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RESUME

L’architecture neuronale établie durant 'embryogeneése doit persister tout au long de la vie pour assurer

le bon fonctionnement du cerveau. Pourtant, les mécanismes responsables du maintien a long terme de
I’organisation neuronale restent mal compris. Chez les mutants de la molécule d’adhésion cellulaire sax-
7/L1CAM, certaines structures neuronales se développent normalement mais deviennent désorganisées
avec |'age. Afin d’identifier des mécanismes de la maintenance neuronale, nous avons réalisé un crible
génétique de suppresseurs des mutants sax-7. Nous avons identifié la protéine conservée de la matrice
extracellulaire, MIG-6/papiline, qui agit de facon post-développementale comme régulateur de la
maintenance neuronale. MIG-6/papiline posséde une cassette papiline dans sa structure protéique, qui
est clef pour le réle de MIG-6/papiline dans la maintenance de I'architecture neuronale. Cette cassette
papiline est également présente dans chez les métalloprotéinases ADAMTS (A Disintegrin and
Metalloproteinase with Thrombospondin motifs). L'isoforme courte de mig-6 agit a partir des muscles
pour assurer la maintenance neuronale, et ce de facon dépendante de la fonction de la métalloprotéinase
MIG-17/ADAMTS. De fagon intéressante, la perte de mig-6 conduit a une accumulation de collagéne IV
sous forme de structures fibrotiques extracellulaires. Les niveaux et la réticulation du collagéne IV sont
requis pour que la mutation mig-6 supprime les défauts neuronaux de sax-7, puisque la déplétion post-
développementale du collagene IV, ou de I'enzyme de réticulation, la peroxydasine, méne a la réapparition
des défauts de la maintenance neuronale chez les doubles mutants sax-7; mig-6. L'état remodelé de la
matrice extracellulaire chez les mutants mig-6 affecte les propriétés biomécaniques des tissus et stabilise
I’organisation neuronale chez les mutants sax-7, mais aussi chez des animaux de type sauvage sous |'effet
de contraintes mécaniques accrues. Pour comprendre comment ce phénotype fibrotique des mutants
mig-6 est induit, nous avons exploré la voie TGF-f, bien connue pour réguler le processus de la fibrose
chez les mammiferes. Nous montrons que la voie TGF-f influence le remodelage du collagéne IV chez le
ver et participe a la maintenance neuronale. En effet, chez les mutants mig-6, la perte de la signalisation
TGF-B entraine une accumulation accrue de structures fibrotiques de collagéne IV et renforce la
suppression des défauts neuronaux des mutants sax-7 par la mutation de mig-6. La dérégulation de la voie
TGF-B par suractivation, via la surexpression du récepteur, contrecarre la suppression des défauts
neuronaux de sax-7 induite par la perte de fonction de mig-6. De plus, nous avons montré que mig-
6/papiline agit comme un modulateur positif de la voie TGF-B, ce qui suggére que le réle de MIG-6 dans le
remodelage de la matrice extracellulaire implique en partie cette voie de signalisation. Enfin, d’autres

composants de la matrice extracellulaire, tels que la laminine et la fibuline, sont également importants

Xiv



pour la suppression des défauts neuronaux des mutants sax-7 par la mutation de mig-6. Nos résultats
révélent un mécanisme extracellulaire par lequel MIG-6/papiline régule le maintien a long terme de
I'intégrité de l'architecture neuronale. Cette étude souligne I'importance de la matrice extracellulaire et
de sarégulation par MIG-6/papiline dans les fondements moléculaires de la maintenance de I'organisation

neuronale a long terme.

Mots clés : Maintenance neuronale, papiline, MIG-6, collagene IV, matrice extracellulaire, TGF-B.
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ABSTRACT

Neuronal architecture established embryonically must persist lifelong to ensure normal brain function.
However, little is understood about the mechanisms behind the long-term maintenance of neuronal
organization. In cell-adhesion molecule mutants sax-7/L1CAM, distinct neuronal structures that develop
normally later become disorganized. To uncover maintenance mechanisms, we performed a suppressor
screen in sax-7 mutants, which exhibit progressive disorganization with age. We identified the conserved
extracellular matrix protein MIG-6/papilin as a key regulator of neuronal maintenance, which functions
post-developmentally. MIG-6/Papilin harbors a papilin cassette, present also in ADAMTS
metalloproteinases, which we show is required for neuronal maintenance. mig-6 short isoform functions
from muscles in neuronal maintenance, in a mig-17/ADAMTS-dependent manner. Interestingly, loss of
mig-6 leads to the accumulation of extracellular collagen IV fibrotic structures. Collagen IV levels and
crosslinking are required for the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6 mutation, as the post-
developmental depletion of collagen IV, or of its crosslinking enzyme peroxidasin, reinstates neuronal
maintenance defects in sax-7; mig-6 mutants. The extracellular matrix remodeling of mig-6 mutants
impacts tissue biomechanics and promotes neuronal stability, even under increased mechanical stress. To
determine how the mig-6-dependent fibrotic phenotype might come about, we investigated the TGF-3
pathway, which is well known to regulate fibrosis in mammals. We find that the TGF-$ pathway impacts
collagen IV remodeling in C. elegans and participates in neuronal maintenance. Indeed, in mig-6 mutants,
loss of TGF-B signaling exacerbates collagen IV fibrotic structures accumulation and enhances the
suppression of sax-7 neuronal defects. Dysregulated TGF-B signaling by receptor overexpression also
counteracts the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6. Furthermore, we show that mig-6/papilin
acts as a positive modulator of the TGF-B pathway, suggesting that MIG-6's role in extracellular matrix
remodeling is at least partially mediated through this signaling pathway. Finally, other extracellular matrix
components, such as laminin and fibulin, are also important for the mig-6-mediated suppression of sax-7
neuronal defects. Altogether, our findings highlight an extracellular mechanism by which MIG-6/papilin
regulates the maintenance of neuronal architecture on the long term. This study emphasizes the
importance of the extracellular matrix and its regulation by MI1G-6/papilin in the molecular basis of lifelong

maintenance of neuronal organization.

Keywords : Neuronal maintenance, Papilin, MIG-6, Collagen IV, Extracellular matrix, TGF-p.
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INTRODUCTION

Le fonctionnement du systéme nerveux repose non seulement sur I'assemblage précis des circuits
neuronaux durant le développement, mais également sur la préservation a long terme de leur intégrité
structurelle. L’architecture neuronale, en grande partie établie dés I’embryogeneése, doit étre maintenue
tout au long de la vie pour assurer la stabilité des fonctions cérébrales. Toutefois, cette organisation est
continuellement mise a I'épreuve par les contraintes mécaniques liées aux mouvements du corps, a la
croissance, a la maturation, au remodelage tissulaire, ou aux blessures. Des défauts dans le maintien des
structures neuronales peuvent altérer les connexions neuronales et contribuer a I'apparition de troubles
neurologiques et neurodégénératifs, comme la maladie d’Alzheimer, la schizophrénie, et bien d'autres,

caractérisées notamment par une déstabilisation des dendrites et une perte synaptique.

Bien gu’essentielles, les bases moléculaires qui assurent I'organisation neuronale a long terme demeurent
mal comprises. De nombreuses études ont mis en évidence le role central de la matrice extracellulaire
(MEC) dans le maintien et la préservation de I’architecture tissulaire, y compris au sein du systeme nerveux.
La MEC joue un réle dans la régulation de processus tels que I'adhésion cellulaire, des voies de signalisation
et de la réponse aux stress mécaniques. Chez les mammiféres, la MEC représente jusqu’a 20 % du volume
total du cerveau et se retrouve sous forme diffuse ou condensée—telles que les membranes basales (MB)
ou les réseaux périneuronaux—jouant des réles clés dans la plasticité synaptique, la régénération axonale
et la stabilité neuronale. Toutefois, le réle de la MEC dans le maintien des structures neuronales du

systeme nerveux mature reste peu exploré, en particulier en contexte de stress mécanique chronique.

Le nématode Caenorhabditis elegans constitue un modele in vivo puissant pour étudier la maintenance de
I'architecture du systéme nerveux. Malgré une augmentation de taille d’environ 100 fois entre I'éclosion
et I'dge adulte, son systéme nerveux conserve son organisation architecturale établie durant
I'embryogenese. Des études dans ce modéle ont révélé que plusieurs molécules de la famille des
immunoglobulines (lg), telles que SAX-7/L1CAM, agissent pour stabiliser les assemblages neuronaux. Les
mutants de maintenance sax-7 se développent initialement normalement puis montrent une
désorganisation neuronale progressive avec I'age. De fagon intéressante, les défauts observés chez les
mutants sax-7 sont supprimés par la paralysie, suggérant que le stress mécanique interne généré par les

mouvements corporels contribue a la désorganisation neuronale.



Afin d’identifier d’autres molécules impliquées dans les mécanismes qui assurent la maintenance
neuronale, le laboratoire Bénard a réalisé un criblage génétique pour isoler des suppresseurs des mutants
sax-7. Ceci nous a permis d’identifier la protéine conservée de la MEC, MIG-6/papiline, comme un
régulateur de la maintenance neuronale. Les travaux de cette these visent a élucider les mécanismes

moléculaires sous-jacents au role de MIG-6/papiline impactant le maintien de I'architecture neuronale.

Cette thése est structurée en quatre chapitres. Le chapitre 1 est consacré a une revue de la littérature
portant sur la maintenance de I'architecture neuronale et sur la MEC. La premiére section aborde les
mécanismes actuellement connus de la maintenance de |'organisation neuronale, ainsi que les principales
molécules impliquées. Je développe ensuite la composition et les fonctions de la MEC chez les vertébrés

et chez C. elegans. Le chapitre 1 se termine par une présentation de la MEC neuronale.

Les travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de cette thése sont présentés dans les chapitres 2 et 3,
chacun correspondant a un article scientifique (la contribution des auteurs est détaillée en annexe). Le
chapitre 2 est dédié a la mise en évidence du role de MIG-6/papiline dans le maintien de 'architecture
neuronale. Nous y explorons le mécanisme par lequel cette protéine coopére avec d'autres composants
extracellulaires pour réguler I'état de la MEC permettant ainsi de préserver |'organisation neuronale, tant
dans des conditions physiologiques que dans les conditions de stress mécanique. Ce travail met également
en lumiere la contribution de la protéine MIG-6 aux propriétés biomécaniques de la MEC. Le chapitre 3
constitue la continuité de I'histoire du chapitre 2. Dans ce chapitre, nous explorons I'implication de la voie
de signalisation TGF-B dans le mécanisme par lequel MIG-6/papiline participe au maintien de I'architecture

du systéme nerveux.

Enfin, dans le chapitre 4, une discussion générale des résultats obtenus dans la présente thése est
présentée, ainsi que plusieurs perspectives de recherche pouvant étre envisagées pour aider a approfondir
notre compréhension des mécanismes impliquant la MEC et l'impact de MIG-6/papiline sur la

maintenance de 'architecture du systeme nerveux.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1 La maintenance de I'architecture du systéme nerveux
1.1.1 Concept de la maintenance a long terme du systéme nerveux

L’étude du développement du systéme nerveux et de son vieillissement a considérablement progressé,
mais un domaine d’étude en plein essor en neurobiologie concerne la maintenance a long terme de

I'architecture neuronale (Bénard et Hobert, 2009).

La maintenance neuronale englobe deux aspects : 1) le maintien des caractéristiques structurelles et
fonctionnelles intrinseques des neurones telles que leurs programmes d'expression génique, qui
définissent leur identité, leurs propriétés fonctionnelles, ainsi que leur survie cellulaire; et 2) la
maintenance de I'organisation globale et de la position correcte des neurones (soma, axone, dendrites)
les uns par rapport aux autres et par rapport aux autres composants du systéme nerveux comme les
cellules gliales. Un tel entretien est essentiel pour que les neurones conservent leur capacité a
communiquer entre eux de maniére appropriée tout au long des phases de croissance postnatale, de
maturation, de remodelage et en condition de contraintes mécaniques (Bénard et Hobert, 2009) (Figure

1.1).

Chez les organismes adultes, de nombreux tissus, tels que la peau, le sang, I'intestin et les os, possédent
des capacités de régénération et de renouvellement importantes (Clevers, Loh et Nusse, 2014). En
revanche, le systéme nerveux présente des capacités de renouvellement limitées, méme aprés un
traumatisme ou une maladie (Tam et al., 2014), d’ou I'importance de maintenir ses structures sur le long
terme pour assurer son bon fonctionnement. De plus, les cellules neuronales, étant hautement polarisées
et ayant une morphologie particulierement complexe, sont en contact avec divers types d’environnements
cellulaires ce qui les exposent davantage a divers stress et contraintes. Ceci souligne I'importance des

mécanismes moléculaires dédiés a la maintenance de I'architecture du systeme nerveux.

L'identification de mutants de maintenance neuronale a permis de démontrer que la perte de fonction de
certains génes spécifiques altére la maintenance de l'organisation des neurones ou de leurs sous-

structures (axones dendrites, soma, synapses) sur long terme, sans affecter leur développement initial.
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Figure 1.1 Représentation du concept de la maintenance neuronale.

Photos tirées de (Belle et al., 2017; Bénard et Hobert, 2009) et de WormAtlas.org.



Mes travaux de recherche de these doctorale portent précisément sur les mécanismes assurant le
maintien de I'organisation de regroupements neuronaux, tel que le positionnement de neurones dans des
ganglions ou dans des faisceaux neuronaux du ver. Dans ma thése, le terme de "maintenance neuronale"
se référe a la maintenance de I’architecture neuronale (et non pas au processus de survie neuronale ou

de maintenance de l'identité cellulaire de neurones).

1.1.2 Importance de la maintenance de I'architecture du systeme nerveux face a des stress

L'organisation du cerveau, établie pendant I'embryogéneése et présente a la naissance, doit étre maintenue
malgré les changements morphologiques qui se produisent au cours de la croissance et de la maturation
postnatales, ainsi que les effets des fluctuations de I'environnement sur le systéme nerveux (Bénard et
Hobert, 2009). De plus, de nouveaux circuits neuronaux sont formés en phase postnatale afin d’assurer de
nouvelles fonctions telles que la reproduction (Pujala et Koyama, 2019; Witvliet et al., 2021), tandis que
les circuits existants subissent des modifications sous l'influence de sighaux externes (Van Horn et
Ruthazer, 2019) permettant ainsi I'adaptation et I'apprentissage (Witvliet et al., 2021). Ainsi, plusieurs
défis et des sources de stress impactent le systéme nerveux tout au long de la vie postnatale. Les
mécanismes de la maintenance neuronale agissent pour contrer ces stress, assurant ainsi la protection de
I'organisation des structures neuronales et le bon fonctionnement des circuits neuronaux tout au long de

la vie d’'un organisme.

1.1.2.1  La maturation du systeme nerveux et la croissance corporelle

L'ensemble des structures du systeme nerveux se forme pendant I'embryogenése, mais les neurones
continuent de se développer et de se remodeler pendant la période postnatale en s’adaptant a la
croissance du corps et a la complexité des comportements adultes (Mulcahy et al., 2022; Witvliet et al.,
2021). La maturation neuronale est un processus clé du développement du systéme nerveux, au cours
duquel les neurones acquiérent leurs caractéristiques morphologiques, moléculaires et
électrophysiologiques nécessaires a leurs fonctions (He et Yu, 2018). De plus, au cours du développement
postnatal, de nouveaux neurones sont ajoutés tandis que d’autres sont éliminés, modifiant ainsi des
circuits fonctionnels tout en préservant certains circuits essentiels tels que ceux assurant la coordination
sensorimotrice nécessaire pour la survie (Bénard et Hobert, 2009; Mulcahy et al., 2022). Ainsi, chez
I’humain, la maturation entraine une augmentation significative du nombre de ramifications dendritiques
et de connexions synaptiques, suivie d'une phase d'élagage dendritique et d'élimination des synapses, ne

maintenant que celles qui sont actives (Bénard et Hobert, 2009).



Les recherches menées sur C. elegans ont montré que |'organisation globale du systéme nerveux est
maintenue durant la maturation. En effet, la reconstruction volumétrique par microscopie électronique
d’individus isogéniques de C. elegans a révélé des similitudes frappantes dans la topologie du cerveau a
différents stades de développement (Witvliet et al., 2021) (Figure 1.2). L'étude a démontré que le cerveau
croit uniformément en taille sans modifier de maniére significative la forme ou la position relative des
neurites, maintenant ainsi sa topologie globale de la naissance a I’adge adulte. Par ailleurs, le nombre de
synapses augmente proportionnellement a la longueur des neurites, ce qui permet de maintenir une
densité synaptique stable. La comparaison des connectomes au cours de la maturation révele des
changements dans les circuits mais ceux-ci sont cohérents entre différents neurones. Ces modifications

influencent la force des connexions existantes et généerent de nouvelles connexions.
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Figure 1.2 Le cerveau en développement maintient sa topologie.

Le cerveau en développement maintient sa topologie. Chronologie du développement de huit cerveaux de C. elegans
reconstruits par microscopie électronique avec des modeles topologiques présentés en trois étapes. Les modeles
comprennent toutes les cellules contenues dans le neuropile (anneau nerveux), colorées par types de cellules
(Witvliet et al., 2021).



1.1.2.2 Les autres facteurs agissant sur la morphologie du systéeme nerveux

En plus de la maturation et de la croissance corporelle, des facteurs environnementaux tels que la teneur
en oxygene et le stress mécanique, ainsi que des facteurs liés au processus du vieillissement, affectent le

systéme nerveux.

Il a été rapporté par exemple que I'hypoxie cause des dommages aux neurones, appelés Iésions
hypoxiques, tandis qu'une forte teneur en oxygene entraine une production excessive d'espéces réactives
de l'oxygene, causant des lésions oxydatives des neurones (Kim et Jin, 2015; Stevenson et al., 2012). Chez
C. elegans, I'hypoxie affecte le guidage axonal et la migration de certains neurones (Pocock et Hobert,
2008). Les faibles teneurs en oxygéne peuvent entrainer des défauts tels que des axones en collier de perle,

des axones courbés ou des lacunes axonales (Kim et Jin, 2015).

Les contraintes physiques auxquelles le systéme nerveux fait face tout au long de la vie constituent un
autre facteur pouvant affecter la morphologie neuronale. L'ajout de nouveaux neurones aux circuits
existants chez 'adulte pourrait déstabiliser ces circuits et imposer des adaptations et ajustements au
systeme nerveux (Meltzer, Yabaluri et Deisseroth, 2005). Les neurones peuvent également étre sollicités
par les mouvements corporels, les contractions musculaires des organes et les blessures. Pour protéger le
systeme nerveux contre ces contraintes mécaniques, les neurones utilisent, par exemple, des molécules
d'adhésion cellulaire et des protéines du cytosquelette pour maintenir l'intégrité de I'architecture
neuronale (Bénard et Hobert, 2009). Le stress mécanique constitue un facteur important déclenchant des

défauts de maintenance neuronale (Bénard et Hobert, 2009; Bénard et al., 2006; Pocock et al., 2008).

Le vieillissement est également un facteur qui impacte la structure du systeme nerveux. De nombreuses
études menées sur des modeles vertébrés et invertébrés ont mis en évidence des changements liés a I'age
concernant la structure et la fonction du cerveau (Koch, Nelson et Hartenstein, 2021). Bien que le
vieillissement neuronal ne soit généralement pas associé a la mort cellulaire, les changements
morphologiques liés a I'age affectent souvent uniquement certains neurones de maniére spécifique
(Herndon et al., 2002; Loerch et al., 2008; Richard, Taylor et Greer, 2010). Le vieillissement neuronal se
caractérise par une détérioration progressive de la structure et de la fonction du systeme nerveux. Des
études chez C. elegans ont révélé des changements morphologiques liées a I'dge, touchant par exemple
les neurones mécanosensoriels et les motoneurones GABAergiques (Chen et al., 2013; Khandekar, 2015;

Pan et al., 2011; Tank, Rodgers et Kenyon, 2011; Toth et al., 2012). Ces changements incluent des



altérations dans les ramifications des neurites et des dendrites (Cohn et al., 2020; Huang et al., 2020b;
Kravtsov, Oren-Suissa et Podbilewicz, 2017; Toth et al., 2012; Xu et al., 2019), des formes anormales des
axones (axones en perle, varicosités axonales : gonflements axonaux et excroissances), ainsi que des
altérations des somas (excroissances et réduction de taille) (Hess et al., 2019; Khandekar, 2015;
Melentijevic et al., 2017; Pan et al., 2011; Tank, Rodgers et Kenyon, 2011; Toth et al., 2012), ainsi que des

défauts de fasciculation des faisceaux axonaux (Khandekar, 2015; Pan et al., 2011).

Des changements dans l'ultrastructure synaptique font aussi partie des changements neuronaux liés a
I’age (Herndon et al., 2002; Li et al., 2016). Par exemple, chez C. elegans, les synapses de I'anneau nerveux
montrent une diminution de la densité des vésicules synaptiques ainsi qu’'une diminution du nombre et
de la taille des contacts synaptiques avec I'dge (Chen et al., 2013; Toth et al., 2012). Le déclin de
I'organisation synaptique avec I'dge a été également observé chez d’autres organismes, comme la
drosophile et certains mammiféres (Beramendi et al., 2007; Duan et al., 2003; Hof et Morrison, 2004;
Morrison et Baxter, 2012; Page et al., 2002; Stein et Murphy, 2012; Valdez et al., 2010). Ces changements
morphologiques neuronaux liés a I’age, méme subtils, pourraient affecter I'intégrité des circuits neuronaux
et sont souvent associés a un déclin de I'activité neuronale (Cohn et al., 2020; Kravtsov, Oren-Suissa et
Podbilewicz, 2017; Pan et al., 2011; Tank, Rodgers et Kenyon, 2011; Toth et al., 2012). Des mécanismes
actifs de maintenance pourraient donc prévenir ou retarder I'apparition des altérations neuronales liées

I'age.

