/; quEX353 ES&Z?;[P?{S ‘;ggfffjlfi*g,]]éii?zng’““
VQ1303 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx354 Eﬁiﬁgfg{g -;g:s:slgrjllg}gr]]ééefgng/uL,
VQ1488 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEXx445 ES&“??Z[P i?;fplBssﬂrll(Jé]nzez zlng/“L'
VQ1647 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx511 Eﬁiﬁgg[lg:?sf&;ss&iuljé]]nZez Zzng/uL.
VQ1648 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx512 Eﬁ)riﬁgz[P:?sfplBSS&fl1(Jé]nzez ang/uL,
VQ1649 sdn-1(zh20) X; arls164 V; quEX513 gﬁfjigﬂ?sfplBgﬂi“f,é,]niez > oL
VQ1652 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx516 E’SridfigZ[P??pb SBE(:?J}(:,;]”ZE ;19 Lo
VQ1564 sdn-1(zh20) X; arls164 V/; quEx474 E&i‘?gf?‘? ‘Sg;ﬂ:lﬁé]nééf;g/w"
VQ1646 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx510 ESiZgZ[PESCJBSS&iuljé]]nZez Zlng/uL,
VQL446 sdn-1(zh20) X: arls164 V; qvEXd39 pCB242 [Pmec-7::sdn-1(+)] a 25 ng/uL,

Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #2
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pCB242 [Pmec-7::sdn-1(+)] & 25 ng/pL,

VQ1447 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx440 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3
VQLE50 sdn-1(zh20) X; arlsL64 V; quEX514 Egri‘figz[ﬁ:%f’jéggtlﬁé]nzelgl”g/ WL,
VQ1651 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qVEX515 ggri‘fﬁz[i:‘%f’i’é;&itlﬁé]nzelgzng’ WL,
VQ1533 sdn-1(zh20) X; arls164 \V/; qUEX465 Egr'ifigz[ﬁ%%35:8?&2'.1{%]“26123”g/ WL,
VQ1565 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qQVEX475 Bgi4i;2[Prr?gopZBs,S&21(Jg,]n2el #”19’ WL,
VQL653 sdn-1(zh20) X; arlsL64 V; quEX517 ES&“%ZZ[PU%O;B;&Q1?:;]“261 #”29/ WL,
VQ1773 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qVEX571 Ef;'z’f‘ff: [nF:ELZrlr;;ggi&”{?gii:gﬁ“'-
VQ1774 sdn-1(zh20) X; arls164 V/; qQVEX572 E,Icg'zflff: [rzzmrlr;sgnség*)]l_?gzni:gg“'-
VQI775 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qVEX573 pCB445 [Phih-17::sdn-1(+)] a 25 ng/uL,

Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #3

Expression de lon-2 et gpn-1

pCB458 [Pglt-3::lon-2(+)] a 0.2 ng/pL,

VQ2308 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx748 PuNC-122::rfp, pBSK+. Lignée #1
VQ2309 sdn-1(zh20) X: arls164 VV; qQVEX749 Eﬁi‘f?g}ﬁ?}!g%gg’;ﬁf?{gé‘ngf#”zg’ WL,
VQ2310 sdn-1(zh20) X: arls164 V; qvEX750 Eﬁi‘fgz[ﬁ%!;%ggxﬁz]igang'ez#”sgl HL,
VQ2256 sdn-1(zh20) X: arls164 V: qvEX725 Eﬁi“ig??}%3pE:‘S’r|‘<J2r(+E]|gan§2 Ef/ uL,
VQ2257 sdn-1(zh20) X: arls164 V; qvEX726 Egri4igz[P?1!;3pE;gr|]<-2+(+E]|ganig 23/ KL,
VQ2258 sdn-1(zh20) X; arls164 V/; quEX727 Eﬁi“ig??}%3pE:‘S’r|‘<J2r(+E]|gan§2 23’ uL,
VQ2259 sdn-1(zh20) X; arls164 \V; quEX728 Egri4igz[P?1!;3pE;cs)r|]<-2+(+B]|ganig 22/ uL,
VQ2260 sdn-1(zh20) X; arls164 V/; quEX729 Eﬁi‘?gfglg3pE:gr|‘<_2F(+E]Igangg Eg’ KL,
VQ2261 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEX730 Eﬁri4igz[P§r]1!;3pE:gr|]<-2+(+B]|ganig 22/ WL,
o o2t
VQ2354 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx760 E)Srisjgz[P%!;3pég&idilfg:e§(;rllg/w‘
VQ2355 sdn-1(zh20) X: arls164 VV: qQuEX761 pCB528 [Pglt-3::lon-24£1S] a 50 ng/uL,