1.1.3  Caenorhabditis elegans, un modele d’étude de la maintenance neuronale
1.1.3.1 Description, avantages et cycle de vie
1.1.3.1.1 Description et avantages

Le ver C. elegans est un nématode non parasitaire, largement utilisé comme organisme modeéle dans divers
domaines de la biologie. Brenner et ses collaborateurs ont mis au point les fondements de la recherche
sur C. elegans en étudiant sa génétique et en décrivant son lignage cellulaire complet et invariable de 959
cellules somatiques chez I'hermaphrodite (Sulston et Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). lls ont aussi
notamment reconstitué en entier son systeme nerveux a partir de coupes sériées et d'observations en
microscopie électronique (White et al., 1986). Sa facilité de manipulation, de culture et de conservation

(par congélation a -80°C) en fait un modele de choix pour la recherche. Dans son milieu naturel, C. elegans



se nourrit de bactéries, alors qu’en laboratoire, il est cultivé sur des plaques d'agarose contenant

Escherichia coli, des sels et du cholestérol.

Les avantages d'utiliser C. elegans incluent sa transparence, ce qui permet des études microscopiques in
vivo et avec une résolution unicellulaire, sa capacité a produire un grand nombre de progéniture par cycle,
et sa simplicité anatomique, avec un nombre constant de cellules somatiques formant les principaux tissus
(muscles, épiderme, neurones, pharynx, intestin, et gonade; Figure 1.3) (Corsi, Wightman et Chalfie, 2015).
Par ailleurs, le cycle de vie bien caractérisé de C. elegans ainsi que le séquencage complet de son génome
(Consortium, 1998) ont offert une premiére vision globale du paysage génomique d’'un métazoaire, ce qui

représente d'autres atouts majeurs de cet organisme modéle.

Gonade distale

Utérus

Gonade proximale

Figure 1.3 Anatomie d'une hermaphrodite adulte.

(A) Image a contraste interférentiel différentiel (CID ou Nomarski) d'une hermaphrodite adulte, coté latéral gauche.
Barre d'échelle, 0,1 mm. (B) Dessin schématique des structures anatomiques, coté latéral gauche. Image tirée de
WormAtlas.org.

Au fil des années, de nombreuses découvertes ont renforcé I'utilisation de C. elegans en tant qu'organisme
modele. Une avancée importante a été la génération d'animaux transgéniques, développée en 1991
(Mello et al., 1991). En 1994, la technologie de rapporteurs GFP, introduite par Martin Chalfie, a permis la
visualisation des patrons d'expression génique ainsi que la localisation des protéines in vivo (Chalfie et al.,
1994). En 1998, la découverte de l'interférence par I'ARN double brin (ARNi) (Fire et al., 1998) a ouvert la

voie a la déplétion de génes spécifiques et au niveau de tissus précis (Qadota et al., 2007), ce qui a facilité



les criblages génétiques a grande échelle. D’autres techniques, permettant un contréle temporel et spatial
de I'expression des génes, ont été développées chez C. elegans telles que le systéme de choc thermique
(Bacaj et Shaham, 2007), le systéme CRISPR/Cas9 somatique (Cheng et al., 2013; Shen et al., 2014), le
systeme de dégradation protéique induite par I'auxine (Zhang et al., 2015), et bien d'autres (Cho et al.,

2013; Wei et al., 2012).

Environ 40 % des génes de C. elegans sont des orthologues de genes humains, avec plus de 80 %
d’orthologues pour les génes impliqués dans les voies de signalisation (Shaye et Greenwald, 2011). Cela
ouvre des perspectives énormes et pertinentes pour utiliser C. elegans dans I'étude de nombreux

processus physiologiques et pathologiques (Markaki et Tavernarakis, 2020; Roussos et al., 2023).

1.1.3.1.2 Cycle de vie

C. elegans existe sous deux formes sexuées: hermaphrodite et male. L’hermaphrodite peut s’autoféconder
et produire environ 300 descendants dans un cycle de reproduction, ce qui lui permet de générer une
descendance méme s’ils sont incapables de se déplacer et de s’accoupler sous I'effet de certaines
mutations. Des males peuvent apparaitre spontanément par la perte d'un chromosome X, puis sont
produits lors de croisements, et se distinguent des hermaphrodites par la forme de leur queue et par leur
comportement. Le cycle de vie de C. elegans, allant d’'un ceuf a un ceuf, prend environ 3,5 jours a
température ambiante en laboratoire. La ponte aura lieu a environ 2 heures apreés fertilisation. Le ver éclot
de I'ceuf en larve L1 (environ 12 heures apres la ponte de I'ceuf), qui se développe ensuite et muera en
une larve L2, puis en une larve L3, puis L4 (Figure 1.4A). La derniéere mue permet le passage du stade L4 a
une hermaphrodite adulte de 1 mm de long, capable a pondre ses propres ceufs aprés environ 12 heures
de vie adulte. En cas de conditions défavorables, telles que le surpeuplement et le manque de nourriture,
les vers L2 peuvent muer en un stade distinct appelé larve "dauer" capable de survivre pendant des mois
(Cassada et Russell, 1975) (Figure 1.4B). En conditions favorables, les dauers récupérent rapidement et
passent aux stades post-dauer L3/L4 pour devenir des adultes reproducteurs avec une durée de vie

normale.

1.1.3.2  Un modele pour I'étude du systeme nerveux

Le séquengage du génome de C. elegans en 1998 a mis en évidence le haut degré de conservation
moléculaire entre le systéeme nerveux d’un nématode et celui des vertébrés (Bargmann, 1998;

Consortium*, 1998). Le systeme nerveux de C. elegans est constitué de seulement 302 neurones et 56
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Figure 1.4 Le cycle de vie de C. elegans.

(A) Cycle de vie. (B) Images a contraste interférentiel différentiel des différents stades de développement de C.
elegans. Adapté de (Fielenbach et Antebi, 2008; Herndon et al., 2017).

cellules gliales chez I'hermaphrodite, ce qui le rend bien plus simple que ceux d'autres organismes modeles

(Figure 1.5).

La structure et la connectivité neuronales de C. elegans demeurent remarquablement stables d’un individu
a l'autre, et font de ce ver un modele particulierement adapté a I'étude de la neurobiologie. Son réseau
connectif présente une grande reproductibilité, bien que certaines variations individuelles puissent exister

dans le nombre de connexions formées entre les partenaires neuronaux. De plus, de profondes altérations
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Figure 1.5 Apercu des valeurs numériques du nombre de neurones et de synapses dans le systeme nerveux des
organismes modeles utilisés en neuroscience.

Adapté de (Bénard et Hobert, 2009; Weisenburger et Vaziri, 2018).

du systéme nerveux ne sont généralement pas incompatibles avec le développement de C. elegans en

conditions de laboratoire.

Des recherches ont permis d’identifier des neurones spécifiques qui sont impliqués dans plusieurs
comportements du ver, ce qui a conduit a I'élaboration de son connectome fonctionnel. Ce schéma de
circuits neuronaux est décrit dans The Mind of the Worm (White JG, 1986), et constitue une ressource
précieuse pour I'analyse des circuits comportementaux. Grace a une cartographie détaillée de son systeme
nerveux, C. elegans représente un modele solide pour les études actuelles sur la spécification, le

développement, la fonction et I’analyse de son connectome (Meneely, Dahlberg et Rose, 2019).

Les neurones de C. elegans sont organisés en ganglions, cordes nerveuses et fascicules bien distincts. La
majorité des ganglions neuronaux sont regroupés dans la téte, ou se trouve également I'anneau nerveux,
I’équivalent du cerveau du ver. La corde nerveuse ventrale, qui s’étend sur le c6té ventral, contient des
neurones moteurs et des interneurones (Figure 1.6). La majorité des 302 neurones du ver sont organisés

en ganglions dans la téte et la queue, ainsi que dans la corde nerveuse ventrale (Figure 1.6).

1.1.4 La maintenance de I'architecture des différentes structures du systéme nerveux chez C. elegans

La notion de maintenance de I’architecture neuronale se référe a la préservation de I'organisation globale
et des positions relatives des différents composants du systeme nerveux. Des analyses génétiques ont
montré que des mécanismes actifs assurent cette organisation et peuvent étre distincts de ceux qui
régulent le développement initial de ces structures (Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Bénard et al., 2009;
Bénard et al., 2006; Bulow, Boulin et Hobert, 2004; Desse et al., 2021; Johnson et Kramer, 2012; Pocock et
al., 2008; Sasakura et al., 2005; Wang et al., 2005; Zallen, Kirch et Bargmann, 1999; Zhou et Chen, 2011).
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Ces mécanismes assurent que les axones contenus dans les fascicules ainsi que les somas ou corps
neuronaux localisés dans les ganglions conservent leur position initialement établie lors du

développement.

Les structures neuronales, telles que les ganglions et les faisceaux d’axones, sont entourées par une
membrane basale (MB) et sont localisées a proximité d’autres types cellulaires ou tissus tels que

I’épiderme et les muscles (Figure 1.7) (Bénard et Hobert, 2009; White et al., 1986).

1.1.4.1 Maintenance de |'organisation des ganglions de la téte

Certains mutants de maintenance de |'architecture neuronale présentent des défauts dans |'organisation
de certains neurones situés dans les ganglions de la téte a partir du stade larvaire L3/L4. Par exemple, les
corps cellulaires des neurones chimiosensoriels ASH et ASI, formés entierement pendant I’'embryogeneése,
se positionnent postérieurement a I'anneau nerveux chez le type sauvage (Figure 1.8). Chez les mutants
de maintenance, I'organisation de ces neurones est initialement normale mais, a partir du stade larvaire

L3/L4, ces neurones deviennent désorganisés (Figures 1.8 et 1.9).

Les défauts de maintenance se traduisent par un déplacement postérieur de I'anneau nerveux ainsi que
par un positionnement anormal d’un ou plusieurs corps cellulaires qui atteignent des positions antérieures
a I'anneau nerveux ou le chevauchant (Figure 1.8 et 1.9). Ces défauts s’aggravent progressivement avec
I’age. De plus, ils sont dépendants de la locomotion puisque la paralysie, induite par manipulation
génétique ou par traitement pharmacologique, permet la suppression des défauts de maintenance
(Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Bénard et al., 2009). Ainsi, les stress mécaniques générées par le
mouvement du corps, des organes (pompage du pharynx, mouvement de la téte) et par certains processus
biologiques (contractions du corps en lien avec la ponte d'ceufs et la défécation) impactent le systeme
nerveux du ver et ces génes de maintenance agissent en protégeant le systéme nerveux, entre autres, du

stress mécanique.
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Figure 1.6 Organisation des structures neuronales (ganglions et axones) dans la téte et la corde ventrale.

(A) Organisation en ganglions des neurones dans la téte. (B) Agrandissement du ganglion latéral ou se situent les deux paires de neurones chimiosensoriels ASH
et ASI. (C) Vue d'ensemble de la corde nerveuse ventrale chez C. elegans chez le type sauvage. Tiré et adapté de de WormAtlas.org (A, B) et de (Bénard et al.,

2009) (C).
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Figure 1.7 Analyse des défauts neuronaux de maintenance des ganglions neuronaux et des axones.

(A) Déplacements des corps cellulaires de neurones ASI et ASH observés chez les mutants adultes. Les pointes de
fleches bleues indiquent la position de I'anneau nerveux, alors que les pointes de fleches rouges indiquent la position
du soma neuronal, qui est examiné par rapport a la position de I'anneau nerveux (type sauvage : postérieur par
rapport a I'anneau nerveux ; mutant : chevauchant I'anneau nerveux ou antérieur a celui-ci). (B) Les basculements
axonaux au niveau de la corde ventrale sont des défauts tout ou rien, évalués en co-marquant I'ensemble du fascicule
de la corde nerveuse ventrale gauche (CVG) et droite (CVD) avec un marqueur pan neuronal RFP (ot/s173) et les
neurones PVQ avec un marqueur GFP (oyls14). Les animaux jeunes adultes sont montrés dans ces images. Adapté de
(Bénard et al., 2009; Bénard et al., 2012).

1.1.4.2 Maintenance de la position des axones

Chez C. elegans, des genes de maintenance neuronale sont nécessaires également pour préserver la
position post-embryonnaire des axones dans la corde nerveuse ventrale (Bénard et Hobert, 2009). A
I'éclosion, la larve L1 ne contient que quelques axones dans la corde ventrale gauche et de nombreux
axones dans la corde ventrale droite, et ces deux cordes sont séparées par une ligne médiane composée
de corps cellulaires de neurones moteurs et par une invagination épidermique, qui sera par la suite
appelée créte épidermique (aux stades larvaires suivants et a I'age adulte) (Figures 1.7C et 1.8). Chez les
mutants de maintenance neuronale, des axones qui se développent normalement chez I'embryon et ont
une position normale au début du stade L1, seront déplacés peu de temps aprés sous l'effet des
mouvements de I'animal (Bénard et Hobert, 2009). Les génes zig-3, zig-4, dig-1 et sax-7 jouent un réle
dans la maintenance de la position des axones dans la corde ventrale de C. elegans (Aurelio, Hall et Hobert,

2002; Bénard et al., 2009; Bénard et al., 2006).
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Figure 1.8 Exemple de défauts de maintenance dans les ganglions de la téte.

Chez les vers de type sauvage, les somas de deux classes de neurones chimiosensoriels de la téte (ASH et ASI, indiqués
par les fleches rouges) sont situés postérieurement a I'anneau nerveux (indiqué par une pointe de fleche bleue).
L'architecture des neurones chimiosensoriels se développe pendant I'embryogenese et persiste tout au long de la
vie. Chez les mutants de maintenance tels que sax-7, ces neurones se développent initialement normalement puis
des défauts de positionnement de somas commencent a apparaitre tardivement aux stades larvaires L3/L4 et
progressent chez les adultes. Image tirée de (Bénard et al., 2012).

1.1.4.3 Maintenance de la position des synapses

L'architecture des circuits neuronaux nécessite également le maintien des contacts synaptiques. L'étude
de la maintenance synaptique porte sur la stabilité, la distribution et la densité synaptique (Cherra et Jin,
2016; Heckman et Doe, 2021; Shao et al., 2013). La distribution synaptique, qui est essentielle pour le
maintien de l'architecture du circuit dérivé de I'embryon, nécessite a la fois le maintien des contacts
synaptiques et la prévention de la formation de contacts inappropriés. Les défauts retrouvés chez des
mutants de maintenance incluent le changement dans la distribution synaptique qui se traduit par
I'apparition de contacts synaptiques inappropriés, la surcroissance des synapses et I'apparition de
protrusions (synapses ectopiques) (Kurshan et al., 2014; Qin, Liang et Ding, 2014). Ainsi, il a été démontré
que des molécules comme CIMA-1, un transporteur de soluté de la famille SLC17, en modulant
I'interaction épiderme-glie, via le FGFR, inhibe la formation de synapses ectopiques et maintenant ainsi la

distribution présynaptique des neurones AlY (Shao et al., 2013).

16



1.1.5 Les molécules de la maintenance de I'architecture du systéme nerveux chez C. elegans

Une combinaison de cribles pour des mutants présentant des défauts de morphologie neuronale lors de
stades larvaires tardifs ou adultes (mais pas immédiatement apres |'embryogenése), ainsi que les
approches par genes candidats, ont permis I'isolement d’un certain nombre de genes qui maintiennent
I'architecture du systéme nerveux (Bénard et Hobert, 2009). Les phénotypes mutants des génes de
maintenance neuronale concernent la position post-développementale des axones dans les fascicules, la
position des somas dans les ganglions et de I'anneau nerveux, ou la morphologie synaptique. Un mutant
de maintenance pourrait manifester un ou plusieurs de ces phénotypes post-développementaux.
Certaines des molécules de maintenance ont également des roles dans le développement dans d'autres

contextes cellulaires (Diaz-Balzac et al., 2015; Dong et al., 2013; Tavakoli et al., 2023; Yip et Heiman, 2018).

1.1.5.1 La famille des immunoglobulines

Les génomes des vertébrés et des invertébrés contiennent des génes codant pour des protéines sécrétées
ou transmembranaires de la famille des Ig, dont la majorité est exprimée dans le systeme nerveux (Bénard

et Hobert, 2009; Rougon et Hobert, 2003; Walmod et al., 2007).

Les molécules d'adhésion cellulaire de la superfamille des immunoglobulines (IgCAM) s'engagent dans une
variété d'interactions pour affecter le développement et l'intégrité des tissus (Pocock et al., 2008). La
plupart des IgCAM sont exprimées dans les neurones et forment une grande famille diversifiée de
molécules d'adhésion dans le systeme nerveux (Schwarz et al., 2009). La superfamille des IgCAM est
impliquée dans le développement et le fonctionnement du systéme nerveux en jouant un réle dans le
guidage et la fasciculation des axones, la synaptogénese et la régulation de I'activité synaptique (Moseley-
Alldredge et al., 2022). Certaines molécules avec des domaines Ig, isolées chez C. elegans, sont également
impliquées dans les mécanismes de la maintenance neuronale telles que les molécules SAX-7/L1CAM, DIG-

1 et des protéines de la famille des ZIG.

1.1.5.1.1 Les protéines de la famille des ZIG

Chez C. elegans, 13 génes codent pour de petites protéines ZIG (Zwei IG domain protein) contenant deux
domaines Ig (Figure 1.10). La plupart de ces molécules ne contiennent pas des domaines
transmembranaires et sont prédites d’étre des molécules secrétées possiblement a partir du neurone

unilatéral dans la corde nerveuse qui s’appelle PVT (Aurelio, Hall et Hobert, 2002). Certains mutants zig
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Figure 1.9 Les molécules de la maintenance neuronale de la famille des immunoglobulines.
Adapté de (Bénard et Hobert, 2009).
tels que zig-3 et zig-4 développent des défauts de maintenance des axones de la corde nerveuse ventrale

(Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Bénard et al., 2009).

Une autre molécule a deux domaines lIg, ZIG-10, intervient dans la maintenance synaptique de facon trés
spécifique en régulant la densité des synapses cholinergiques (Cherra et Jin, 2016). La perte de zig-10
entralne une augmentation du nombre de synapses a la jonction neuromusculaire. ZIG-10 médie une
interaction entre I'épiderme et les neurones cholinergiques pour permettre la phagocytose du matériel
synaptique cholinergique par I'épiderme (Cherra lll et al., 2020; Cherra et Jin, 2016). Ainsi, il a été proposé
que ZIG-10, se localisant a la surface cellulaire et aux régions entourant les synapses, agirait en obstruant

les interactions entre les neurones pré-synaptiques et le muscle post-synaptique (Cherra et Jin, 2016).

1.1.5.1.2 La protéine DIG-1

DIG-1 est une énorme protéine sécrétée spécifique au vers (Figure 1.10). Les mutants dig-1 présentent des
défauts de maintenance de la position des axones dans les fascicules et de la positon relative des corps
cellulaires dans les ganglions de la téte (Bénard et al., 2006). Il a été suggéré que la grande taille de la
protéine DIG-1 serait suffisante pour servir de pont entre les neurones et les cellules musculaires en
agissant comme pont intercellulaire au sein de la MEC (Bénard et al., 2006). La protéine contient des

domaines impliqués dans I'adhésion cellulaire et I'interaction cellule-cellule suggérant que DIG-1 pourrait
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faire un pont entre la MEC et les neurones a une extrémité de la protéine, puis avec les surfaces des cellules
musculaires et/ou épidermiques a l'autre extrémité. DIG-1 peut de ce fait étre considérée comme une

protéine d’échafaudage qui maintient I'organisation neuronale (Bénard et al., 2006; Chong et al., 2021).

1.1.5.1.3 La protein EGL-15(5A)

Le géne egl-15 est I'orthologue du récepteur FGF (Fibroblast Growth Factor) chez C. elegans et appartient
a une famille de récepteurs a activité tyrosine kinase (Bilow, Boulin et Hobert, 2004). EGL-15 porte trois
domaines Ig sur sa partie extracellulaire (Figure 1.10). Une forme d'épissage spécifique du récepteur
appelée EGL-15(5A) est requise dans I'épiderme pour le maintien de la position des axones chez le ver
(Bulow, Boulin et Hobert, 2004). Les mutants egl-15(5A) n’affectent qu’un nombre restreint d’axones dans
la corde nerveuse ventrale. La fonction de EGL-15 dans la maintenance de la position axonale est
indépendante de sa fonction dans la signalisation, puisque ses ligands FGF apparentés et son domaine
kinase intracellulaire ne sont pas nécessaires pour son réle dans la maintenance neuronale (Bénard et
Hobert, 2009; Bilow, Boulin et Hobert, 2004). Récemment, EGL-15(5A), exprimée dans les cellules
épidermiques, est impliquée dans le positionnement de la glie et des synapses pendant la croissance (Fan
et al., 2020; Shao et al., 2013). Il a été proposé que I'adhésion entre I'épiderme et les cellules gliales est

modulée positivement par EGL-15/FGFR (Fan et al., 2020).

1.1.5.1.4 La molécule d’adhésion SAX-7/L1CAM

1.1.5.1.4.1 Généralités sur les LICAM des vertébrés

Les membres de la famille L1CAM sont des protéines transmembranaires de la famille d'IgCAM neuronales
hautement conservées chez les métazoaires, tels que les vertébrés, la drosophile et C. elegans (Moseley-
Alldredge et al., 2022). Plusieurs membres de la famille L1 ont été caractérisés chez les vertébrés incluant
L1, CHL1, NrCAM et neurofascine qui sont fortement exprimés dans le systéme nerveux périphérique et
central (Chen et Zhou, 2010; Hortsch, 2000; Pocock et al., 2008). Les membres de la famille L1ICAM des
vertébrés et des invertébrés sont impliquées dans de nombreux aspects du développement, de la
maintenance, et du fonctionnement du systéme nerveux (Brimmendorf, Kenwrick et Rathjen, 1998;
Briimmendorf et Rathjen, 1996; Chen, Ong et Bennett, 2001; Godenschwege et al., 2006; Hortsch, 2000;
Pocock et al., 2008; Rougon et Hobert, 2003; Sasakura et al., 2005; Wang et al., 2005).

Plusieurs roles conservés ont été établis entre les membres de la famille LLCAM des vertébrés et des

invertébrés incluant le guidage axonal, la morphogenése des dendrites, la myélinisation, la fasciculation
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ainsi que la synaptogeneése (Chen et Zhou, 2010; Cohen et al., 1998; Hortsch, Nagaraj et Mualla, 2014;
Montag-Sallaz, Schachner et Montag, 2002; Rolf et al., 2002; Sundararajan, Stern et Miller Ill, 2019). De
plus, la molécule LLCAM améliore la survie neuronale, stimule la régénération axonale et améliore le
comportement (Schafer et Frotscher, 2012). Par conséquent, des mutations dans les genes humains
codant pour les IgCAM sont fortement impliquées dans une variété de troubles neurologiques de
développement. Par exemple, chez ’humain, les mutations de L1 entrainent un large éventail d'anomalies
neurologiques telles que un trouble caractérisé par un retard mental (syndrome Masa), une hydrocéphalie,
une agénésie du corps calleux et atrophie du nerf optique, I'hydrocéphalie liée a I'X, la paraplégie spastique
compliquée liée a I'X de type | et les pouces en adduction (Camp et al., 1993; Fransen et al., 1997; Hortsch,
Nagaraj et Mualla, 2014; Jouet et al., 1994; Kenwrick et Doherty, 1998; Kenwrick, Watkins et Angelis, 2000;
Nagaraj, Mualla et Hortsch, 2013; Rosenthal, Jouet et Kenwrick, 1992; Uyemura et al., 1994). De plus, un
dysfonctionnement de L1 est associé a des troubles du spectre de |'autisme, a la schizophrénie et a des
troubles de comportement (Fransen et al., 1998; Moy et al., 2009; Sakurai et al., 2002; Sakurai et al., 2006;
Zhong et al., 2015).

La fonction de maintenance neuronale semble étre conservée en allant des invertébrés aux vertébrés. En
effet, la perte conditionnelle de LLCAM spécifiquement dans le cerveau de la souris adulte est associé a
des déficits dans les comportements exploratoires et anxieux, ainsi qu'a une altération de I'apprentissage
(Law et al., 2003). Ces résultats suggérent que L1CAM impacte des mécanismes impliqués dans

I'apprentissage et dans certains comportements du cerveau adulte.

1.1.5.1.4.2 SAX-7/L1CAM de C. elegans

C. elegans code pour deux orthologues de L1CAM : LAD-2 et SAX-7. Chaque géne présente un profil
d'expression distinct : I'expression de lad-2 est restreinte a un sous-ensemble de neurones, tandis que sax-
7 est largement exprimé dans presque toutes les cellules dés le stade embryonnaire a deux cellules jusqu'a
I'adulte (Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Chen, Ong et Bennett, 2001; Sasakura et al., 2005; Wang et al.,
2005). lad-2 joue un réle dans le guidage axonal et la migration axonale des neurones SMD pendant le
développement (Wang et al., 2008b). sax-7 est le géne qui a été le plus étudié et dont les études ont révélé
plusieurs réles dans le développement de certains neurones, ainsi que des roles distincts dans la

maintenance de I'architecture d'autres neurones a long terme.
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La molécule SAX-7 existe sous deux isoformes principales (Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005):
I'isoforme longue (SAX-7L) et I'isoforme courte (SAX-7S) (Figure 1.10). Les deux isoformes partagent la
méme région intracellulaire, le domaine transmembranaire, et la majeure partie de la région
extracellulaire, comprenant cing domaines de fibronectine de type Il (Fnlll) et quatre domaines de type
Ig (Figure 1.10). Toutefois, elles different par la région extracellulaire N-terminale, o SAX-7S ne contient

gue quatre domaines Ig (Ig 3—6), tandis que SAX-7L en possede six (g 1-6).

SAX-7 joue un role important dans plusieurs aspects de développement du systéme nerveux tels que la
morphogenese et |'organisation des dendrites, la ramification dendritique, et la fasciculation axone-
dendrite (Cebul, McLachlan et Heiman, 2020; Chen et al., 2019; Diaz-Balzac et al., 2015; Dong et al., 2013;
Heiman et Bulow, 2024; Moseley-Alldredge et al., 2022; Ramirez-Suarez et al., 2019; Sundararajan, Stern
et Miller 111, 2019; Yip et Heiman, 2018; Zou et al., 2016).

Dans la maintenance de I'architecture neuronale, SAX-7 est impliquée dans le maintien du positionnement
post-embryonnaire des ganglions neuronaux dans la téte et des axones dans la corde ventrale aprés que
leur développement ait été bien établi (Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005; Wang
et al., 2005; Zallen, Kirch et Bargmann, 1999). Il a été démontré que c'est I'isoforme courte de SAX-7 qui
joue un roéle crucial dans la maintenance neuronale puisque I'expression de SAX-7S dans les neurones,
mais pas de SAX-7L, permet de sauver les défauts de la mutation nulle, gv30, de sax-7. De plus, des
mutations spécifiques de sax-7S donnent un phénotype largement identique au phénotype des mutants
sax-7(qv30) (Desse et al., 2021; Sasakura et al., 2005). Grace a un rapporteur sfGFP::SAX-7S généré dans
le locus du géne par notre laboratoire par CRISPR pour visualiser les niveaux endogenes de SAX-7S, on a
observé que cette isoforme est exprimée dans I'ensemble du systeme nerveux, de I'embryogenese a I'age
adulte (Desse et al., 2021). De plus, une majorité de la protéine SAX-7 semble étre clivée, et notre équipe
a montré que ces fragments clivés, lorsqu'ils sont combinés, peuvent assurer la maintenance neuronale

(Desse et al., 2021).

Il a également été démontré que le déplacement des neurones chez les mutants sax-7 est induit par le
stress mécanique causé par les mouvements corporels. Le déplacement des neurones et de leurs axones
peut étre partiellement supprimé en paralysant les animaux sax-7, suggérant que la fonction normale de

SAX-7 chez le type sauvage antagonise les effets de la force mécanique et que le stress généré par les
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mouvements du corps contribue a la désorganisation de I'architecture neuronale chez ces mutants

(Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005).

Les molécules de la famille de LLCAM agissent via des interactions homophiles et hétérophiles via leur
domaine extracellulaire pour médier I'adhésion cellule-cellule et cellule-MEC (Haspel et Grumet, 2003).
De maniere similaire a ses homologues vertébrés, SAX-7 peut s'engager dans des interactions homophiles
et hétérophiles (Sasakura et al., 2005). L'adhésion homophile peut étre induite par I'expression de SAX-7
dans des cellules en culture ainsi qu'in vivo dans des neurones AlY et AVK adjacents qui n'interagissent pas
normalement (Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005) ou dans le neurone sensoriel AFD ou SAX-7 peut
sauver, de maniere autonome, le défaut de position de ce neurone (Sasakura et al., 2005). Les interactions
hétérophiles possibles avec SAX-7 impliquent d'autres protéines IgSF sécrétées qui participent également
a la méme voie génétique que sax-7 pour maintenir la position des axones dans la corde ventrale (Bénard
et al., 2009) tels que DIG-1, ZIG-3, ZIG-4, et EGL-15/Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) (Aurelio,
Hall et Hobert, 2002; Bénard et al., 2009; Bénard et al., 2006; Bilow, Boulin et Hobert, 2004).

1.1.5.2 Autres molécules impliquées dans la maintenance neuronale
1.1.5.2.1 Les protéines du cytosquelette

La nature hautement polarisée des neurones les rend particulierement vulnérables au stress mécanique
associé aux mouvements normaux de I'animal. Le cytosquelette joue un réle crucial également dans la
capacité des neurones a résister a ces stress (Fletcher et Mullins, 2010), et certains de ses éléments ont
été étudiés pour leur réle dans la maintenance neuronale. Par exemple, la protéine Zyxine, I’homologue
de la protéine focale associée a I'adhésion cellulaire (focal adhesion-associated protein), est un régulateur
de la maintenance des synapses des neurones mechanosensoriels PLM chez C. elegans. Zyxine est
impliquée dans la régulation des réponses du cytosquelette aux forces mécaniques et aux contraintes
exercées sur les sites d'adhérence dans les cellules de mammiferes. Elle joue un réle dans I'adhésion
cellulaire, la migration et la mécano-transduction (Luo et al., 2014). Zyxine est enrichie au niveau des tissus
épithéliaux et musculaires, et se localise aux plaques d'adhérence focale ainsi qu’aux jonctions adhérentes.
Zyxine s'exprime aussi dans le systéme nerveux mais a des niveaux relativement faibles (Macalma et al.,
1996). Chez les vers mutants zyx-1, au stade tardif L4, la branche synaptique du neurones PLM est absente
ou s’arréte prématurément avant d'atteindre la corde nerveuse ventrale et sont ainsi incapables d’assurer

la maintenance des synapses. Zyxine a été suggérée d’agir en permettant la transmission des signaux de
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la tension d'adhésion cellulaire lors de la synaptogeneése, et de stabiliser et maintenir les terminaisons

synaptiques dans les neurones mécanosensoriels.

Par ailleurs, les microtubules, éléments essentiels de la structure et de la fonction neuronale, sont
également impliqués dans la maintenance neuronale. Ces structures dynamiques, formées a partir de
chaines de protofilaments d'hétérodimeéres a- et B-tubuline, sont protégées des contraintes mécaniques
par l'acétylation de I'a-tubuline, qui leur confere une élasticité structurelle. Cette modification post-
traductionnelle des microtubules affecte également la maintenance synaptique (Teoh et al., 2022),
(Borgen et al., 2019). Chez C. elegans, les enzymes responsables de |'acétylation des microtubules sont les
tubuline-acétyltransférases MEC-17/aTAT1 et ATAT-2 (Borgen et al., 2019; Teoh et al., 2022). En plus de
leur réle dans la structure des microtubules, dans la sensation tactile, la polarité axonale et la
dégénérescence des axones dans les neurones mécanosensoriels (Akella et al., 2010; Neumann et Hilliard,
2014; Shida T, 2010; Topalidou et al., 2012), MEC-17 et ATAT-2, via leur activité acétyltransférase, ont un
role dans la maintenance des synapses mécanosensorielles (Borgen et al., 2019; Teoh et al., 2022). La
perte de fonction ainsi que la surexpression de ces enzymes conduit a la perte progressive des branches
synaptiques, atteignant la plus grande pénétrance a I’dge adulte (Teoh et al., 2022). Les mémes études ont
révélé que mec-17 interagit entre autres avec zyx-1 pour médier ce mécanisme de protection des branches

synaptiques.

D’autres molécules, comme la dystrophine, interviennent dans la maintenance de la position de corps
cellulaires des ganglions lombaires et des neurones GABAergiques et cholinergiques chez C. elegans
(Johnson et Kramer, 2012; Zhou et Chen, 2011). Cette fonction neuronale de la dystrophine est distincte
de son role dans le maintien de l'intégrité musculaire et la régulation de la locomotion. La dystrophine agit
en s’associant a SAX-7, permettant son ancrage au cytosquelette d'actine et régulant ainsi les adhérences

cellulaires médiées par SAX-7 (Zhou et Chen, 2011).

1.1.5.2.2 Les protéines de la matrice extracellulaire

Des composants de la MEC font partie des molécules jouant un réle dans la maintenance neuronale. Par
exemple, la spondine, I'homologue de F-spondine chez les vertébrés, codée par le géne spon-1 est un
composant de la MEC dans les parois musculaires du ver et dans son pharynx. La spondine est requise pour

la maintenance de la position des axones dans la corde ventrale (Woo et al., 2008). spon-1 interagit
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génétiquement avec les génes zig-4 et egl-15, bien que le mécanisme de cette interaction reste a élucider

(Woo et al., 2008).

La papiline, une autre protéine de la MEC, a été récemment identifiée comme étant impliquée dans la
fasciculation de I'axone du neurone PVD chez C. elegans, bien que son mécanisme d'action demeure
incompris. Son role développemental a été étudié plus en détail (Ramirez-Suarez et al., 2019). D'autres
composants de la MEC, comme les métalloprotéinases ADAMTS a domaines thrombospondines, telles que
MIG-17 et GON-1, jouent également un réle dans la maintenance de la morphologie synaptique a la
jonction neuro-musculaire et dans la régulation du positionnement synaptique (Fan et al., 2020; Kurshan

et al., 2014; Qin, Liang et Ding, 2014).

1.2  La matrice extracellulaire
1.2.1 La matrice extracellulaire chez les vertébrés
1.2.1.1 Composition et structure

La MEC constitue un réseau tridimensionnel structuré, jouant un role clé a la fois dans le soutien et le
maintien de I'architecture des tissus ainsi que dans la régulation des fonctions cellulaires (Bandzerewicz
et Gadomska-Gajadhur, 2022; Karamanos NK, 2021). Chez les mammiféres, la MEC est constituée
d'environ 300 protéines, regroupées sous le terme de matrisome (Bonnans, Chou et Werb, 2014). En
fonction de sa position et de sa composition, la MEC se divise en deux entités: (i) la matrice interstitielle,
qui forme un réseau tridimensionnel poreux entourant les cellules, particulierement les tissus conjonctifs,
qui enferme, sépare et soutient les tissus et leur fournit une structure de soutien; et (ii) la MB, une forme
spécialisée de MEC séparant I'épithélium du milieu interstitiel environnant, est plus compacte et forme
une couche a coté des cellules (matrice péri-cellulaire) notamment sous les cellules épithéliales et
endothéliales (Bonnans, Chou et Werb, 2014; Pompili et al., 2021; Theocharis, Manou et Karamanos, 2019;
Theocharis et al., 2016). La matrice interstitielle et la MB sont étroitement interconnectées et assurent

ensemble l'intégrité d’un tissu (Theocharis, Manou et Karamanos, 2019) (Figure 1.11).

1.2.1.1.1 La matrice interstitielle

La composition de la matrice interstitielles peut varier, créant ainsi des environnements spécifiques pour
différentes fonctions tissulaires (Karamanos NK, 2021). Les composants principaux de la matrice

interstitielle incluent les collagénes fibrillaires, les protéoglycanes, la fibronectine et I’élastine (Bonnans,
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Chou et Werb, 2014; Schuler et al., 2022; Tavakoli et al., 2023). Une courte présentation des principaux

composants de la MEC est donnée ci-apreés.

Fibres
élastiques

Matrice

interstitielle < Protéoglycannes

Collagéne
fibrillaire (type 1)

Collagéne non
fibrillaire (type IV)

Membrane Nidogéne
basale <
Laminine
Membrane
plasmique
Intégrine
Cytosquelette

Figure 1.10 La composition générale de la MEC chez les vertébrés.
Adapté de (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022).

Les collagenes sont des composants structurels majeurs de la MEC (Khoshnoodi et al., 2006) qui
contribuent a sa stabilité mécanique ainsi qu'a I'organisation et a la forme de plusieurs tissus (Al-Shaer et
al., 2021). lls constituent un groupe de 28 types de protéines aux structures variées (Al-Shaer et al., 2021;
Khoshnoodi et al., 2006; Ricard-Blum, 2011). Les molécules de collagénes partagent toutes une structure
commune caractéristique, sous forme de triple hélice homotrimerique ou hétérotrimérique, formée par
une séquence répétitive (Gly-X-Y)n dans chacune de ses trois chaines, ol X représente généralement la
proline et Y 4-hydroxyproline (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022; Karamanos NK, 2021). Sur la

base de leur organisation supramoléculaire, on distingue les formes fibrillaires et les formes non fibrillaires
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(Figure 1.12). Des interruptions naturelles dans la région triple hélice sont présentes dans le cas des
collagénes non fibrillaires rencontrés dans la MB (Al-Shaer et al., 2021; Myllyharju et Kivirikko, 2001;
Ricard-Blum, 2011)

Classe Types Exemple de structure

1, 11,11 Collagéne type | XIS WIS WENTR
PRV KOG SO RIS

brillai V, Xl ISR SIS, WIS
Fibrillaire P XGRS SN
XXIV, BESGTR WIS XS
xxvii hélice « Fibriles de collagéne

Domaine NC1

Non Fibrillaire Collagéne type IV

Domaine 78

F t IV, VI,
ormant un VI, VI,
réseau
X
Protomére Réseau
Collagéne type IX
IX,XII, & 2 typ
XIV,XIX A\
FACIT T \§
inXXI' Wzsezpzsses
Protomeére Fibrilles de collagéne
Collagéne type XXV
XXV, — Membrane cellulaire
Transmembranaire ;;'( IIYI)I(V I, a ,«W,,&,@
Protomere
Collagéne type XVIII Endostatine
. . XV,XV| , Région charniére T
Multiplexine XVl

Domaine de ‘

Protomére

Figure 1.11 Les grandes familles de collagenes.

Adapté de (Karsdal et al., 2020).

Les collagenes de la matrice interstitielle, secrétés principalement par les fibroblastes, englobent
notamment le collagene |, avec de petites quantités de collagénes Il et V dans des proportions variables
(Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022). La plupart de ces collagénes sont retrouvés dans les tissus
conjonctifs tels que les tendons et le cartilage, mais aussi dans d’autres tissus tels que le tissu épithélial

(Karamanos NK, 2021).

D’autres composants de la matrice interstitielle incluent la fibronectine et I'élastine (Kular, Basu et Sharma,
2014) (Bonnans, Chou et Werb, 2014). L’élastine est une protéine hydrophobe et fibrillaire, responsable
des propriétés élastiques des tissus (Cocciolone et al., 2018). Les fibres élastiques sont composées
d’élastine a 90% et sont recouvertes de microfibrilles riches en glycoprotéines appelées fibrillines. Elles
conferent aux tissus leur capacité a s’étirer et sont présentes dans les parois des vaisseaux sanguins, la

peau, les poumons, le cceur, les tendons, les ligaments, la vessie et le cartilage élastique (Baldwin et al.,
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2013; Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022; Ritty, Ditsios et Starcher, 2002). La fibronectine, quant
a elle, est une glycoprotéine insoluble de la matrice interstitielle et interagit avec plusieurs autres

molécules de la MEC telles que les collagénes, la ténascine-C et les intégrines (Pompili et al., 2021).

Les protéoglycanes, des macromolécules composées d’'un noyau protéique lié¢ a des chaines de
glycosaminoglycanes, sont également présents dans la matrice interstitielle, tels que les syndécanes, les
hyaluronanes et la décorine (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022; Karamanos et al., 2018;

Mortensen et al., 2019).

1.2.1.1.2 La membrane basale

La MB sépare I'épithélium des couches profondes des tissus connectifs. Elle enveloppe plusieurs structures
telles que les fibres musculaires lisses, squelettiques et cardiaques, les cellules de Schwann et les
adipocytes (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022; LeBleu, Macdonald et Kalluri, 2007). La MB est
principalement composée de collagene IV, de laminines, de nidogéne et de protéoglycanes (tels que
I'aggrécane, le versicane et le perlécane) (Ambade, Hassoun et Damico, 2021; McCarthy, 2015; Pozzi,
Yurchenco et lozzo, 2017). D’autres types de collagénes non fibrillaires sont également des constituants

de la MB (Pompili et al., 2021; Sorushanova et al., 2019).

La MB contient aussi des protéines matricielles ayant des fonctions de régulation, telles que SPARC
(protéine sécrétée acide et riche en cystéine), la thrombospondine-1, la fibuline, la ténascine, la rééline,
ainsi que des enzymes matricielles comme les métalloprotéinases (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur,
2022; Bornstein, 2009; Bornstein et Sage, 2002; Di Donato et al., 2018; Karamanos NK, 2021). Des
récepteurs, assurant I'interaction MEC-cellules, font partie également de la MB tels que les intégrines et
les dystroglycanes (Bonnans, Chou et Werb, 2014; Li et al., 2017). La composition de la MB sera décrite

plus en détails dans la section MB chez C elegans.

1.2.1.2 La matrice extracellulaire : une structure dynamique

La MEC est une structure dynamique qui subit un remodelage constant, englobant la synthése, la
dégradation et les modifications de ces composants, ce qui entraine des changements dans sa composition
et son architecture (Pompili et al., 2021). Les MMP (Matrix MetalloProteinases), les ADAM (A Disintegrin
and Metalloproteinase) et les ADAMTS sont les enzymes impliquées principalement dans ce remodelage

(Cawston et Young, 2010; Karamanos NK, 2021) (Apte et Parks, 2015). Les ADAMTS et la plupart des MMP
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sont des enzymes secrétées, alors que les ADAM contiennent un domaine transmembranaire et agissent
a la membrane plasmique. Contrairement aux ADAM, les ADAMTS ont des répétitions de type
thrombospondine de type | dans leurs séquences carboxy-terminales, leur permettant de lier les protéines

de la MEC (Kuno et Matsushima, 1998).