Punc-122::rfp, pPBSK+. Lignée #2
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pCB528 [Pglt-3::lon-24HS] a 50 ng/pL,

VQ2356 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx762 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3

i . . pCB529 [Pglt-3::gpn-1(+)] a 50 ng/uL,
VQ2357 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx763 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #1

i i . pCB529 [Pglt-3::gpn-1(+)] a 50 ng/uL,
VQ2358 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx764 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #2
VQ2359 sdn-1(zh20) X; arls164 VV; QVEX765 pCB529 [Pglt-3::gpn-1(+)] 50 ng/uL,

Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3

Recombinants domaines de sdn-1

pCB446 [Pglt-3::sdn-14HS] & 0.2 ng/uL,

VQ1735 sdn-1(zh20) X; arls164 V; QVEX557 D ine-122-110, pBSKe. Lignée A1

VQ1736 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qVEX558 ggri“‘l‘gz[P?]%?’p;gx" E%naégﬁz”g/ WL,
VQ1737 sdn-1(zh20) X; arls164 VV; qQVEX559 Eﬁr?c“‘l‘gz[P?]!prsg”Kf' E%]n%gﬁ;g’ uL,
VQ1738 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qQVEX560 gﬁi‘l‘igfﬂ?pggx" Eisgnaég';”g/ WL,
VQ1739 sdn-1(zh20) X; arls164 \V/; quEX561 Eﬁr?c“‘l‘gz[P?]!prsg”Kf' E%]n%gﬁsng’ WL,
VQ2332 sdn-1(zh20) X; arls164 \VV; QVEX757 ESiSigz[P?]!prsg”Kf' IISngéi %12 gL,
VQ2333 sdn-1(zh20) X; arls164 \V/; quEX758 Eﬁr?csigz[P?:rp;ng 'I_Ci;)géée %22 ng/uL,
VQ2334 sdn-1(zh20) X; arls164 \V; quEX759 Egrisigz[P?:éngSganA IISngéi %3? ng/uL,
VQ1691 sdn-1(zh20) X: arls164 V; qVEX545 Eﬁr'?fﬁf%%3p§g”Kf'ff££I§1a 0.2 ng/uL,
VQ2018 sdn-1(zh20) X; arls164 VV; quEX627 E%'i’f‘ff: [ggsefrys‘;”Béf(ﬁmﬁféﬂea #?2'2 ng/uL.,
VQ2027 sdn-1(zh20) X; arls164 \V; quEX633 Elcg'iflff: [rzg:]tefrys‘:)”Béng'Egﬂea #?3'2 ng/uL,
VQ1643 sdn-1(zh20) X: arls164 V; qVEX508 E&i“ggpg:fpgg”l(f'fgﬁf eﬂ#i 0.2 ng/uL.,
VQ2009 sdn-1(zh20) X: arls164 V; qvEX625 E%'iflff: [gg'htefrys‘:)”Béngﬁgeae?é ng/uL,
VQ2010 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx626 E%%_A'flz [gg::efrysinB-gllg-EGLfg}?\eaeig ng/uL,
VQ2019 sdn-1(zh20) X; arls164 VV; qvEX628 E%'if‘ff: :[rzgE‘;f;;f‘:)”ééﬁ?f]&goﬁéengi“"'
VQ2020 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx629 E%%_A'ff :[gg:;ﬁ;%nééﬁ?_é]lj;ﬁgengé“L’
VQ2021 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qVEX630 pCB444 [Pglt-3::sdn-1YtoA] a 0.2 ng/uL,

Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #3
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VQ2312 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx752

pCB525
[Pglt-3::sp_ MNG_nlg-1ECD+TM::sdn-11CD] a
0.2 ng/pL, Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #1

VQ2330 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEX755

pCB525
[Polt-3::sp_ MNG_nlg-1ECD+TM::sdn-11CD] a
0.2 ng/pL, Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #2

VQ2331 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx756

pCB525
[Pglt-3::sp_mNG_nlg-1ECD+TM::sdn-11CD] a
0.2 ng/pL, Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3