Lors du remodelage de la MEC, le clivage de ses composants est un processus clé, modulant a la fois sa
structure, sa composition, et libérant des molécules actives comme des facteurs de croissance (Bonnans,
Chou et Werb, 2014; Schultz et Wysocki, 2009). La MEC peut étre dégradée par différentes familles de
protéases, notamment les MMP, capables de dégrader le collagéne, la gélatine, I’élastine, la laminine, la
fibronectine et d'autres protéines (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022; Miekus et al., 2019; Zhao
et al., 2022b). D’autres enzymes telles que les cathepsines, les héparanases et I'élastase peuvent
également jouer un réle dans la dégradation et le remodelage de la MEC (Bonnefoy et Legrand, 2000;

Masola et al., 2018).

La dégradation de la MEC doit étre régulée pour éviter une dégradation excessive et nuisible des tissus.
L’activité des enzymes responsables de cette dégradation est contrblée par des inhibiteurs spécifiques,
appelés inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMP). Les TIMP inhibent de maniere réversible
I'activité des MMP, des ADAM et des ADAMTS (Laronha H, 2020; Nagase, Visse et Murphy, 2006). L’activité
des MMP est également régulée a plusieurs niveaux : transcriptionnel, traductionnel, au niveau de la
sécrétion et de l'activation via le clivage du pro-domaine (Kelwick et al., 2015; Pompili et al., 2021). De
plus, I'activité des MMP est modulée par des mécanismes tels que leur localisation (Karamanos NK, 2021;
Van Doren et al., 2017) et leur élimination par endocytose (Karamanos NK, 2021; Yamamoto, Murphy et
Troeberg, 2015). Des modifications post-traductionnelles comme la glycosylation peuvent également
moduler leur activité, leur localisation et leur interaction avec des substrats et d'autres protéines
(Madzharova et al., 2019). Enfin, en conditions physiologiques normales, les métalloprotéinases jouent un
réle essentiel dans le remodelage et le renouvellement de la MEC, notamment lors du développement
embryonnaire, de I'angiogenése et de la cicatrisation (Blelloch et Kimble, 1999; Skeath et al., 2017; Stetler-

Stevenson, 1999; Xue et Jackson, 2015).

1.2.1.2.1 Remodelage aberrant de la MEC

Une dégradation excessive de la MEC peut entrainer la destruction des tissus (Figure 1.13). Plusieurs

études ont mis en évidence le lien entre certaines pathologies et une dégradation excessive de la MEC (Lu
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et al., 2011; Theocharis, Manou et Karamanos, 2019). De nombreux travaux suggerent I'implication de
I'activation des MMP et des ADAMTS dans ces conditions pathologiques. Par exemple, I'activation des
MMP dans l'interstitium cardiaque, entraine une dégradation des protéines de la MEC (Spinale, Janicki et
Zile, 2013), incluant la dégradation excessive du collagéne endomysial qui est impliqué dans le
dysfonctionnement systolique chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque hypertensive (Lopez et
al., 2006). D’autres travaux ont démontré que I'expression des métalloprotéinases telles que la MMP-3
augmente la dégradation du tissu intestinal dans le c6lon des patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin, par rapport aux témoins (Pedersen et al., 2009). De maniere similaire, dans les
maladies comme I'arthrose et |'ostéoarthrite, la surexpression des ADAMTS-1, -4 et -5, ainsi que des MMP-
1 et MMP-13 dans les chondrocytes, contribue en partie a la destruction pathologique de la matrice

cartilagineuse (Bonnans, Chou et Werb, 2014; Maldonado et Nam, 2013).

L'accumulation excessive des composants de la MEC peut entrainer une forme de réparation anormale
lors de blessures ou en réponse a une inflammation chronique (Figure 1.13), appelée la fibrose (El Ayadi,
Jay et Prasai, 2020; Xue et Jackson, 2015). Les dépots excessifs de certains composants de la MEC,
notamment de collagénes, sont les principales causes de la fibrose (Booth et al., 2012; Bulow et Boor, 2019;
Crest et al., 2017; Frangogiannis, 2020; Isabella et Horne-Badovinac, 2016; Lausecker, Lennon et Randles,
2022; Mak et Mei, 2017; Morales-Nebreda et al., 2015; Wu et al., 2021; Yun, Kim et Kim, 2019). Cette
fibrose entraine une altération de la fonction des organes et est associée a diverses pathologies, telles que
la cirrhose hépatique et la fibrose pulmonaire (Zhao et al., 2022a). La voie TGF-B est une des voies
majeures impliquées dans la fibrose et joue un réle crucial dans la pathogenése des réponses fibrogenes
dans plusieurs organes, tels que la peau, les reins, le colon, les poumons, le foie et I'intestin (Biernacka,
Dobaczewski et Frangogiannis, 2011; Frangogiannis, 2020; Meng, Nikolic-Paterson et Lan, 2016; Onget al.,
2021). L'activation de la voie TGF-f favorise |'expression de génes codant pour les composants de la MEC,
tels que ceux du collagéene et des TIMPs (Frangogiannis, 2020; Leivonen SK, 2013). De plus, il a été
démontré que les cellules immunitaires, par la sécrétion de cytokines, sont des acteurs importants dans la

génération de fibrose dans divers tissus et organes (Huang et al., 2020a).
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Au-dela des modifications de I'expression des composants de la MEC, des modifications des propriétés
mécaniques de la MEC jouent un réle crucial dans I'apparition et le développement de diverses maladies
fibrotiques. Par exemple, la rigidité de la MEC est considérée comme un marqueur de maladies fibrotiques
(Hinz, 2009). Une rigidité altérée de la MEC peut étre détectée par des récepteurs cellulaires et traduite
en signaux intracellulaires, déclenchant des cascades de signalisation qui affectent la transcription de
certains génes spécifiques, modifiant ainsi le métabolisme et le comportement cellulaire, tels que la

fibrose (Guo et al., 2023; Hinz, 2012; Wells, 2013).

1.2.1.3 Le role de la signalisation de la superfamille TGF-B dans la fibrose

TGF-B est largement reconnu comme |'un des médiateurs clés de I'inflammation, jouant un réle central
dans l'initiation et la progression de la fibrose (Border et al., 1992; Border et al., 1990; Ortiz et al., 2021,
Roberts et al., 1986; Zhang et al., 2020). Les voies de signalisation du TGF-B et des Bone Morphogenic
Proteins (BMP) reposent sur des mécanismes moléculaires distincts mais interconnectés. Elles sont toutes
deux activées a la surface cellulaire par des récepteurs transmembranaires a activité sérine/thréonine

kinase.

La signalisation du TGF-B repose sur l'activation des récepteurs TGF-B de type | et I, entrainant la
phosphorylation des SMAD2/3, qui se lient également a SMADA4, pour induire I'expression de génes pro-
fibrotiques, tels que I'a-SMA (actine musculaire lisse alpha) et de composants de la MEC (Saito, Horie et
Nagase, 2018) (Figure 1.13). Les BMP, quant a eux, se lient a des récepteurs de type | (ALK1/ACVRL1,
BMPR1A/ALK3, BMPR1B/ALK6, ALK2/ACVR1) et de type Il (BMPR2, ACVR2A/ActRIIA, ACVR2B/ActRIIB)
pour déclencher leur cascade de signalisation (Koenig et al., 1994; Rahman et al., 2015; Rosenzweig et al.,
1995; Yamashita et al., 1995). Une fois activée, cette voie conduit a la phosphorylation des SMAD1/5/8,
qui s’associent a SMAD4 et régulent I'expression de genes a effet antifibrotique (Miyazono, Maeda &

Imamura, 2005 ; Saito, Horie & Nagase, 2018 ; Wu, Chen & Li, 2016) (Figure 1.13).

Les ligands, TGF-B1 et TGF-B2 ont des propriétés pro-fibrotiques et peuvent méme agir en synergie et
fonctionnent via l'activation des protéines SMAD2/3 induisent la transformation des fibroblastes en
myofibroblastes et stimulent la production de la MEC (Abd EI-Meguid et al., 2018; Ding et al., 2023; Kamath
et al., 2015; Koch et al., 2022; Saito, Horie et Nagase, 2018; Shah, Foreman et Ferguson, 1995; Talior -
Volodarsky et al., 2015; Wang et al., 2011; Wordinger, Sharma et Clark, 2014; Yue, Shan et Lasky, 2010;
Zhang et al., 2020). Contrairement a TGF-B1 et TGF-B2, TGF-B3 a été suggéré comme ayant un effet anti-
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fibrotique et supprime la transcription de génes pro-fibrotiques, la différenciation des myofibroblastes

ainsi que la synthése et le remodelage de la MEC (Chang et al., 2014; Hosokawa et al., 2003; Shah, Foreman

et Ferguson, 1995).

TGF-B
& .
SMAD2/3 SMAD1/5/8
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SMAD2/3 SMAD1/5/8
SMAD4 SMAD4
Cytoplasm _ l - ; - <
g S \ 4
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SMAD2/3 SMAD1/5/8
P P =

Figure 1.13 Schéma des voies de signalisation TGF- et BMP dans la fibrose.

Pro-fibrotique
Anti-fibrotique

Adapté de (Zhang et al., 2020).

Un nombre croissant de recherches met en lumiére des propriétés anti-fibrotiques de certains ligands BMP.
Les BMP peuvent diminuer la fibrose en rentrant en compétition pour SMAD4 dans la voie médiée par le
ligand TGF-B pro-fibrotique, afin de réduire par exemple la différenciation des myofibroblastes et la
synthése ainsi que le remodelage de la MEC (Dituri et al., 2019; Pegorier et al., 2010; Wang et Hirschberg,
2003; Yang et al., 2011; Zeisberg et al., 2003). Certains ligands BMP peuvent également agir en contrdlant
I'activité de SMAD7 connu pour ses roles inhibiteurs de la signalisation TGF-B, de la différenciation de

myofibroblastes et la production de la MEC (Humeres et al., 2024; Yan, Liu et Chen, 2009).

BMP-2, 4, 6 et 7 sont les ligands les plus étudiés dans le contexte anti-fibrotique de la voie de signalisation

impliquant les membres de la superfamille TGF-B (Arndt et al., 2015; Chung et al., 2018; Dendooven et al.,
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2011; Jenkins et Fraser, 2011; Kamath et al., 2015; Pegorier et al., 2010; Wang et al., 2012; Zeisberg et al.,
2003; Zhong et al., 2013). Par exemple, BMP-2 présente des effets anti-fibrotiques. Son expression est
diminuée dans les foies atteints de fibrose humaine ou expérimentale, et son administration par vecteur
adénoviral réduit la fibrose hépatique ainsi que les lésions biliaires chez la souris (Chung et al., 2018). BMP-
2 permet aussi de réduire les niveaux de fibronectine, et des collagéenes | et IV dans des conditions
d’hyperglycémie. Dans les cardiomyocytes, il exerce son effet anti-fibrotique en inversant les effets des
ligands TGF-B1 via la dégradation de leurs récepteurs et en inhibant I'activation de TGF-B de via SMAD3 et
ROCK (Wang et al., 2012). En outre, I'activation du récepteur BMPR2 par les BMP inhibe la signalisation
TGF-B, en réduisant l'activité des SMAD2/3 (Hemnes et Humbert, 2017). Cependant, BMP-2 peut
également avoir des effets pro-fibrotiques, notamment en contexte tumoral, ou il pourrait renforcer la
signalisation TGF-P via I'activation de PRMT1, favorisant ainsi la transition épithélio-mésenchymateuse et

la progression de la fibrose (Katsuno et al., 2018).

Par ailleurs, BMP-4 et BMP-7 sont les ligands BMP les plus étudiés dans le contexte de la fibrose
pulmonaire. Chez la souris, BMP-4 améliore la régénération pulmonaire, inhibe la phosphorylation de
SMAD2/3 induite par le TGF-B1, supprime I'expression de I'a-SMA et réduit la production de protéines de
la MEC dans les fibroblastes pulmonaires (Cassandras et al., 2020; Guan et al., 2022; Hinz et al., 2001;
Zhang et al., 2020). Toutefois, certaines études antérieures ont aussi suggéré que BMP-4 pourrait favoriser
la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, soulignant I'importance du contexte cellulaire et
tissulaire dans la détermination de ses effets (Jeffery et al., 2005). BMP-7 montre un effet antifibrotique
chez des modeéles de fibrose rénale, cardiaque et hépatique. Il agit principalement en inhibant la transition
épithélio-mésenchymateuse et la signalisation SMAD2/3 tout en activant les voies SMAD1/5 (Gonzalez et

al., 2002; Zeisberg et al., 2003).

Le BMP-3 agit comme un antagoniste a la fois du TGF-B et de certaines voies BMP. Sa perte est associée a
plusieurs maladies fibrotiques, tandis que son administration pourrait rétablir I'équilibre de la signalisation

et freiner la progression de la fibrose (Dorris et al., 2024).

La conservation des voies de signalisation de la superfamille TGF-B a travers I’évolution témoigne de leur
role fondamental dans la régulation de I’homéostasie tissulaire. Par exemple, dans le génome de C. elegans,
il existe cing génes codant pour des ligands de la famille du TGF-B : DBL-1, DAF-7, TIG-2, TIG-3 et UNC-129

(Gumienny et Savage-Dunn, 2013) contre 30 membres de cette famille chez 'humain (Yamamoto et
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Savage-Dunn, 2023). DBL-1 et TIG-2 appartiennent a la famille des BMP, DAF-7 et TIG-3 sont apparentés
au TGF-B/Activine, tandis que UNC-129 est plus divergent (Savage-Dunn et Padgett, 2017). DBL-1 et DAF-
7 possedent des voies de signalisation bien définies chez C. elegans (Yamamoto et Savage-Dunn, 2023). La
voie de signalisation DBL-1 par exemple est une voie canonique dans laquelle le ligand DBL-1 active un
complexe de récepteurs composé de DAF-4 (type Il) et SMA-6 (type |), entrainant la phosphorylation des
SMAD SMA-2 et SMA-3. Ces derniers s’associent au co-SMAD SMA-4 et migrent dans le noyau pour réguler
des genes cibles, notamment ceux codant pour les collagenes cuticulaires et des enzymes de modification
de la MEC (Gleason et al., 2014; Liang et al., 2007; Luo et al., 2010; Madaan et al., 2020; Roberts et al.,
2010). La voie DBL-1 chez C. elegans régule de nombreux processus tels que la taille corporelle, la
morphogenese de la queue male, le vieillissement reproductif, I'immunité innée, I'apprentissage de
I'aversion olfactive et potentiellement le guidage neuronal (Baltaci et al., 2022; Foehr et al., 2006; Savage

et al., 1996; Schultz et al., 2014; Zhang et Zhang, 2012).

1.2.1.4 Fonctions de la matrice extracellulaire

De nombreuses études ont mis en évidence divers roles de la MEC (Figure 1.14). Elle assure l'intégrité
structurelle et le soutien mécanique des tissus, agissant comme un échafaudage pour maintenir la
morphologie cellulaire et I'architecture des tissus et des organes (Karamanos NK, 2021; Mendibil et al.,
2020; Naba, 2024; Pompili et al., 2021; Rozario et DeSimone, 2010; Yurchenco, 2011). Elle sert également
de réservoir pour plusieurs molécules, telles que les facteurs de croissance (par exemple : EGF, FGF, TGF-
B) et les cytokines (Pompili et al., 2021). Le remodelage de la MEC permet de libérer ces molécules par
dégradation protéolytique, facilitant ainsi leur action spécifique et régulant localement leur fonction
(Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022). De plus, certains composants de la MEC, tels que la laminine
et le collagéne 1V, servent de ligands pour les récepteurs de surface cellulaire activant ainsi une multitude
de voies de signalisation. Ces interactions cellule-MEC jouent un role régulateur essentiel des voies de
signalisation cellulaire (Rozario et DeSimone, 2010). Ainsi, la MEC, en tant qu’environnement dans lequel
les cellules se lient et interagissent, régule plusieurs processus cellulaires tels que la différenciation, la
prolifération, la survie cellulaire, I'adhésion, la migration, la régénération et I'immunité (Mendibil et al.,

2020; Pompili et al., 2021; Rozario et DeSimone, 2010; Sutherland, Dyer et Allen, 2023).
Ces multiples fonctions de la MEC expliquent les effets délétéres que peuvent avoir des mutations dans

les geénes matriciels. Les mutations dans les protéines de la MEC affectent leurs interactions avec d’autres

composants et peuvent entrainer un large éventail de maladies génétiques. Par exemple, des mutations
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affectant la synthése et la modification des collagénes fibrillaires peuvent causer des troubles tels que le
syndrome d’Ehlers-Danlos, I'épidermolyse bulleuse (lozzo et Gubbiotti, 2018) ou I'ostéogenése imparfaite
(Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022). Les fibrilinopathies telles que le syndrome de Marfan, causé
par des mutations dans le géne de la fibrilline-1 (Sakai et Keene, 1994; Sakai et al., 2016) est un autre
exemple de maladie liée a la MEC. Les mutations dans les genes codant pour d’autres composants de la
MEC, comme la laminine et le perlécane conduisent également a d’autres maladies héréditaires telles que
la dystrophie musculaire et le syndrome de Schwartz-Jampel respectivement (Arikawa-Hirasawa et al.,

2002).
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Figure 1.14 Les fonctions de la matrice extracellulaire.
Adapté de (Kim, Turnbull et Guimond, 2011; Mendibil et al., 2020; Rozario et DeSimone, 2010).
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1.2.2 La membrane basale chez C. elegans
1.2.2.1 C. elegans : un modele d’étude de la membrane basale

Chez les vertébrés, I'étude in vivo des fonctions de la MEC et des interactions entre les cellules et la MEC
est complexe en raison de la localisation profonde de la MEC difficilement accessible aux techniques de
microscopie. De plus, la plupart des composants de la MEC ne sont pas étiquetés avec des marqueurs
fluorescents, ce qui limite la possibilité de suivre leur dynamique in situ (Sherwood, 2015). Les recherches
sur la MEC de C. elegans ont permis d'approfondir la compréhension des mécanismes d'assemblage, de
dynamique et du role de la MEC dans le développement et le maintien des tissus. Cela est facilité par la
génétique puissante de C. elegans (classique et inverse), sa transparence, sa structure tissulaire simple, et
la possibilité d’étiqueter fonctionnellement la plupart des composants de la MEC avec des protéines
fluorescentes, permettant leur observation in vivo, combiné a la rapidité de son cycle de vie et le faible

co(t des expérimentations.

Chez C. elegans, deux formes principales de MEC spécialisées existent : la cuticule (exosquelette) et les MB
(Kramer, 2005). Nous allons nous focaliser sur la description de la MB chez C. elegans (Figure 1.15). Comme
chez d’autres métazoaires, les tissus épithéliaux et mésodermiques de C. elegans sont recouverts d'une
MB. Sa composition, est similaire a celle des vertébrés, a I'exception notable de I'absence de fibronectine
(Kramer, 2005; Labouesse, 2012) et elle présente généralement un nombre réduit de genes codant pour

chaque composant.
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Figure 1.15 Distribution de la membrane basale chez C. elegans.

1.2.2.2 Les propriétés de la membrane basale étudiées chez C. elegans

De nombreuses études menées sur C. elegans ont permis de mieux comprendre la régulation de la MB lors
de la croissance des organes, de la polarité tissulaire, de la migration cellulaire, de I'invasion cellulaire et
de I'attachement des tissus. Ces études réalisées principalement par le laboratoire de David Sherwood ont
démontré la nature dynamique des MB, soulignant leur role crucial dans I'organisation et la morphogenése
des tissus (Clay et Sherwood, 2015). L'observation de la laminine et du collagéne IV par photoconversion
a révélé que la MB se déplace pour faciliter I'attachement des tissus lors de la croissance des organes
(Harunaga, Doyle et Yamada, 2014; lhara et al., 2011; Matus et al., 2010). En outre, la MB subit une
croissance tout au long des différents stades de développement, comme I'ont révélé les études faites sur

les MB de la gonade et du pharynx (Keeley et al., 2020).

L'invasion cellulaire in vivo a été largement étudié chez C. elegans, dans le contexte de formation de la
vulve, et a permis de comprendre comment le remodelage de la MB pendant cet événement permet aux
cellules de passer a travers la MB (Caceres et al., 2018) (Figure 1.16). Au cours du développement larvaire,
une cellule spécialisée de la gonade, appelée cellule ancre (Anchor Cell), perce la MB gonadique pour
entrer en contact des cellules précurseurs vulvaires, initiant ainsi la connexion entre I'utérus et la vulve
(figure 1.16A). Des événements impliquant la nétrine et I'intégrine dans la cellule ancre et l'interface
cellule ancre-MB conduisent a la formation d’une membrane cellulaire invasive riche en F-actine
(protrusion) et ses régulateurs (Matus et al., 2010). Ces protrusions peuvent exercer une force et

remodeler la MEC (Caceres et al., 2018). Ces processus d'invasion cellulaire jouent un réle dans le
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développement des organes et I'immunité, mais aussi dans des situations pathologiques telles que les

cancers et les métastases impliquant la MB (Matus et al., 2010; Rowe et Weiss, 2008).

D’autres études ont été réalisées pour mieux comprendre la connexion entre I'utérus et la vulve, cet
événement de fusion tissulaire nécessaire a I'accouplement et a la ponte (Sherwood et Sternberg, 2003),
impliquant la MB de la vulve et celle de I'utérus. Lorsque les MB des tissus voisins entrent en contact, ils
glissent les unes sur les autres pour séparer les tissus et les organes (Keeley et Sherwood, 2019).
Cependant, dans certaines régions spécialisées, les MB des tissus voisins se lient rapprochant ainsi les
tissus en formant des connexions, transitoires ou durables, de type MB-MB. Chez C. elegans, un systéme
d'adhésion MB-MB appelé B-LINK (liaison MB) a été découvert pour la premiéere fois sur le site d'invasion
de la cellule ancre (Figure 1.16B) (Morrissey et al., 2016). Les études du B-LINK chez C. elegans ont permis
de mieux comprendre les adhésions MB-MB et ont identifié des composants cellulaires et extracellulaires
importants dans la formation et le maintien de ces jonctions tissulaires (Keeley et Sherwood, 2019;
Morrissey et al.,, 2014). Un mécanisme a été suggéré concernant l'importance du B-LINK dans le
phénoméne d'invasion et qui implique I'hémicentine, une protéine de la MB reliant les MB utérine et

vulvaire, ainsi que l'intégrine et la plakine (Figure 1.16C).

1.2.2.3 Les composants de la membrane basale chez C. elegans

Le génome de C. elegans code pour les orthologues des composants structurels de la MB incluant la
laminine, le collageéne 1V, le nidogéne, le perlécane et I'agrine (Clay et Sherwood, 2015; Hrus et al., 2007;
Keeley et al., 2020; Kramer, 2005; Woo et al., 2008). Des récepteurs tels que I'intégrine et le dystroglycane
font également partie de la MB et assurent I'interaction entre la MB et les cellules (Hutter et al., 2000)
(Figure 1.17). De plus, les MB contiennent des protéines matricielles telles que SPARC, la papiline, la
fibuline, en plus des enzymes telles que les ADAMTS, les MMP et la peroxydasine. L'ensemble de ces
composants s'assemble pour créer une MB qui soutient les cellules, tissus et organes, et leur confére une
résistance contre les contraintes mécaniques (Candiello et al., 2007; Timpl et Brown, 1996; Yurchenco,

2011).
La laminine et le collagene IV, ainsi que d’autres composants de la MB, peuvent étre produits par le tissu

lui-méme ou par d’autres tissus, puis incorporés a partir de I'espace extracellulaire (Huang CC, 2003)

(Graham et al., 1997; Rasmussen, Reddy et Priess, 2012). Bien que les mécanismes régulant leur

39



A

Etablissement de la Perforation Glissement
membrane invasive de la MB de laMB

Cellule ancre

Cellule ancre
Cellules utérines L =
u Cellules vulvaires —»

Tissus séparés/glissement Tissus liés/alignés

L’'invasion des MBs Fusion des tissus utérin et vulvaire

| ~=———— d’hémicentine

Figure 1.16 L'implication de la MB dans le mécanisme de formation de la connexion vulve-utérus chez C.
elegans.
Adaptée de (Keeley et Sherwood, 2019; Rowe et Weiss, 2008).
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Figure 1.17 La composition de la membrane basale chez C. elegans.

LAR : LAR-like receptor tyrosine phosphatase PTP-3. Tiré de (Keeley et al., 2020).

distribution spécifique ne soient pas totalement élucidés, plusieurs études suggérent que des interactions
entre certains composants de la MB conduisent a leur distribution spécifique. Par exemple, la laminine est
recrutée a la surface cellulaire grace a des interactions avec des récepteurs comme l'intégrine et le

dystroglycane (Li et al., 2017; Yurchenco, 2011).

En général, la liaison de la laminine a la surface cellulaire induit son auto-assemblage et sa polymérisation,
une étape cruciale dans la formation de la MB (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022; Hohenester
et Yurchenco, 2013; Yurchenco, 2011). Une fois formée, la laminine se lie aux nidogénes et aux
protéoglycanes tels que le perlécane. L'ensemble du réseau est stabilisé par la polymérisation du collagéne
IV (Bandzerewicz et Gadomska-Gajadhur, 2022). Le collagéne IV s'auto-associe a son tour pour former un
réseau de polymeéres distinct de celui de la laminine. Des études ont montré que le recrutement du
collagene IV a la MB nécessite la présence de la laminine (Matsubayashi et al., 2017; Poschl et al., 2004;
Urbano et al., 2009). Un travail récent chez C. elegans montre que l'intégrine facilite la déposition du
collagéne IV dans la MB du pharynx (Jayadev et al., 2019). Les réseaux de laminine et de collagene IV
interagissent par l'intermédiaire de perlécane, nidogéne et agrine (Jayadev et Sherwood, 2017; Pozzi,

Yurchenco et lozzo, 2017; Sarrazin, Lamanna et Esko, 2011; Yurchenco, 2011).
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1.2.2.3.1 Les composants majeurs : la laminine et le collagene IV

Les deux principaux composants structurels des MB, la laminine et le collagene IV, sont assemblés dans
toutes les MB du ver (Kramer, 2005). La laminine est une grande glycoprotéine hétérotrimérique
composée de chaines a, B et y. C. elegans posséde deux sous-unités a de laminine (LAM-3 et EPI-1), une
sous-unité B (LAM-1) et une sous-unité y (LAM-2), résultant en deux isoformes de laminine (Figure 1.18).
Ces deux formes de laminine chez C. elegans ont des patrons de localisation qui se chevauchent mais
distincts. Chez I'embryon, la laminine apparait sur les couches germinales, les précurseurs pharyngés et
intestinaux, les myoblastes et I'épiderme (Huang CC, 2003). Chez les larves et les adultes, la laminine se
trouve sur le pharynx, l'intestin et les cellules excrétrices, la spermathéque, I'anneau nerveux, les cordes
nerveuses, les muscles, la gonade, et les coelomocytes (Huang CC, 2003; Kao et al., 2006; Keeley et al.,

2020).

Les mutants nuls de la laminine générent des animaux stériles avec une forte mortalité embryonnaire et
larvaire. Plusieurs études ont révélé le réle dans plusieurs autres aspects de développement chez C.
elegans vu qu’elle joue un réle essentiel dans I'assemblage des MB (Kao et al., 2006; Rasmussen, Reddy et

Priess, 2012).

EPI-1
LAM-3

Géne Chaine Protéine Protéine (s) chez les vertébrés
lam-1 ah LAM-1 Laminine B1 et laminine B2
lam-2 aB LAM-2 Laminine y1

lam-3 B LAM-3 Laminine a1 et laminine a2

epi-1 Y EPI-1 Laminine a5

LAM-1 LAM-2  LAM-1 LAM-2
5 2°

Laminine N-terminal OLaminine 1\ .Laminine G 0§ Laminine G

Figure 1.18 La structure de la laminine.

Adapté de (Amran et al., 2021).
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Le collagene IV est un composant majeur des MB. Le génome de C. elegans code pour une chaine de
collagéne de type al (EMB-9/aA) et une chaine de type a2 (LET-2/aB), qui s’assemblent pour former une
molécule de collagene IV hétérotrimérique composée de deux chaines EMB-9 et une chaine LET-2 (Figure
1.19). Le collagene IV présente un court domaine amino-terminal non hélicoidal, un long domaine de

répétition Gly-X-Y et un domaine NC1 carboxy-terminal globulaire hautement conservé.

Des interruptions naturelles dans la région triple hélice sont présentes dans le cas des collagénes non
fibrillaires, tels que le collagéne IV, ce qui leur confrere une plus grande flexibilité (Al-Shaer et al., 2021;
Karsdal et al., 2017; Ricard-Blum, 2011). Ces imperfections dans la séquence répétitive conduit a des
distorsions légeres de la triple hélice et a des séquences plus longues séparant des régions (Gly-X-Y)n en

domaines repliés indépendants (Hwang et al., 2010).

LET-2

EMB-9 I Peptide signal I Domaine 7S

Domaine triple hélice

(Gly-Xaa-Yaa)n Domaine NC1

Collagene IV a1 humain

Figure 1.19 Schéma des domaines protéiques du collagéne IV.

Adapté de (Amran et al., 2021).

Lors de la sécrétion dans I'espace extracellulaire, deux protomeres de collagene IV s'associent via leurs
domaines NC1 pour former un hexamere. Puis quatre hexameres s’associent via les extrémités N-
terminales 7S. Ces associations sont stabilisées par des liaisons sulfilimines spécifiques entre les domaines
NC1, ainsi que par des réticulations disulfure et aldéhyde dans les domaines 7S, renforgant ainsi la
structure en réseaux du collagéne IV (Anazco et al., 2016; Vanacore et al., 2009) (Figure 1.20A). La
peroxydasine est I'enzyme responsable de la formation des liaisons sulfilimines dans le réseau de collagene
IV (Cummings et al., 2016; Sundaramoorthy et al., 2002; Vanacore et al., 2009) (Figure 1.20B). Les liaisons
sulfilimines jouent un role crucial dans la stabilité de la MB au cours du développement de C. elegans, ainsi
que lors du développement d'autres organismes tels que la drosophile et le poisson zebre (Bhave et al.,

2012; Fidler et al., 2014; Gotenstein et al., 2010).

43
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Figure 1.20 Mécanisme de formation du réseau collagene IV.

(A) Les monomeéres de collagéne IV sont traduits et assemblés en protomeéres a I'intérieur de la cellule. Les domaines

NC1 et 7S interviennent dans 'assemblage des protomeéres en réseau a I'extérieur de la cellule. (B) Mécanisme de
formation des liaisons sulfilimines par la peroxydasine (PXN) dans la MEC nécessaires pour I'oligomérisation dirigée
par NC1. Adapté de (Brown et al., 2017; McCall et al., 2014).
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Le collagéne IV confere une résistance a la traction aux tissus sous-jacents et se lie a diverses
macromolécules, incluant les laminines, les protéoglycanes et les facteurs de croissance, ainsi qu’avec des
récepteurs cellulaires, notamment les intégrines. Le collagene IV joue un role important dans l'interaction
cellule-MB. De nombreuses études ont montré que le collagene IV favorise I'adhésion, active la migration
et stimule la prolifération de différents types cellulaires (Khoshnoodi, Pedchenko et Hudson, 2008;
Leitinger et Hohenester, 2007). En plus de fournir une intégrité structurelle, les réseaux de collagene IV
fonctionnent comme des échafaudages moléculaires, liant d'autres composants de la MB, des facteurs de
croissance et des enzymes extracellulaires (Brown et al., 2017; Parkin et al., 2011; Wang et al., 2008a). Des
défauts dans le réseau de collagéne IV entrainent une déstabilisation des MB et une altération de la
fonction tissulaire (Fidler et al., 2014; Graham et al., 1997; Gupta, Graham et Kramer, 1997; Poschl et al.,
2004).

1.2.2.3.2 Autres composants

1.2.2.3.2.1 Les glycoprotéines

Des glycoprotéines font également partie de la MB chez C. elegans, telles que le nidogéne, la fibuline,
I’hémicentine, la F-spondine, le SPARC ostéonectine/SPARC et la papiline (Fitzgerald et Schwarzbauer,
1998; Kawano et al., 2009; Kim et Wadsworth, 2000; Muriel et al., 2005; Vogel et Hedgecock, 2001; Woo
et al., 2008).

Le nidogéne est localisé dans toutes les MB et se lie a la fois a la laminine et au collagéne de type IV in vitro
(Aumailley et al., 1989; Fox et al., 1991; Kang et Kramer, 2000). Chez C. elegans, cependant, les mutants
nuls du nidogéene présentent une embryogenése normale, sont viables et forment des MB contenant a la
fois de la laminine et du collagéne IV (Kim et Wadsworth, 2000). Le nidogene est impliqué par exemple
dans le développement de la gonade et I'organisation des synapses du ver (Ackley et al., 2003; Kubota et
al., 2008). Un géne unique chez C. elegans, fbl-1, code pour la fibuline et ressemble le plus a la fibuline-1
des vertébrés (Barth et al., 1998). Chez C. elegans, la fibuline joue un réle dans le développement de la

gonade (Hesselson et al., 2004; Kubota et al., 2012).

1.2.2.3.2.2 Les protéoglycanes

Le perlécane et I'agrine sont deux protéoglycanes a chaines d'héparane sulfate présents dans les MB de C.
elegans. Le perlécane, codé par le gene unc-52, régule divers comportements cellulaires, comme le

guidage axonal et la migration des cellules des extrémités distales de la gonade (Merz et al., 2003; Tang et
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Wadsworth, 2014; Yang et al., 2014). Le perlécane est essentiel pour la viabilité embryonnaire, notamment
en organisant I'attachement des cellules musculaires a I'épiderme. Il se concentre sous les corps denses
musculaires et les lignes M, permettant la transmission de la force musculaire vers I'épiderme pour le
mouvement de I'animal (Francis et Waterston, 1991; Mullen et al., 1999; Rogalski et al., 1993). L'absence
du perlécane empéche la formation des attaches musculaires, entrainant un arrét embryonnaire paralysé
et mortel (Hresko, Williams et Waterston, 1994; Rogalski et al., 1995; Williams et Waterston, 1994).
L’agrine est exprimée dans les neurones de la téte, la gonade et le pharynx (Hrus et al., 2007), mais son

role chez C. elegans n’a pas encore été défini.

1.2.2.3.2.3 Les récepteurs cellulaires

Les récepteurs cellulaires des composants de la MB sont principalement les intégrines, le dystroglycane et

la teneurine.

Les intégrines sont des complexes transmembranaires hétérodimériques composés d'une sous-unité a et
B. C. elegans code pour deux sous-unités a-intégrine (INA-1 et PAT-2) et une sous-unité B-intégrine (PAT-
3) qui ne forment que deux récepteurs d'intégrine hétérodimériques proposés comme étant capables de
se lier a des constituants de la MB, tels que la laminine (Kramer, 2005; Yurchenco, 2011). Ces deux
complexes d'intégrines sont exprimés dans de nombreuses cellules, dont par exemple dans les cellules de
I'extrémité distale de la gonade, et régulent divers aspects de la migration cellulaire, comme est le cas de

plusieurs neurones (Baum et Garriga, 1997; Meighan et Schwarzbauer, 2007).

Chez C. elegans, le dystroglycane/DGN-1 est exprimé dans I'épithélium et les neurones. Les mutants nuls
de dgn-1 présentent des défauts dans la morphogeneése épithéliale, le guidage des axones des

motoneurones et la maintenance neuroanatomique (Johnson et Kramer, 2012).

Une autre molécule d’adhésion cellulaire qui pourrait jouer le réle de récepteur pour les composants de
la MB est la teneurine (Topf et Chiquet-Ehrismann, 2011). Le géne codant pour la teneurine chez C. elegans
est ten-1. La teneurine est importante pour la migration des cellules épidermales, la migration et le guidage
neuronal, la fasciculation, ainsi que le développement des gonades (Topf et Chiquet-Ehrismann, 2011). La
réduction de la fonction de ten-1 chez C. elegans entraine une grande létalité embryonnaire, avec des
défauts développementaux chez les embryons survivants, notamment des défauts dans le guidage des

axones moteurs (Drabikowski, Trzebiatowska et Chiquet-Ehrismann, 2005).
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1.2.2.3.2.4 Les enzymes régulatrices de la MEC

Chez C. elegans, les ADAMTS jouent également un réle régulateur de la MB. Le génome de C. elegans code
pour cing ADAMTS : GON-1, ADT-2, ADT-1, MIG-17 et ADT-3 (Jarriault et Greenwald, 2005; Kelwick et al.,
2015). Ces ADAMTS sont impliquées dans I'organogenese en remodelant la MEC (lhara et Nishiwaki, 2007;
Jafari et al., 2010; Kawano et al., 2009; Kubota et al., 2019; Kubota et al., 2008). Par exemple, GON-1 et
MIG-17 (Figure 1.21) sont essentielles pour la migration des cellules de I'extrémité distale de la gonade
durant leur développement (Blelloch et al., 1999; Hesselson et al., 2004; Jarriault et Greenwald, 2005;
Kubota et al., 2012). Une autre protéase, ADT-1, joue un rdle dans la morphogenése des organes
copulateurs masculins en remodelant la MEC (Kuno et al., 2002). ADT-2, une autre ADAMTS, est impliquée

dans la maintenance de la structure normale de la cuticule pour réguler la taille du corps (Fernando et al.,

2011).
509aa
1aa
Peptide signal . Domaine PLAC
. Pro-domaine . Thrombospondine 1
. Domaine métalloprotéinase I Répétitions thrombospondine-like
. Domaine désintégrine Domaine GON

Figure 1.21 Schéma des domaines protéiques de deux ADAMTS les plus étudiées chez C. elegans.

Basée sur les séquences de (Fan et al., 2020; Kim et Nishiwaki, 2015).

GON-1 et MIG-17 sont toutes deux impliquées dans la migration cellulaire au cours de I'organogeneése et
agissent probablement en dégradant localement la MB. Par exemple, pour 'ADAMTS MIG-17, plusieurs
études ont suggéré qu'elle fonctionne comme une collagénase dans le contexte de la migration des cellules
de I'extrémité distale de la gonade (Figure 1.22), une fonction également attribuée a GON-1 (Kubota et al.,
2019). MIG-17 est secrétée par les muscles, se localise et fonctionne dans la MB comme celle entourant
la cellule de I'extrémité distale de la gonade (Nishiwaki, Hisamoto et Matsumoto, 2000). Il a été rapporté
que MIG-17 est sécrétée par les muscles sous une forme d’'une proenzyme inactive, qui est ensuite
incorporée dans la MB des gonades. L'activation de la proenzyme MIG-17 résulte du clivage de son pro-

domaine, qui se produit dans la MB gonadique au stade L3 (Ihara et Nishiwaki, 2007; Ihara et Nishiwaki,
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2008). Il a été suggéré que MIG-17, une fois activée, recrute la fibuline a la MB (Kubota et al., 2008). De
plus, la dégradation du collagene IV par MIG-17 favoriserait cette accumulation de la FBL-1 dans la MB
(Imanishi et al., 2020). La FBL-1 recrutée a la MB recrute par la suite le nidogene, ce qui faciliterait la
migration directionnelle de la cellule de I'extrémité distale de la gonade (Figure 1.22) (Kubota et al, 2008).
Les ADAMTS GON-1 et MIG-17 ont été également étudiées pour leur role dans la formation et Ia

maintenance des synapses (Kubota et al., 2019; Qin, Liang et Ding, 2014).

Figure 1.22 Mécanisme d’action de MIG-17 dans le remodelage de la MB des gonades.

A B C D

(L miG-17 Collagéne IV 9, Fibuline nidogene Y intégrine

Adapté de (Imanishi et al., 2020).

1.3 La protéine extracellulaire MIG-6/papiline
1.3.1 Structure et distribution de MIG-6/papiline

La papiline est une glycoprotéine sulfatée conservée présente dans la MB de plusieurs especes incluant C.
elegans, |la drosophile, la souris et I'humain (Fessler et al., 2004; Kramerova et al., 2000; Laje et al., 2009;
Saunders et al., 2014; Souslova et al., 2013; Tola et al., 2018; Zhang et al., 2021). La papiline chez C. elegans,
désignée sous le nom de MIG-6, est une protéine matricielle essentielle a la survie (Kramerova et al., 2000).
MIG-6/papiline existe sous deux isoformes principales : I'isoforme longue MIG-6L et I'isoforme courte MIG-

6S (Figure 1.23).
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Figure 1.23 Schéma des domaines protéiques des principales isoformes de la protéine MIG-6/papiline.

Les structures sont basées sur les séquences de WormBase et (Kawano et al., 2009).

La protéine MIG-6 de C. elegans est constituée de plusieurs domaines structuraux (Kawano et al., 2009).
Elle contient un peptide signal a son extrémité N-terminale, sans domaine transmembranaire prédit. Ce
peptide signal est suivi de plusieurs domaines répétitifs de thrombospondine de type 1 (TSP1), puis d'une
série de domaines riches en cystéine de type lagrine, et enfin de domaines inhibiteurs de protéinase a
sérine de type Kunitz. Contrairement a MIG-6S, 'isoforme longue MIG-6L comporte cing domaines
supplémentaires de Kunitz a son extrémité C-terminale, ainsi qu'un domaine de type Ig-C2 et un domaine
PLAC ou lacunine (Nardi et al., 1999). Le nombre de copies de chacun de ces domaines varie entre les
différentes papilines d'espéces différentes; par exemple la papiline des mammiferes ne posseéde qu’un
seul domaine de Kunitz (Kawano et al., 2009). Au sein d'une méme espéce, le nombre de répétitions peut
également varier, générant des isoformes présentant des localisations différentes (Fessler et al., 2004;
Kramerova, Kramerov et Fessler, 2003). De plus, des domaines supplémentaires peuvent exister tels que

la région Ser/Thr de la papiline de la drosophile (Kawano et al., 2009).

L’organisation globale des domaines MIG-6 chez C. elegans est similaire a celle de la papiline retrouvée
chez la drosophile et chez ’lhumain (Kramerova et al.,, 2000). De plus, d'autres protéines chez les
mammiféres, similaires a la papiline des invertébrés, ont récemment été identifiées sous les noms de
punctine 1 ou ADAMTS-Like-1 (ADAMTSL-1) et punctine 2 (ou ADAMTSL-3) (Hall et al., 2003; Hirohata et
al., 2002).