Récepteurs myristoylés

VQ2212 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx707

pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #1

pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,

VQ2213 sdn-1(zh20) X; arls164 V; gvEx708 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #2
i . . pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2214 sdn-1(zh20) X; arls164 V; gvEx709 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3
i . . pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2298 unc-40(e1430) I; arls164 V; qvEx742 PunC-122::rfp, pBSK+. Lignée #4
i . . pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2299 unc-40(e1430) I; arls164 V; qvEx743 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #5
i . . pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2230 unc-40(e1430) I; arls164 V; qvEx744 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #6
VQ2424 unc-40(e1430) I; sdn-1(zh20) X; pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
arlsl64 V; qvEx777 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #7
VQ2425 unc-40(e1430) I; sdn-1(zh20) X; pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
arls164 V; qvEx778 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #8
VQ2426 unc-40(e1430) I; sdn-1(zh20) X; pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
arls164 V; qvEx779 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #9
. pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2264 arls164 Vi qvEX73l Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #10
. pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2265 arls164 V; quEx732 Punc-122::rfp, pPBSK+. Lignée #11
i . . pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
VQ2215 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx710 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #1
i . . pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
VQ2216 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx711 PuNC-122::rfp, pBSK+. Lignée #2
i ) . pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/pL,
VQ2217 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx712 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3
i ) ) pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/pL,
VQ2269 unc-5(e53) IV; arls164 V; qvEx733 PUNC-122::rfp, pBSK+. Lignée #4
VQ2270 unc-5(e53) IV; arls164 \V; qvEX734 pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/pL,

Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #5
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pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,

VQ2271 unc-5(e53) 1V; arls164 V; qvEx735 PunC-122::rfp, pBSK+. Lignée #6
VQ2272 unc-5(e53) 1V; sdn-1(zh20) X; pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
arlsl64 V; qvEx736 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #7
VQ2273 unc-5(e53) 1V; sdn-1(zh20) X; pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
arlsl64 V; qvEx737 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #8
VQ2274 unc-5(e53) 1V; sdn-1(zh20) X; pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
arlsl64 V; qvEx738 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #9
) pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
VQ2229 arls164 V; qvEX719 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #10
) pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
VQ2230  arls164 V; qvEx720 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #11
) pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
VQ2231 arls164 V; qvEX721 Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #12
pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2311 sdn-1(zh20) X; arls164 V; gvEx751 pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #1
pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/pL,
VQ2328 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx753 pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #2
pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2329 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx754 pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #3
pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/pL,
VQ2305 arlsl64 V; qvEx745 pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #4
pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/uL,
VQ2306 arlsl64 V; qvEx746 pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,

Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #5

VQ2307 arlsl64 V; qvEx747

pCB454 [Pglt-3::myr::unc-5::gfp] a 15 ng/pL,
pCB453 [Pglt-3::myr::unc-40::gfp] a 25 ng/uL,
Punc-122::rfp, pBSK+. Lignée #6

Rho GTPases

sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X;

VQ1800 arls164 V; qvEx585

pCB474 [Pglt-3::mig-2(+)] a 10 ng/uL,
Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #1

sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X;

pCB474 [Pglt-3::mig-2(+)] a 10 ng/uL,

VQ1829 arls164 V; qvEx590 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #2
VQ1830 sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X; pCB474 [Pglt-3::mig-2(+)] a 10 ng/uL,
arls164 V; qvEx591 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #3
VQ1897 sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X; pCB477 [Pglt-3::mig-2(gm103)] & 0.2 ng/pL,
arls164 V; qvEx598 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #1
VQ1898 sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X; pCB477 [Pglt-3::mig-2(gm103)] & 0.2 ng/pL,

arls1l64 V; qvEx599

Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #2
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sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X; pCB477 [Pglt-3::mig-2(gm103)] & 0.2 ng/pL,

VQ1899 arls164 V; qvEx600 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #3
VQ1900 sdn-1(zh20) mig-2(mu28) X; pCB477 [Pglt-3::mig-2(gm103)] & 0.2 ng/pL,
arls164 V; qvEx601 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #4
V02360 ced-10(n1993) 1V; sdn-1(zh20) X; pCB500 [Pglt-3::ced-10(G12V)] a 0.2 ng/pL,
arlsl64 V; qvEx766 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #1
V02361 ced-10(n1993) 1V; sdn-1(zh20) X; pCB500 [Pglt-3::ced-10(G12V)] a 0.2 ng/pL,
arlsl64 V; qvEx767 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #2

pCB500 [Pglt-3::ced-10(G12V)] & 0.2 ng/pL,

VQ2362 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx768 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #1