MIG-6/papiline fait partie de la famille des ADAMTSL (Kelwick et al., 2015; Rypdal et al., 2022; Zhang et al.,
2021). Les protéines ADAMTS and ADAMTSL présentent en commun un domaine conservé, appelé

"cassette papiline", et constitué de domaines TSP1 (Figure 1.23) (Fessler et al., 2004; Kramerova et al.,
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2000; Nardi et al., 1999). Les ADAMTS-like ne présentent pas de domaine catalytique (Apte et Parks, 2015;
Kelwick et al., 2015).

Le gene mig-6 possede un promoteur pour les différentes isoformes, et dont I'épissage alternatif et autres
formes de régulation semblent dicter I'expression des isoformes. MIG-6S est exprimée par les muscles, la
cellule mésodermique de la téte (HMC), les cellules gliales GLR, les neurones CAN et les coelomocytes
(Kawano et al., 2009; Keeley et al., 2020). MIG-6L est exprimée de fagon plus restreinte, par les cellules de
I'extrémité distale de la gonade (Kawano et al., 2009; Keeley et al., 2020). Pendant I'embryogeneése, les
isoformes de la papiline ont des localisations différentes. MIG-6L est présente dans toutes les MB alors
que la MIG-6S est retrouvée dans la MB entourant les muscles de la paroi corporelle (Keeley et al., 2020).
Plus tard dans le développement, MIG-6S est détectée dans les MB de la gonade, du pharynx, de l'intestin,
des muscles de la paroi corporelle, ainsi que le long du tractus nerveux latéral (Kawano et al., 2009; Keeley

et al., 2020; Ramirez-Suarez et al., 2019).

1.3.2 Fonctions connues de MIG-6/papiline

La papiline, la laminine et le nidogéne, sont les premiers composants détectés dans la MB qui entoure tous
les tissus au cours de I'embryogenese (Campbell et al., 1987; Keeley et al., 2020). MIG-6S, tout comme le
collagene IV et la laminine, a été récemment caractérisée parmi les composants les plus stables de la MB.
Elle semble contribuer a la stabilité de I'échafaudage structurel dans lequel les autres molécules
dynamiques de la MB peuvent se déplacer (Keeley et al., 2020; Yurchenco, 2011). Cependant, MIG-6 n’est
pas essentielle a la formation ou a I'assemblage de la MB (Kramerova et al., 2000), ce qui suggere qu’elle

joue plutét un réle régulateur.

Des recherches menées chez la drosophile et C. elegans ont permis d’étudier le réle de la papiline dans
divers contextes développementaux, mais son réle mécanistique exact dans ces fonctions n’est pas encore

compris. Ci-apres, sont présentés les roles de la papiline identifiés jusqu’a présent.

1.3.2.1 Rdles de MIG-6/papiline dans la morphogenése et I'organogenése

La papiline est essentielle au développement embryonnaire de la drosophile et de C. elegans (Fessler et
al., 2004). Chez la drosophile, la déplétion de la papiline entraine des défauts de développement
musculaire ainsi qu'une réduction de la survie des larves. De plus, I'expression ectopique de la papiline

conduit a des anomalies dans la formation des tubes de Malpighi et de la trachée, pouvant méme entrainer

50



la mort (Fessler et al., 2004; Kramerova et al., 2000). Il a été également suggéré que la papiline influence

les réarrangements cellulaires.

La papiline est également impliquée pour I'organogenése en affectant la migration cellulaire chez C.
elegans lors de la formation de la gonade, ou les deux isoformes de MIG-6 sont importantes dans la
migration des cellules de I'extrémité distale (Kawano et al., 2009). MIG-6L intervient au début de la
migration, tandis que MIG-6S joue un role dans la direction de cette migration. Il a été suggéré que MIG-
6 contribue a ces aspects de la migration des cellules de I'extrémité distale en régulant les capacités de
protéinases spécifiques telles que les ADAMTS a remodeler la MB (Kawano et al., 2009). MIG-6 est
également importante pour la croissance de la gonade (Keeley et al., 2020). Par ailleurs, MIG-6 semble
jouer un réle dans le développement du pharynx et la régulation de sa taille, bien que les mécanismes

sous-jacents restent encore a élucider (Jafari et al., 2010).

1.3.2.2 Régulation de la localisation et de I’activité des enzymes ADAMTS

Dans le contexte du développement chez C. elegans, la papiline affecte les niveaux, la distribution et Ia
localisation de certaines ADAMTS dans la MB. Par exemple, les niveaux de I’ADAMTS GON-1 dans la MB
des gonades augmente apres la déplétion de mig-6 (Keeley et al., 2020). MIG-6 régule également la
localisation de MIG-17/ADAMTS dans la MB des gonades (Kawano et al., 2009). Dans ce contexte du
développement de la gonade, il a été suggéré que ces ADAMTS favorisent I’élimination du collagene IV de
la MB, contribuant ainsi a la formation d'une MEC suffisamment flexible pour permettre la croissance

normale de cet organe (Horne-Badovinac, 2020; Kawano et al., 2009).

En outre, il a été démontré in vitro que la papiline chez la drosophile interagit avec la procollagéne N-
protéase ADAMTS2, jouant un réle dans la formation des fibrilles de collagene, et I'inhibe de maniére non

compétitive (Kramerova et al., 2000).

1.3.2.3 Développement des arborisations dendritiques chez C. elegans

Le géne mig-6 est impliquée dans le développement d'un neurone chez C. elegans en régulant la
fasciculation au niveau du tract nerveux latéral. L'analyse de mutants démontre que mig-6 fonctionne a
partir des neurones dans la méme voie génétique que la nétrine, pour assurer la fasciculation de I'axone

de PVD avec le fascicule latéral (Ramirez-Suarez et al., 2019) (Figure 1.24).
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Figure 1.24 Le r6le de MIG-6/papiline dans le développement des dendrites chez C. elegans.

Schémas réalisés en se basant sur les résultats de (Ramirez-Suarez et al., 2019).

1.3.2.4 Association de la papiline a certaines pathologies

Chez I’lhumain, bien que la fonction précise de la papiline n'ait pas encore été étudiée, des recherches en
génétique (études d’association pangénomique), en protéomique, ainsi que des études sur les niveaux
d'expression, montrent une association de la papiline a diverses pathologies et dysfonctionnements. Par
exemple, la papiline est associée a la dépression et aux idées suicidaires. Par étude d'association
pangénomique, la papiline est identifié comme marqueur génétique potentiellement liés a I'apparition
d’idées suicidaires chez certains patients traités par un antidépresseur (Laje et al., 2009; Souslova et al.,
2013). La papiline est également associée au glaucome a travers une étude qui a examiné les protéines de
I'iris chez des patients atteints de glaucome, ou plusieurs protéines montraient des niveaux d’expression
différents, notamment celles liées a la MEC telles que la papiline (Semba et al., 2021). Une autre étude a
impliqué la papiline dans un processus de régénération neuronale. L’étude compare la régénération de la
moelle épiniére chez Monodelphis domestica a 7 et 28 jours apreés la naissance (Saunders et al., 2014). A
7 jours, les axones se régénérent, mais pas a 28 jours. A cet age, des génes liés a I'inflammation et a la
matrice extracellulaire, dont la papiline, sont fortement exprimés. Cela suggére que la papiline pourrait
freiner la régénération nerveuse avec I’age (Saunders et al., 2014). D’autres études suggerent également
un role dans le syndrome de Weill-Marchesani causé par une mutation dans le gene de la fibrilline (Sengle
et al., 2012). Ce syndrome perturbe la liaison entre la fibrilline-1 et plusieurs protéines de la MEC, dont la
papiline. La perte d’interaction avec la papiline et les protéines ADAMTSL modifie le microenvironnement
cutané, affectant la production de collagene et ’homéostasie tissulaire (Sengle et al., 2012). De plus la
papiline est associée au prolapsus (Tola et al., 2018), au cancer (Zhang et al., 2021) et aux maladies

cardiovasculaires (Rypdal, Apte et Lunde, 2024; Rypdal et al., 2022).
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1.4  La matrice extracellulaire dans le systéeme nerveux
1.4.1 Distribution, composition et organisation

La MEC représente de 10 a 20 % du volume du cerveau (Nicholson et Sykova, 1998). Chez I’humain, il existe
trois principaux types de MEC dans le systeme nerveux: la MB, la matrice diffuse ou interstitielle, et la
matrice condensée ou réseaux périneuronaux (Sorg et al., 2016). La MB délimite la frontiére entre les
tissus endothéliaux et parenchymateux, tandis que la matrice interstitielle est présente dans les espaces
interstitiels neuronaux du parenchyme cérébral. Les réseaux périneuronaux (PNN), quant a eux, se
forment autour de neurones spécifiques dans le cerveau et la moelle épiniére (Celio et al., 1998; Deepa et

al., 2006). La composition de chacune de ces MEC est présentée dans la figure 1.25.

Ci-apreés, je me focaliserai a décrire les PNN, étant donné qu'ils représentent la MEC la plus étudiée dans
le systéme nerveux chez les mammiféeres, y compris chez I'humain (Lupori et al., 2023). Les PNN sont des
assemblages spécialisés de protéines de la MEC qui forment des structures hautement condensées en
forme de réseaux autour des corps cellulaires et des dendrites proximales de neurones spécifiques dans
diverses régions du cerveau et de la moelle épiniére (Brauer, Werner et Leibnitz, 1982; Celio et al., 1998;
Hartig, Brauer et Bruckner, 1992; Kwok et al., 2011; Shen, 2018). En général, les PNN se trouvent
principalement autour d’interneurones GABAergiques producteurs de la parvalbumine dans des régions
du cerveau telles que le cortex et le striatum (Baker, Gray et Richardson, 2017; Cowan et al., 1990; Dityatev
et al., 2007; Hartig, Brauer et Bruckner, 1992; Schuppel et al., 2002). Cependant, les PNN entourent
également les neurones glutamatergiques (Horii-Hayashi et al., 2015; Wegner et al., 2003; Yamada,

Ohgomori et Jinno, 2015).

Les PNN se forment au cours du développement et leur composition ainsi que leur abondance sont
hétérogenes et variables dans les différentes parties du systeme nerveux (Bruckner et Grosche, 2001;
Bruckner et al., 2000; Matthews et al., 2002; Seeger et al., 1994; Vitellaro-Zuccarello et al., 2007). Le
marquage des PNN montre des structures laches dans certaines régions et plus denses dans d'autres,

comme la moelle épiniére (Vitellaro-Zuccarello et al., 2007).
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Figure 1.25 La matrice extracellulaire dans le systéme nerveux.

MB : Membrane basale, PNN : Réseau périneuronal. Adapté de (De Luca et Papa, 2017).

Les PNN sont constitués d’un squelette formé de chaines d’acide hyaluronique auxquelles sont associées
des protéines de liaisons qui se lient a la fois aux chaines d’acide hyaluronique et aux protéoglycannes de
type chondroitine sulfate, principalement les lecticanes tels que I'aggrécane, le brévicane, le neurocane et
le versicane (Carulli et al., 2020; Jakovljevi¢ et al., 2021; Sorg et al., 2016; Testa, Prochiantz et Di Nardo,
2019; Wen et al., 2018). En outre, les protéoglycanes sont liés par des protéines de la famille des ténascines
(Jakovljevic et al., 2021; Testa, Prochiantz et Di Nardo, 2019). Les constituants des PNN sont produits par
les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes environnants (Testa, Prochiantz et Di Nardo, 2019).

Tout comme d'autres types de MEC, les PNN subissent un remodelage sous I'action des MMP ou des
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ADAMTS dans divers contextes physiologiques tels que la plasticité neuronale, et pathologiques comme
dans le cas de certaines maladies telles que I'épilepsie (Auer et al., 2025; Jakovljevi¢ et al., 2021; Levy et

al., 2015).

Les structures neuronales chez d’autres organismes tels que C. elegans sont également entourées par une
MEC, généralement une MB (Kramer, 2005; White et al., 1986). Par exemple, une MB entoure les ganglions
nerveux situés dans la téte du ver, ainsi que les faisceaux d'axones formant les cordons nerveux dorsal et
ventral, ainsi que dans les environnements synaptiques (Figure 1.26). Bien que les différentes MB ne soient
pas encore entierement caractérisées, il est reconnu que certains constituants de la MEC jouent un réle
important dans les synapses et d'autres structures neuronales (Ackley et al., 2003; Fan et al., 2020;

Kurshan et al., 2014; Qin, Liang et Ding, 2014).

ASIL

~ Membrane
basale .

Corps  —-—-
.+ —--cellulaire

Figure 1.26: Coupes de microscopie électronique montrant le contexte tissulaire des neurones de la téte chez C.
elegans.

A gauche, un détail de la coupe transversale compléte montrée a droite. P, Pharynx (colorié en brun); D, Dendrites
(en rose a gauche, et en jaune a droite) de neurones sensoriels (coloriés en couleur péche ou rouge a droite); M,
Muscles (coloriés en vert). Adapté de (Bénard et al., 2006; White et al., 1986).

1.4.2 Fonctions de la MEC dans le systéme nerveux

Plusieurs travaux se sont concentrés a I'étude du réle de la MEC, notamment des PNN, dans la régulation
de la fonction du systeme nerveux chez les mammiferes. Les PNN, agissant comme barriére physique,
repoussent certaines molécules anioniques, telles que I'oxygene actif lutant ainsi contre le stress oxydatif

notamment au niveau des synapses (Balogh et al., 2003; Cabungcal et al., 2013; Morawski et al., 2004).
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Les charges négatives de surface contribuent également au potentiel membranaire au repos en générant
un gradient de concentration ionique (Testa, Prochiantz et Di Nardo, 2019). Grace a ces charges négatives,
les PNN jouent aussi un role de réservoir pour les ions positifs, influencant ainsi le potentiel membranaire

(Morawski et al., 2015).

En outre, le PNN est un composant important au fonctionnement des synapses (Dityatev et Rusakov, 2011;
Geissler et al., 2013; Korotchenko et al., 2014). Grace a ce role de barriere, les PNN influencent la diffusion
latérale de plusieurs récepteurs tels que le récepteur AMPA au glutamate (Frischknecht et al., 2009; McRae
et Porter, 2012) affectant ainsi la fonction synaptique. Les PNN participent également au controle de la
synaptogenese et a la stabilisation des circuits neuronaux régulant ainsi I'activité neuronale (Bosiacki et

al., 2019; Carceller et al., 2020; Wang et Fawcett, 2012).

Les PNN sont importants dans la régulation de la plasticité du systéme nerveux au cours du développement
postnatal, la régénération aprés des traumatismes ainsi que dans les processus liés a I'apprentissage et a
la mémoire (Kwok et al., 2011; Li et al., 2024; Lipachev et al., 2019; Sanchez et al., 2024; Shen, 2018). Il est
bien décrit que les PNN apparaissent au cours des périodes de développement (Balmer et al., 2009;
Bruckner et al., 1993; Carulli et al., 2010; Dityatev et al., 2007) et limitent la plasticité a I'dge adulte
(Pizzorusso et al., 2002; Wang et Fawcett, 2012). Des expériences de dégradation des PNN ont permis de
restaurer des états juvéniles de plasticité, facilitant ainsi la croissance des axones ("axonal sprouting") et
permettant aux neurones endommagés de fonctionner a nouveau (Sorg et al, 2016). Le
dysfonctionnement des PNN et des neurones a parvalbumine a été associé a plusieurs troubles
neurologiques tels que la schizophrénie, les désordres bipolaires, I'épilepsie, I'autisme, et la toxicomanie
(Bitanihirwe et Woo, 2014{Slaker, 2016 #1042; Brandenburg et Blatt, 2022; Jakovljevic¢ et al., 2021; McRae
et Porter, 2012).

Malgré toutes ces avancées remarquables dans la compréhension de la composition et de la dynamique
de la MEC et de son influence sur la biologie cellulaire et la physiologie des tissus, le réle de la régulation
de la MEC sur le systéme nerveux, notamment le maintien de son architecture a long terme, reste
largement inexploré. L'objectif de recherche de cette these doctorale était justement de comprendre les
bases moléculaires de la maintenance de I'architecture neuronale, en hypothétisant que divers facteurs
interagissent pour réguler |'état de la matrice extracellulaire environnant les structures neuronales, et ainsi

impactant le maintien de leur organisation sur le long terme.
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Ainsi, le travail de cette these a révélé I'importance de la MEC dans ce mécanisme et phénoméne. Ci-
dessous le chapitre 2 démontre I'implication d’'une molécule conservée, nommée MIG-6/papiline, qui
régule I'état de la MEC dans la maintenance neuronale. Par la suite le chapitre 3 explore 'interaction entre

le géne mig-6/papiline et la voie TGF-B, bien connue d’étre impliquée dans les états fibrotiques.
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2.1 Résumé

L'architecture neuronale établie durant I'embryogenése doit persister tout au long de la vie pour assurer
une fonction cérébrale normale. Cependant, les mécanismes derriere le maintien a long terme de
I'organisation neuronale sont mal compris. Pour identifier ces mécanismes, nous avons réalisé un criblage
de suppression chez des mutants sax-7/L1CAM, qui présentent une désorganisation neuronale progressive
avec I'dge. Nous avons identifié la protéine de la MEC conservée MIG-6/papilin comme un régulateur de
la maintenance neuronale. En combinant des approches de génétique moléculaire, de prédictions
structurales, d’imagerie quantitative in vivo et de la microscopie Brillouin de pointe, nous avons démontré
gue MIG-6/papilin remodéle le collagéne IV de la MEC, en coopération avec les enzymes sécrétées MIG-
17/ADAMTS et PXN-2/peroxydasine. Ce remodelage impacte la biomécanique des tissus et la stabilité
structurale des neurones, méme sous un stress mécanique accru. Nos résultats mettent en évidence un
mécanisme extracellulaire par lequel MIG-6/papilin contribue a I'équilibre assurant l'intégrité de
I'architecture neuronale sur le long terme. Ce travail apporte un éclairage sur les bases moléculaires du
maintien de l'architecture neuronale et ouvre des perspectives prometteuses pour la compréhension des

troubles liés a I'age et les maladies neurodégénératives.

Mots-clés : Papiline, MIG-6, collagéne IV, matrice extracellulaire, maintenance neuronale
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2.2  Abstract

Neuronal architecture established embryonically must persist lifelong to ensure normal brain function.
However, little is understood about the mechanisms behind the long-term maintenance of neuronal
organization. To uncover maintenance mechanisms, we performed a suppressor screen in sax-7/L1CAM
mutants, which exhibit progressive disorganization with age. We identified the conserved extracellular
matrix protein MIG-6/papilin as a key regulator of neuronal maintenance. Combining incisive molecular
genetics, structural predictions, in vivo quantitative imaging, and cutting-edge Brillouin microscopy, we
show that MIG-6/papilin remodels extracellular matrix collagen 1V, working in concert with the secreted
enzymes MIG-17/ADAMTS and PXN-2/peroxidasin. This remodeling impacts tissue biomechanics and
ensures neuronal stability, even under increased mechanical stress. Our findings highlight an extracellular
mechanism by which MIG-6/papilin contributes to promoting the maintained integrity of neuronal
architecture over time. This work provides critical insights into the molecular basis of sustaining neuronal

architecture and offers a foundation for understanding age-related and neurodegenerative disorders.

Keywords: Papilin, MIG-6, Collagen IV, Extracellular matrix, Neuronal maintenance

62



2.3 Introduction

Proper nervous system function depends on both developing and maintaining the intricate architecture of
its neural circuits. The dynamic processes of development and maturation of the nervous system begin in
utero and extend well into adulthood (van Dyck et Morrow, 2017). Key neuronal features, established
earlier in development, must be preserved throughout life to ensure continuity in neuronal architecture
and function (Heckman et Doe, 2021). The structural organization of the nervous system faces numerous
challenges, including physical stresses induced by the organism's postnatal growth, anatomical remodeling,
and the integration of new neurons, body movements, and injury (Bénard et Hobert, 2009). Failure to
stably maintain neuronal architecture over the long-term can impair and compromise neuronal function
and contribute to the manifestation of neurological conditions (Hemphill et al., 2015; Sultana et al., 2024).
Notably, a defining feature of many neurodegenerative diseases is the destabilization of axons and
dendrites, and accompanying loss of synapses (Lin et Koleske, 2010; Mariano et al., 2018; Sauerbeck et al.,
2020). Gaining insights into the mechanisms that preserve nervous system architecture could inform the
development of therapeutics aimed at preventing or reversing such neurological conditions. Despite their

importance, the mechanisms that sustain neuronal organization throughout life remain poorly understood.

A key contribution to the preservation of the structural integrity of multicellular assemblies, including
those in the nervous system, comes the extracellular matrix (ECM) (Alberts et al., 2022). Cells interact with
the ECM and neighboring cells via cell adhesion molecules, and the coordinated actions of these molecules
and the ECM are key for cellular behavior, enabling, for instance, neuronal structures to withstand physical
stresses (Hemphill et al., 2015). However, how cellular regulation implicating ECM interactions evolve

through time, or when subjected to physical challenges, remains elusive.

The ECM is of crucial importance in the nervous system, playing critical roles during development (Long et
Huttner, 2019), but also in the adult mammalian brain, where the ECM constitutes approximately 20% of
its volume. Diffuse ECM is found near and between synapses across the brain, and condensed ECM is
organized as basement membranes associated with blood vessels, or as lattice-like structures called
perineuronal nets, surrounding the soma and dendrites of several neuron types in multiple brain regions
(Benarroch, 2015). These organized forms of ECM influence neuronal biology in the adult brain, including
dendritic spine stability, synapse plasticity, and axon regeneration (Benarroch, 2015; Fawcett, Oohashi et
Pizzorusso, 2019). Also, changes in ECM composition and structure have been linked to various

neurological diseases (e.g., Alzeihmer's disease and schizophrenia), as well as to brain injury and aging
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(Harkness et al., 2021; Suttkus et al., 2016). This underscores the critical role of the neurons' extracellular
environment in maintaining normal neuronal physiology and its involvement in pathological conditions
(Hemphill et al., 2015). However, our understanding of the long-term regulation of the ECM in the mature
nervous system is limited and remains a daunting problem for neuropathology (Lu et al., 2011). For
instance, how the intricate interactions between ECM proteases and their substrates, regulate ECM

dynamics for sustaining neuronal structure and function is poorly understood.

The nematode C. elegans provides a powerful in vivo genetic model to study the lifelong maintenance of
nervous system architecture, and particularly the role of the ECM in this process. A significant number of
C. elegans neurons are organized into ganglia, with most neuronal processes running along major fascicles,
such as the neuropil and the ventral nerve cord (White et al., 1986). The multicellular assemblies of ganglia
and nerve cords are ensheathed by a specialized ECM, namely basement membranes (Altun et al., 2024).
After hatching into a larva, C. elegans undergoes a nearly 100-fold increase in size until it reaches
adulthood (Knight et al., 2002). Yet, the overall architecture of its nervous system is established during
embryogenesis and remains largely intact throughout post-embryonic growth (Altun et al., 2024; Witvliet
et al., 2021). Indeed, serial-section electron microscopy and connectome reconstruction of multiple C.
elegans brains at successive stages of development revealed that the shape and positioning of most
neurons and neurites established at birth remains consistent through adulthood, including approximately
70% of adult brain synapses being part of stable connections that are proportionally maintained from birth
to adulthood (Witvliet et al., 2021). Individual neurons and ECM components can be readily visualized in
living animals throughout their lifespan, using fluorescent reporters thanks to C. elegans transparency and
small size (Boulin, Etchberger et Hobert, 2006; Keeley et al., 2020). Combined with its genetic tractability,
including using cell-specific promoters and conditional knockdowns, these features enable the

investigation of the mechanisms sustaining nervous system architecture across its lifetime.

Thus, in vivo genetic studies using C. elegans has yielded critical insights into the mechanisms of the long-
term maintenance of neuronal assemblies. These investigations have revealed post-natal molecular
mechanisms that actively preserve neuronal organization, particularly within ganglia and nerve cords.
Notably, several immunoglobulin superfamily molecules play crucial roles in maintaining the architecture
of these multi-neuronal assemblies over time. These include the cell adhesion molecule SAX-7/L1CAM
(Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005; Wang et al., 2005; Zallen, Kirch et Bargmann,
1999; Zhou et Chen, 2011), the large ECM protein DIG-1 (Bénard et al., 2006; Johnson et Kramer, 2012),
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the secreted two-immunoglobulin domain containing proteins ZIG-3 and ZIG-4 (Aurelio, Hall et Hobert,
2002; Bénard et al., 2009), and the ectodomain of the FGF receptor EGL-15 (Biilow, Boulin et Hobert, 2004).
Mutations in the genes encoding these molecules lead to neuronal defects that arise later in development,
well after the normal initial establishment of neuronal morphology of the affected neurons. Strikingly,
neuronal maintenance defects are suppressed by paralysis, highlighting that neuronal structures
experience internal mechanical stress generated by body or organ movements, and that the identified
neuronal maintenance molecules counteract these stresses, which otherwise would lead to neuronal
disorganization (Aurelio, Boulin et Hobert, 2003; Bénard et al., 2009; Bénard et al., 2006). Orthologues of
some of these molecules have been found to sustain neural circuits in other systems as well; for instance,
in mice, knockout of L1CAM specifically in the adult brain results in behavioral deficits and synaptic
transmission changes (Law et al., 2003), and L1CAM maintains neocortical axo-axonic innervation into
adulthood (Tai et al., 2019). While we have evidence that cell adhesion molecule SAX-7/L1CAM and ECM
molecule DIG-1 play important roles in maintaining nervous system architecture, how the underlying ECM
landscape and molecular interactions contribute to sustaining nervous system architecture throughout life
is not understood. Given the extensive evolutionary conservation of ECM and neuronal cell surface
molecules from worms to mammals, the maintenance mechanisms unravelled in C. elegans will provide

insights on general principles by which the nervous system architecture is preserved lifelong.

To expand our understanding of the molecular mechanisms governing the preservation of neuronal
architecture throughout life, we conducted a forward genetic suppressor screen in the sax-7 mutant
background, and identified mig-6, which encodes papilin, an extracellular matrix protein with structural
similarities with ADAMTS metalloproteases (Kramerova et al., 2000). Papilin is conserved across
metazoans, but its function remains elusive. Our findings reveal that MIG-6S/papilin is required post-
developmentally for neuronal maintenance, by modulating the major extracellular matrix component
collagen IV. Using Brillouin microscopy, we find that loss of mig-6 changes the biomechanical properties
of tissues in the region comprising the neurons. We demonstrate that MIG-6S/papilin cooperates with the
ECM remodeling metalloproteinase MIG-17/ADAMTS in regulating the collagen IV network, and that both
collagen IV levels and crosslinking are critical to sustain neuronal organization lifelong. Our study
underscores the critical role of ECM regulation by the extracellular matrix protein papilin in preserving
neuronal architecture throughout an organism's lifetime, including under conditions of significant

mechanical stress. We propose a model in which a balance between flexibility and adhesion, mediated by
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ECM remodeling and cell adhesion, ensures the structural stability of the embryonically established

nervous system over time and improve its ability to withstand mechanical stress.
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2.4  Materials and Methods

C. elegans strains and genetics

Strains were cultured at 20°C on nematode growth medium (NGM) agar plates seeded with OP50 bacteria
as described (Brenner, 1974), unless otherwise specified. N2 is the reference wild-type strain. Mutant
alleles and reporter strains were outcrossed at least three times prior to strain generation or analysis
(listed in Supplemental Table S1). Strains were constructed using standard genetic procedures and are
listed in Supplemental Table S1 and Supplemental Table S2. Genotypes were confirmed by visible

phenotypes when possible, and by PCR or sequencing (primers listed in Supplemental Table S3).

EMS forward genetic screen

We carried out a forward F2 clonal genetic screen for modifiers of neuronal maintenance defects using
VQ90 sax-7(qv24); zig-5(ok1065) zig-8(ok561); glp-4(bn2ts); oyls14 as our screening strain, which was
maintained at 15°C. g/p-4(bn2ts) was used for efficient examination of adult wormes, as it is a temperature-
sensitive sterile mutation when shifted to 25°C (Beanan et Strome, 1992). Allele qv24 of sax-7 will be
described elsewhere (C.R.B and C.Y.B., unpub. results). For each mutagenesis round, VQ90 L4 worms were
mutagenized with 25 pM ethyl methanesulfonate and allowed to recover at 15°C. Following recovery, five
Po mutagenized worms were plated onto five plates (25 Pos in total) and put at 15°C to lay their broods. 50
F1s from each Pg plate were picked singly as L4 or young adults. From each of the 250 F1s, seven F2s were
picked clonally (1750 F2s per round of mutagenesis) and grown at 15°C for two days (plates containing
singled F1s were kept at 15°C for future use). After two days, the plates where single F2 animals had been
picked were shifted to 25°C. When the F3 animals were 5-day-old adults or older, they were examined
under a Zeiss V8 Discovery fluorescence stereoscope to identify rare broods exhibiting a modified
phenotype compared to VQ90 control. Upon identification of a candidate modifier mutation, single
animals were picked clonally from the corresponding F1 plate (kept at 15°C) to re-isolate the modifier, and
their progeny were mounted on slides to examine and quantify the phenotype using an upright Zeiss
Axioskop 2 Plus fluorescence microscope. If the modifier mutation was re-isolated and exhibited a robust
phenotype, we outcrossed it. For outcrosses, we used males from the non-mutagenized strain VQ47 sax-
7(qv24); zig-5(0k1065) zig-8(ok561); hdls29, which is similar to the one used in the screen, but carries a
red fluorescent marker to readily identify cross progeny. We thus could determine if the new modifier

mutation was heritable, and at the same time remove glp-4(bn2ts), and outcross other irrelevant EMS-
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induced mutations from the genetic background. Subsequent outcrosses with wild-type N2 males ensured

that all strains used are wild type for zig-5, zig-8, and glp-4.

Isolation and molecular identification of gv18

gv18 was isolated as a suppressor of the sax7(qv24) neuronal maintenance defects in the genetic screen
described above. Outcrosses of the new strain bearing the suppressor mutation qv18 (as described above)
showed that the suppressor was heritable, penetrant, and likely monogenic. We also noticed abnormal
segregation ratios, consistent with a possible chromosomal rearrangement resulting from mutagenesis;
we therefore later engineered the qv18 causal suppressor mutation in a clean genetic background. To
identify the causal mutation in gv18, we performed whole genome sequencing on the pooled DNA of 18
independent suppressor lines (each line derived from one of 18 independent F2s from the outcross, with
careful re-homozygosing of the suppression of the neuronal maintenance defect confirmed over 3
generations (Doitsidou, Jarriault et Poole, 2016). The sequencing data were uploaded to the public server
at usegalaxy.org and we used the Cloudmap pipeline to analyze the data (Minevich et al., 2012), which
pointed to a gv18 linkage region on chromosome V. A candidate variant therein was a mutation in the
gene mig-6, which we pursued further by (i) performing rescue experiments, (ii) introducing the candidate
mutation by genome editing in sax-7 mutants with an otherwise wild-type mig-6 gene (which yielded qv33),
(iii) analyzing the effect of loss of mig-6 function by mig-6(RNAi) experiments, and (iv) examining other

mig-6 mutant alleles.

Generation of gv33 by CRISPR-Cas9

To confirm the molecular identity of the causal mutation suppressing sax-7 defects in the qv18 suppressor
strain, the candidate mig-6 mutation was reintroduced in a clean sax-7(qv30); oyls14 genetic background
using CRISPR-Cas9 genome editing. A target sequence against mig-6 was selected (ggtaccgctgaatgtggtgg)
and cloned to generate a gRNA plasmid (pPP30). A 100 nt oligo carrying the candidate qv18 missense
mutation, at nucleotide 3409 of cosmid C37C3, served as the repair template (0oCB1599
acatggtacacatcttcatggtccgagtgtaccgctgaatgtggtggtgAatcccaagategtgtegetgtttgettgaactacgataagaagcecagttc,
IDT synthesized). A DNA mix containing the Cas9 plasmid (pDD162), the gRNA plasmid pJA58 (dpy-10 target)
and dpy-10(cn64) ssDNA repair template for CRISPR co-conversion, as well as the qv18 gRNA plasmid
pPP30 and repair template oCB1599 was injected as described (Arribere et al., 2014; Dickinson et al., 2013).
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Rol or Dpy F1 animals were picked clonally and their F2 progeny were screened by PCR (using primers
listed in Supplemental Table S1), followed by restriction enzyme digestion, as a BamHI site present in the

wild-type sequence is disrupted by the qv18/qv33 single nucleotide substitution.

The same CRISPR-Cas9 strategy was used to generate the double mutant mig-6(qv33) mig-17(k174), by

introducing qv33 into the mig-17(k174) background, as the loci are 2 cM apart on chromosome V.

Prediction and analysis of the three-dimensional structure of MIG-6S

The three-dimensional structure of MIG-6S (Uniprot accession 076840-2) was predicted using ColabFold
1.5.2 locally installed on the servers of the Digital Research Alliance of Canada. This version of ColabFold
uses AlphaFold 2.3.1 and MMSeqs2 14-7e284. The depicted structure corresponds to the model
presenting the highest pLDDT values that was obtained using a recycle count of 12. The images of the
structure were made using PyMOL 2.5.4. Sequence logos were generated using Weblogo 3.7.12 and an
alignment of 250 protein sequences from Ecdysozoa species, including nematodes and arthropods

obtained using MMSeqs2.

Visualization and quantification of neuroanatomy and EMB-9/collagen IV structures

1st larval stage (L1), 2" larval stage (L2), 4th larval stage animals (L4), or 2-day old adult (selected as late
L4 and observed 48 hours later) nematodes were mounted on agarose pads, immobilized with 75 mM
NaNs. These animals were observed under Nomarski or fluorescence microscopy Axio Scope.Al or Axio
Imager.M2 (Zeiss), with a 40x objective or a 100x oil immersion objective (for ventral nerve cord

examination). Images were acquired using an AxioCam camera (Zeiss) and processed using ZEN (Zeiss).

Analysis of ASH and ASI. The cell bodies of ASH/ASI and their axons located in the nerve ring were visualized
in L2, L4, and 2-day old adults, using reporter Psra-6::DsRed2 (hdis26). In the wild type, the ASHL/R and
the ASIL/R soma are located posterior to the nerve ring. An animal was counted as mutant when along the
antero-posterior axis of the animal, at least one of the ASH/ASI soma was not posterior to the nerve ring

(but either anterior to or flanking the nerve ring).

Analysis of PVQ. The axons of neurons PVQL/R in the ventral nerve cord were visualized using Psra-

6::DsRed?2 (hdls26), in freshly hatched L1 and in L4 larvae, as described (Bénard et al., 2006). Briefly, in the
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wildtype, the axon of PVQL is positioned along the left fascicle of the ventral nerve cord, whereas the axon
of PVQR is in the right fascicle. Animals were counted as having an axon flip-over defect when an axon was

flipped to the opposite fascicle at any point along the ventral nerve cord.

Analysis of collagen 1V fibrotic-like structures. We consider as fibrotic collagen IV the elongated structures
or enrichments of EMB-9::mCherry signal (also reporters EMB-9::Dendra or EMB-9::mNG) that are
observed in the posterior head region of mig-6 or mig-17 mutants (see Figs. 2.7-2.9 and 2.12-2.14). These
structures are very rarely observed in the wild type, and they are different from the wild-type pattern of
collagen IV signal present along the body wall muscles basal lamina (collagen IV concentrates in the basal
lamina underneath each dense body and M line of sarcomeric muscles, including in the head region). To
unequivocally assess the presence of collagen IV fibrotic-like structures in each animal, z-stacks were
captured, and all the z-planes images were examined (the experimenter was blinded for genotype).
Collagen IV fibrotic structures vary in number, length, and position (see Fig. 2.7B, 2.8B, 2.8D); animals

displaying at least one such structure were counted as having fibrotic collagen IV.

As a result of the pxn-2(RNAI) (Fig. 2.16C-D), a different collagen IV pattern occurred, where the fibrotic-
like structures appeared 'fragmented'. We consider a fibrotic like-structure to be fragmented if
accumulation of collagen IV appeared as a series of elongated puncta, which were connected to one

another by a thin line of collagen IV.

Microscopy and fluorescence intensity quantification

Animals were observed at precise ages, namely "young adults" (just molted from the L4 stage, <3 hours
post L4 molt) and "day 2 adults" (48 hours after the young adult stage), mounted on 5% agarose pads with
75 mM NaNs. Images were acquired as a z-stack using a Plan Apo 40x/0.95 NA objective on a Zeiss Axio
Imager.M2 (equipped with an AxioCam camera and ZEN software). AutoQuant X deconvolution software
was used to remove blur and enhance contrast and resolution. A Nikon Al laser scanning confocal
microscope (equipped with an EMCCD camera and NIS elements software) was also used for image
acquisition and analysis, using either a Plan Apo A 40x/0.95 NA or Plan Apo A 60x/1.4 NA oil immersion

objective.

EMB-9::mCherry, MIG-17::GFP, and mNG::PXN-2 total fluorescence intensities in z-projections were

quantified using Imagel. All image acquisition parameters (including exposure time, excitation intensity,
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and gain), for each imaging channel, were fixed across genotypes for a given fluorescent reporter. The
region of interest (ROI) containing mCherry, GFP or mNG signals on the images was either outlined
manually (the whole head) or defined as a rectangle. To correct for background fluorescence, four ROIs
located outside but adjacent to the animal's head were used; the mean fluorescence of background ROIs
was subtracted from the signal intensity for the same image, using the following formula: Corrected IntDen
= IntDen of experimental ROI - (mean of background ROI X area of experimental ROI). 3D isosurface

renderings of EMB-9::mCherry in mig-6 mutants were constructed using Imaris 7.4 software (Bitplane).

Brillouin microscopy and imaging of mechanical properties

Brillouin microscopy measures tissue mechanical properties (elasticity, viscosity) in the GHz frequency
range through the interaction of light with the sample’s acoustic phonons (Coraggio et al., 2024; Prevedel
et al., 2019). The shift and linewidth of the Brillouin scattered light spectrum gives information about the
longitudinal modulus, which is directly related to the elastic and viscous modulus of the material,
respectively. Brillouin imaging was performed using a Brillouin microscope previously described
(Bevilacqua et al., 2019), and animal preparation and imaging protocols previously described (Coraggio et
al., 2024). Briefly, a commercial Zeiss body (Axiovert 200 M) coupled with a home-built spectrometer
based on a 2-VIPA configuration, provides a precision of 22 and 56 MHz for Brillouin shift and linewidth
measurements, respectively, for our measurement parameters (100 ms exposure time, 4 mW optical
power on the sample) and a measured spectral resolution of 520 MHz. To account for the finite spectral
resolution, the latter (520 MHz) was subtracted from the measured linewidth values (subtraction
corresponds to deconvolution, as detailed in Chan et al 2021). The effective NA of the objective (0.85)
leads to ~100-110 MHz downshift in the Brillouin shift. A 532 nm laser (Torus, Laser Quantum) was used
for Brillouin imaging. Wild-type and mig-6 mutant animals of the L2 and L4 stages were imaged. Animals
were grown in the absence of food for 2 h before experiments, to minimize variability of Brillouin signal in
the pharynx due to the presence of bacteria food. Animals were anesthetized using M9 buffer containing
10 mM NaNs and mounted on 2% agarose pads containing 10 mM NaNs. Brillouin images were acquired
with a 40x/1.0 NA Zeiss objective and an integration time for a single point of 100 ms. The optical power

on the sample was kept below 4 mW and no apparent photodamage was observed after imaging.

For Brillouin image analysis, only images of healthy animals (with no vacuoles around the bulb) were used.

Also, we only analyzed images of animals that had moved very little, specifically <1.5 um for L2 and <2.2
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um for L4 animals (the brightfield imaging acquisition preceding and following Brillouin image acquisition
enabled us to measure any animal movement during imaging). Regions of interest for analysis of Brillouin
microscopy images were drawn flanking the 2nd pharyngeal bulb to the animal's body edge (cuticle).
Spatial maps of elasticity and viscosity are plotted from the acquired data, using function “Measure” and
Lookup table mpl-Inferno in Fiji and adjusting the “Brightfield and Contrast” at 7.5-8.2 or 1.02-2.05
respectively. From the raw Brillouin shift and linewidth values we compute the Brillouin elastic and viscous
contrast, analogous to Antonacci et al. 2020. Mean Brillouin linewidth, shift, and loss tangent of the ROls
were measured for each animal, averaged for each genotype, and compared between genotypes. Graphs
and statistical analyses were made on raw and relative values. Relative values consist of raw values divided

by the mean value obtained for the wild-type genotype.

Refractive index of animals of each genotype was measured by performing label-free 3D Holo-
Tomographic Live Cell Imaging, using the Nanolive 3D Cell Explorer Fluo, as previously described (Coraggio
et al., 2024). Briefly, L2 or L4 animals were mounted on slides using Pluronic F127 36% w/v+1mM
tetramisole solution. Brightfield images were acquired using a 60x/0.8 NA objective using a FITC filter of

the Nanolive Module LED DAPI-FITC-TRITC/Cy5 4X B 000.

Transgenes and rescue experiments

mig-6S minigene (pCB411). The mig-6S minigene includes exons 1-11, introns 1-4 of isoform a, and the
endogenous mig-6S 3'UTR, which were amplified out of pZH125 (Kawano et al., 2009) using primers
oCBQcl17 (CAAGCTCCCGGGATGAGGTTGCTGCTCTTCTCGG) and oCBQc18
(CATGATACTAGTGCGCAACAATGGGTGAAGAAAGC), adding Xmal and Spel sites. This insert was cloned into
vector PCR2.1 TOPO.

Prgef-1::mig-6S (pCB408). Vector backbone and promoter were obtained from plasmid pCB199 (Prgef-
1::rib-1cDNA) by digesting with Xmal [3480] and Spel [5422] to remove rib-1; the mig-6S insert [5625 nt]

released from pCB411 by Xmal and Spel digestion was ligated.

Pdpy-7::mig-6S (pCB409). Vector backbone and promoter were obtained from plasmid pCB249 (Pdpy-
7::lon-1a cDNA) by digesting with Xmal [271] and Spel [2003] to remove lon-1; the mig-6S insert [5625 nt]

released from pCB411 by Xmal and Spel digestion was ligated.
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Pmyo-3::mig-6S (pCB416). Plasmid pPD95.86 (Pmyo-3::unc-54 3'UTR) was digested with Xbal [2414] and
Apal [3319] to remove the unc-54 3’"UTR. The released vector was ligated with the mig-6S insert [5643 nt],
which was amplified from pZH125 using primers oCBQc44 (TCGGAGTCTAGAATGAGGTTGCTGCTCTTCTCGG)
and oCBQc20 (CAAGATGGGCCCGCGCAACAATGGGTGAAGAAAGC) to add on Xbal and Apal sites, and

digested.