pCB500 [Pglt-3::ced-10(G12V)] 4 0.2 ng/pL,

VQ2363 sdn-1(zh20) X; arls164 V; quEX769 Plgo-11::mcherry. pBSK-+. Lignée #2

pCB500 [Pglt-3::ced-10(G12V)] a 0.2 ng/uL,

VQ2364 sdn-1(zh20) X; arls164 V; qvEx770 Plgc-11::mcherry, pBSK+. Lignée #3

Toutes les lignées transgéniques utilisées ont été générées dans le cadre de cette étude.
Les marqueurs de co-injections utilisés (Punc-122::rfp et Plgc-11::mcherry) ont été injectés a 50 ng/uL.
Le pBSK+ a été ajouté dans le mix d’injection jusqu’a obtenir une concentration totale de 200 ng/pL

d’ADN (comprenant le plasmide d’intérét, le marqueur de co-injection et le pPBSK+).
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Participation des différents contributeurs a ces travaux (les plus importants sont nommés en premiers, puis

par ordre décroissant). Les contributeurs (membres du laboratoire de la Pre Claire Bénard sauf si précisé)

sont :

- Raphaél Dima (étudiant au doctorat)

- Lise Rivollet (agente de recherche)

- Marianna Bah Tahé (étudiante a la maitrise)

- Yann Chabi (étudiant a la maitrise)

- Anna Ramirez-Suérez (étudiante au doctorat)

- Marianne Moore (stagiaire de 1°" cycle)

- Alexandra Socovich et Anthony Arena (étudiants au doctorat dans 1’équipe de notre collaborateur

Dr Daniel Shaye a I’université d’Illinois a Chicago).

De plus, il va de soi que la Pre Claire Bénard a participé a la conception et aux designs expérimentaux de

ces travaux. Raphaél Dima a généré les graphiques, analyses statistiques, et assemblé toutes les figures (a

I’exception des figures (Fig. 3.2D-E).

Tableau B.5. Liste des contributions détaillées

Figure Design expérimental Construction d’outils Acquisition des données
moléculaires ou génétiques
31A-C Lise Rivollet Lise Rivollet, Raphaél Dima, Lise Rivollet,
' Marianne Moore Marianne Moore
3.1D Raphaél Dima Raphaél Dima Raphaél Dima
Lise Rivollet, Lise Rivollet, Marianne Moore, Lise Rivollet Marianne Bah
3.1E-F Raphaél Dima Marianne Bah Tahé, Raphaél ; P
Dima Tahé, Raphaél Dima
3.2A Lise Rivollet Lise Rivollet Lise Rivollet
3.2B Marianne Bah Tahé Marianne Bah Tahé
3.2C-D Eﬂ;;/ge du Dr Daniel Equipe du Dr Daniel Shaye Alexandra Socovich
3.2E Raphaél Dima Raphaél Dima Raphaél Dima
3.3B Raphaél Dima Raphaél Dima, Lise Rivollet Raphaél Dima
3.3C-D Raphaél Dima Raphael Dima, An_na Ramirez- Raphaél Dima
Suérez, Yann Chabi
3.4B Raphaél Dima Rap’hael Dima, Iylarlann,e Bah Raphaél Dima
Tahé, Anna Ramirez-Suarez
Raphaél Dima, Raphaél Dima, Marianne Bah A
34C Marianne Bah Tahé Tahé, Anna Ramirez-Suarez Raphatl Dima
Lise Rivollet, . . .
35C-E Marianne Bah Tahé, If;S;éngl;Iﬁgéll\ASirzgni(Z?: Raphaél Dima, Marianne Bah
' Raphaél Dima, Yann  ~ap ’ Tahé, Yann Chabi, Lise Rivollet
. Chabi
Chabi
3.6A-C Raphaél Dima Raphaél Dima Raphaél Dima
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g;g Raphaél Dima iﬁfh?)iij R:QZ,(ESEPISMM Raphaél Dima, Yann Chabi, Lise
3.9A construit vasTi2) Rivollet, Marianne Bah Tahé
3.9B Raphaél Dima Raphaél Dima, Yann Chabi Raphaél Dima, Yann Chabi
3.10A gﬁ;?iael Dima, Yann Yann Chabi, Raphaél Dima Raphaél Dima

3.10B  Raphaél Dima Raphaél Dima, Yann Chabi Raphaél Dima, Yann Chabi
3.10C Raphaél Dima Raphaél Dima, Yann Chabi Raphaél Dima, Yann Chabi
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