Pmyo-3::mig-6SApapilin cassette/lagrin repeats (pCB483). Plasmid pCB416 (Pmyo-3::mig-6S) was digested
using Ncol [2715] and Clal [7527] to remove the sequences corresponding to the end of exon 2 (from the
Ncol site) until exon 11 (up to Clal site) of mig-6S. This fragment was ligated with a second one to generate
a plasmid that lacks the sequences coding for the papilin cassette and the lagrin repeats, but included the
rest of coding sequence of mig-6 until the Stop codon and the 3'UTR as in pCB416. The second fragment
consists of most of exon 8 and exons 9, 10 and 11, which was PCR amplified from plasmid pCB416 using
primers oCB2266 (CATGATCCATGGccaacttgcgttgactctg, to add an Ncol site) and 0oCBQc25
(GAACTTACTCGGGCATCTCG, taking advantage of an internal Clal site) and digested, to reconstitute an in-

frame mig-6SApapilin cassette version by ligation.

Pmyo-3::mig-6SAKunitz domains (pCB492). A fragment of the mig-6S gene containing sequence from the
initiator ATG in exon 1 all the way to exon 8, thus lacking sequence encoding the Kunitz inhibitor domains,
was PCR amplified using primers oCBQc44 (tcggagtctagaatgaggttgctgctcttctegg, containing an Xbal site)
and oCB1810 (catgatAGCGCTTTAattacaggcggcgattttatg, to add an Afel site) from plasmid pCB416 (Pmyo-
3::mig-6S) and digested. This fragment was ligated with another one containing the vector backbone and

promoter obtained from plasmid pCB423 (Pmyo-3::sdn-1cDNA) by digesting with Xbal and Afel.

All inserts of finalized clones were verified by sequencing.

Transgenic animals were generated by standard microinjection techniques (Mello et Fire, 1995). Plasmid
pZH125, which contains a mig-6S minigene expressed under the mig-6 endogenous promoter (Kawano et
al., 2009), was injected at a concentration of 5 ng/uL. For tissue-specific rescue assays, pCB416 [Pmyo-
3::mig-6S] was injected at 1 ng/uL with ceh-22::gfp or Igc-11::gfp as a marker of transgenesis; pCB408
[Prgef-1::mig-6S] was injected at 7 ng/uL with Igc-11::gfp as co-injection marker; and pCB409 [Pdpy-
7::mig-6S] was injected at 0.5 ng/uL and 0.1 ng/uL with Igc-11::gfp as co-injection marker. Co-injection

markers were injected at 50 ng/uL and pBSK(+) was added to each mix to reach a final DNA concentration
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of 200 ng/uL. DNA mixes were injected into a strain where the mig-6 gene is balanced: sax-7(qv30); mig-

6(qv33)/dpy-11(e224) oyls14. Transgenic strains are listed in Supplemental Table S4.

Liquid cultures

After hatching into L1 larvae, animals were grown in liquid culture for up to 5 days, kept under constant
agitation on a nutator for them to swim continuously. Synchronized L1 larvae were obtained by treating
gravid adults with a bleach solution (Stiernagle, 2006), resuspending the collected embryos in 2 mL S
medium in 15 mL conical tubes, and incubating them overnight at 20°C on a nutator to allow their hatching
into L1 larvae that are arrested in the absence of food. The L1 larvae culture was then supplemented with
200 pL of concentrated E. coli OP50 and kept under constant agitation on a nutator at 20°C for 5 days, with
additional concentrated E. coli OP50 added at days 1 and 3 post hatching. Animals were examined by
microscopy at 3 and/or 5 days after hatching (post-L1 days 3 or 5 is equivalent to the age of young or 2-

day-old adults of animals grown on solid plates, respectively).

RNA interference assays

RNAi experiments were performed by the feeding method using RNAI bacterial clones from the Ahringer
RNAi library (Kamath et Ahringer, 2003; Timmons et Fire, 1998). Single colonies for the L4440 empty vector
negative control, and for clones containing emb-9 and pxn-2 sequences, were obtained on LB plates with
ampicillin (75 pg/mL) and tetracycline (12.5 pg/mL). They were then grown in LB medium with ampicillin
(75 pg/mL) for 16h at 37°C, to which 1 mM IPTG was then added and incubated for an additional hour to
induce dsRNA expression. Concentrated cultures of these RNAi bacteria were seeded onto NGM plates (75
pug/mL Amp, 1 mM IPTG) and left to dry at room temperature for overnight induction. For mig-6(RNAI)
experiments, sax-7(qv30) animals were placed on RNAi plates at the L2 stage and examined as day 2 adults
(48 hours post L4). For emb-9(RNAi) and pxn-2(RNAi), synchronized L1 larvae (Stiernagle, 2006) were

distributed onto RNAiI plates, incubated at 20°C, and examined as day 2 adults (48 hours post L4).

For RNAi assays done with animals swimming in liquid (Fig. 2.17C), worms were synchronized as L1 larvae
and then grown in liquid media as described above, except that they were fed with HT115 RNAi bacteria
(carrying the control vector or the emb-9(RNAI) plasmid) in S medium supplemented with ampicillin (75
pg/mL) and IPTG (1 mM). 250 pL of concentrated bacteria was added to the liquid cultures initially (after
hatching), and then at day 3 post L1. Optimal induction of dsRNA expression by the RNAi bacteria was
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achieved by growing bacteria for 14 hours at 37°C, and then adding 5 mM IPTG for growth for another 4

hours. Animals were recovered from the liquid culture and examined at day 5 post L1.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using R (version 4.1.2) using the R Stats package ('stats' version
4.4.2). Data are presented as mean * standard error of proportion, or as mean * standard error of the
mean. As indicated in each Figure Legend, statistical tests were performed using z-test, unpaired two-
tailed Student’s t-test, or one-way ANOVA when applicable (for parametric datasets). For non-parametric
datasets, the Wilcoxon-Mann-Whitney test was used. Appropriate post-hoc tests were performed for
multiple comparisons: Bonferroni correction was applied after z-tests and Wilcoxon-Mann-Whitney tests,
while Tukey HSD correction was applied following ANOVA. All sample sizes and raw data are available in

Supplementary Information.
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2.5 Results

2.5.1 Loss of function of mig-6, which encodes the conserved extracellular matrix protein papilin,
suppresses neuronal maintenance defects of sax-7 mutants

To identify novel genes involved in the long-term maintenance of neuronal organization, we conducted a
forward genetic screen. We refrained from searching directly for mutants with neuronal maintenance
defects, as previous efforts using this approach invariably yielded numerous alleles of the large neuronal
maintenance gene dig-1 ((Bénard et al., 2006); C.Y.B., unpub. results). Rather, we reasoned that screening
for suppressors of the defects of previously known neuronal maintenance mutants (Supplemental Fig.1),
sax-7, would identify genes that directly or indirectly counteract defective long-term maintenance of
neuronal architecture, providing insights into the basis of this process. In wild-type animals, the soma of
chemosensory neurons ASH and ASI are located posterior to the nerve ring, where their axons project
(neurons visualized with reporter Psra-6::DsRed2, Fig. 2.1A )(Desse et al., 2021). This stereotypical
positioning acquired during embryogenesis is preserved throughout life, making it a reliable indicator of
neuronal organization. In sax-7 mutants, although the soma and axons of ASH/ASI initially exhibit normal
positioning during earlier development, they later become displaced from the 4th larval stage onward (Fig.
2.1A,2.1B, 2.3B) (Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008; Zallen, Kirch et Bargmann, 1999), with the ASH/ASI
soma ending up anteriorly displaced, and the nerve ring shifting posteriorly, resulting in the soma aligning
with or even anterior to the nerve ring (Fig. 2.1A). In our F2 clonal genetic screen for suppressors of sax-7
neuronal maintenance defects, we mutagenized sax-7 mutants with ethyl methanesulfonate and screened
F3 broods by fluorescence microscopy to find suppressors of the sax-7 mutants ASH/ASI position defects.
We isolated mutation qv18, which significantly suppressed the neuronal position defect in adult sax-

7(qv24) animals, thus reducing the incidence of animals with mispositioned neurons (Supplemental Fig.1).

Through whole genome sequencing and bioinformatic analyses (Doitsidou, Jarriault et Poole, 2016;
Doitsidou et al., 2010; Minevich et al., 2012), we identified as a candidate mutation a G-to-A transition at
transcript nucleotide 1991 of the gene mig-6, which causes a glycine to glutamic acid substitution at
residue 664 (Fig. 2.2B). To determine if this mutation was the causal suppressor, we used CRISPR-Cas9
technology to reintroduce the candidate gv18 molecular lesion in the sax-7(qv30) null mutant background

(Desse et al., 2021). The resulting allele of mig-6, qv33, profoundly suppresses the
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Figure 2.1 Loss of function of mig-6, which encodes the conserved ECM protein papilin, suppresses neuronal
maintenance defects of sax-7 mutants: Rescue and post developmental role.

(A) gv33 is a newly identified allele of mig-6 that suppresses the neuronal defects of sax-7 mutants. Fluorescence
images of the head region of 2-day-old adults (as indicated on worm schematics); chemosensory neurons ASH and
ASl were visualized using reporter Psra-6::DsRed2 (soma indicated by empty arrow heads; schematized on the right).
In the wild type, the soma of the four neurons (each ASH and ASI pair has a soma in the left ganglion and in the right
ganglion), are positioned posterior to the nerve ring (indicated by the yellow arrowhead) throughout life. In sax-
7 mutants, ASH and ASI soma are initially positioned normally but by the 4th larval stage or older they become
progressively mispositioned relative to the nerve ring. Mutation mig-6(qv33) suppresses the neuronal
disorganization of sax-7(qv30) mutants. Scale bar, 10 um. (B) Quantification of the neuronal disorganization of ASH
and ASI neurons (depicted in A), including in double mutants sax-7; mig-6, expressing a transgene of mig-65(+) under
the gene's endogenous promoter which rescues the mig-6-mediated suppression of sax-7-neuronal disorganization
defects. (C) Post-developmental depletion of mig-6 by RNAi (from the 1st larval stage onwards) suppresses sax-7
neuronal maintenance defects. Comparisons made with z-tests; P-values were corrected by multiplying by the
number of comparisons, Bonferroni correction. Note: Throughout all figures of this work, asterisks denote significant
difference (*P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001); n.s., not significant; appropriate post hoc tests were performed for
multiple comparisons (see Materials and Methods); “+” indicates wild-type strain.
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Figure 2.2 Structure and molecular lesions in the conserved gene mig-6/papilin protein.

(A) Schematic structure of the two isoforms of the gene mig-6, which encode a short and a long isoform of MIG-
6/papilin (B). The new allele mig-6(qv33) is a G664E amino acid substitution. Previously identified mig-6 alleles are
also indicated. (C) Overall structure of the MIG-6S protein predicted using AlphaFold version 2.3.1 implemented in
ColabFold 1.5.2, where protein domains are colored as in B. gv33 and other mutations used are indicated. (D)
Structural environment of residues Y650, G664, C848, G878 and C879, and G965 in the structure of the MIG-6S
protein predicted using ColabFold 1.5.2. These residues, and selected neighboring residues, are in stick
representation. Residue conservation at each position is indicated through sequence logos generated using Weblogo
3.7.12 and an alignment of 250 protein sequences from Ecdysozoa species, including nematodes and arthropods,
obtained using MMSeqs2 14-7e284.

sax-7(qv30) defects, reducing the percentage of affected animals from 90% to 30% (Fig. 2.1A, 2.1B),
indicating that the suppressor mutation is indeed an allele of the gene mig-6. Except for gonad defects
(similarly found in previously reported mig-6 mutations) (Kawano et al., 2009), single mutant mig-6(qv33)
animals are fully viable and fertile, displaying a wild-type phenotype including for neurons ASH and ASl,
overall nervous system morphology, body wall musculature, and pharynx (Figs. 2.1A, 2.1B, Supplemental
Fig. 2,6). In contrast, null alleles of mig-6 are sterile and embryonic and larval lethal (Kawano et al., 2009).
Knockdown of mig-6 by RNA interference (RNAi) mimicked the effect of mig-6(qv33), significantly
suppressing sax-7 neuronal defects (Fig. 2.1C). This result further confirms our molecular identification of

the suppressor, and indicates that gv33 is a loss-of-function mutation.

2.5.2 The short isoform MIG-6S is key in neuronal maintenance, acting through its papilin cassette and
lagrin repeats

The gene mig-6 encodes a short isoform, mig-6S, and a long isoform, mig-6L (Fig. 2.2A) (Kawano et al.,
2009). We used five other mig-6 alleles previously studied in the context of distal tip cell migration
(Kawano et al., 2009) to analyze their effect on sax-7-mediated neuronal maintenance (Fig. 2.2B, 2.3B). An
allele that specifically affects mig-6L, e1931, failed to suppress the neuronal maintenance defects in sax-
7(qv30); mig-6(e1931) (Fig. 2.3B), indicating that mig-6L is not implicated in this context. In contrast, other
mig-6 alleles that like gv33 affect both the short and the long isoforms (k177, ev700 and ev701) profoundly
suppressed the ASH/ASI neuronal maintenance defects in sax-7(qv30); mig-6 double mutant animals (Fig.
2.3B). We further validated that mig-6S is the functional isoform in neuronal maintenance by performing
rescue assays using a mig-6S transgene expressed under its endogenous promoter (minigene pZH125
(Kawano et al., 2009)). Since the loss of mig-6 suppresses sax-7 neuronal maintenance defects, restoration
of mig-6 function in double mutant animals sax-7; mig-6 is expected to result in the reappearance of sax-
7 defects. Transgenic sax-7(qv30); mig-6(qv33) animals carrying wild-type transgenic copies of mig-65(+)
showed partial but significant rescue (Fig. 2.1B). The semi-dominant behavior of mig-6 mutations

described in other contexts (Kawano et al., 2009) and in our analyses (below, Figs. 2.5 et 2.6) could explain
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the partial rescue. Collectively, these results firmly establish that mig-6S is central in neuronal

maintenance.

mig-6 encodes the conserved extracellular matrix MIG-6/papilin, which is orthologous to Drosophila and
vertebrate papilin (Campbell et al., 1987; Fessler et al., 2004; Kawano et al., 2009; Kramerova et al., 2000;

Kramerova, Kramerov et Fessler, 2003).
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Figure 2.3 Structure-function relationship for the gene mig-6.

(A) Quantification of rescue assays with transgenes encoding recombinant versions of mig-6S (A indicates deleted
domain). (B) Quantification of head ganglia organization phenotype in different mig-6 alleles alone or in the sax-
7(qv30) mutant background at the 2nd and 4th larval stages and 2-day-old adults. Age-progressive neuronal
disorganization of sax-7(qv30) mutants is suppressed by some, but not all, mig-6 alleles. Error bars are the standard
error of the proportion. Comparisons made with z-tests; P-values were corrected by multiplying by the number of
comparisons, Bonferroni correction.
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Papilin is important for proper organogenesis in flies (Kramerova et al., 2000) and for gonad and pharynx
development in worms (Jafari et al., 2010; Kawano et al., 2009; Keeley et al., 2020) but its role in the
nervous system remains largely unknown. Recently papilin was isolated in a screen for brain
morphogenesis mutants in Drosophila, but its function awaits study (Lacin et al., 2024), and in C. elegans,
loss of mig-6 was shown to affect PVD neuron lo dendrite development (Ramirez-Suarez et al., 2019).
Little is known about the molecular mechanism of papilin function. MIG-6/papilin is a multidomain
glycoprotein harboring thrombospondin type 1 (TSP1) repeats, cysteine rich lagrin repeats, and Kunitz
protease inhibitor domains, among other domains (Fig. 2.2B) (Fessler et al., 2004; Kramerova et al., 2000),
and belongs to the ADAMTSL family of proteins (A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs-Like). Papilins, as other ADAMTSL proteins, are structurally related to ADAMTS
metalloproteinases but lack the catalytic domain characteristic of ADAMTS, and no catalytic activity has
been reported (Apte, 2009; Kelwick et al., 2015). Importantly, ADAMTSL proteins are characterized by the
“papilin cassette" (Fig. 2.2B), a region containing TSP1 domains and an ADAMTS spacer (homologous to
non-catalytic domains of ADAMTS metalloproteinases) (Fessler et al., 2004; Kramerova et al., 2000). Yet,
the papilin cassette present in Drosophila papilin has been shown, in vitro, to bind and inhibit the activity
of a procollagen N-proteinase, a vertebrate ADAMTS (Kramerova et al., 2000). In the C. elegans gonad,
mig-6 function influences the localization and levels of ADAMTS proteins MIG-17 and GON-1 (Kawano et
al., 2009; Keeley et al., 2020). This raises the possibility that MIG-6/papilin may play important roles in the

extracellular matrix via its papilin cassette.

As a first step to identify the critical domains of MIG-6S in neuronal maintenance, we modeled the
molecular consequences of these tested mig-6 alleles on MIG-6S. The mig-6(qv33) mutation results in a
substitution of a glycine to a glutamic acid at amino acid 664 (G664E), located in a TSP1 repeat in the
papilin cassette. A sequence alignment as well as the predicted structure of MIG-6S, modeled using
ColabFold (Fig. 2.2C, Supplemental Fig.3), shows that G664 is a highly conserved residue located at the
entrance of a beta-strand (Fig. 2.2D). Replacement of a glycine with a larger residue in the qv33 mutant is
likely to cause a steric clash with the disulfide bond formed by residues C657 and C696 (Fig. 2.2D) and

could alter a potential binding of MIG-6S to the ECM, or other interactions.

Similarly, other mig-6 alleles that suppress sax-7 defects (Fig. 2.3B) affect residues located in the papilin
cassette or in the adjacent lagrin repeats (Fig. 2.2B, 2.2C). Indeed, mig-6(k177) (Y650D) missense allele

impacts a residue in a TSP1 domain of the papilin cassette. In the ColabFold predicted structure of MIG-
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6S, the aromatic portion of Y650 interacts with both L673 and T648 (Fig. 2.2D). Consistently, homologs of
MIG-6S typically possess either a tyrosine or a phenylalanine at position Y650 (Fig. 2.2D). Missense allele
mig-6(ev701) (C848) affects a residue in a lagrin repeat of MIG-6S, where it forms a disulfide bridge with
C833 (Fig. 2.2D), perhaps explaining the strong conservation of a cysteine residue at this position. Finally,
missense allele ev700 (harboring substitutions G878E and C879Y) affects two residues located within the
lagrin repeats cysteine-rich region of MIG-6S that are also well conserved, with C879 forming a disulfide
bridge with C864 (Fig. 2.2D). Thus, mutation at G878 and C879 could perturb the pattern of disulfide
bridges within this region. Finally, missense allele mig-6(sa580) (G965E) affects a glycine residue located
in a lagrin domain, which could disrupt the adjacent cysteine residues involved in interactions with C949
and C973 (Fig. 2.2D). However, mig-6(sa580) does not supress sax-7 neuronal defects (Fig. 2.3B),
highlighting the specific effects of distinct mig-6 mutations. In sum, these analyses support the idea that
the papilin cassette and neighboring lagrin repeats are crucial for the function of MIG-6S in neuronal

maintenance.

To experimentally validate which are the most critical regions of the MIG-6S protein in the context of
neuronal maintenance, we carried out rescue assays using recombinant versions (Fig. 2.3A, Supplemental
Fig. 4). A recombinant mig-6S transgene lacking the sequence that encodes the C-terminal region of the
protein, which contains the Kunitz domains, retained rescuing activity in sax-7(qv30); mig-6(qv33) double
mutant animals with reappearance of neuronal disorganization, similar to the full length mig-65(+)
(compare to Fig. 2.1B). This supports that the Kunitz domains are not essential for MIG-6S function in
neuronal maintenance. In contrast, a recombinant mig-6S transgene lacking the sequence that encodes
the N-terminal region containing the papilin cassette and lagrin repeats failed to rescue the function of
mig-6 in sax-7(qv30); mig-6(qv33) double mutants. These results, together with our analyses of a series of
mutant alleles (molecular impact in Fig. 2.2A and functional consequences in Fig. 2.3B), demonstrate that
the papilin cassette and the nearby lagrin repeats are the key domains for MIG-6S functionality in neuronal

maintenance.
2.5.3  mig-6/papilin modulates neuronal maintenance post-embryonically and in specific neuronal
contexts

Since several mig-6 mutations suppress the progressive head ganglia disorganization of sax-7 mutants, we
asked whether losing mig-6 function after the development of ASH/ASI neurons would be sufficient to

suppress sax-7 neuronal maintenance defects. As ASH/ASI neurons complete their development in
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embryogenesis, we depleted mig-6 function post-embryonically by feeding sax-7(qv30) animals with mig-
6(RNAI) bacteria starting from the mid/late-L1 larval stage onward. Our results showed that the post-
embryonic depletion of mig-6 function strongly suppressed sax-7 ASH/ASI neuronal maintenance defects

(Fig. 2.1C), highlighting its post-developmental role in maintaining ASH/ASI neuronal architecture.

We next explored if mig-6's impact on neuronal maintenance is context-specific or generalized across the
nervous system. sax-7 mutants are known to exhibit defects in maintaining axon positioning along the
ventral nerve cord: axons of bilateral neurons PVQL/R initially develop normally, projecting ipsilaterally
during embryogenesis, but later get displaced to the opposite fascicle of the ventral nerve cord in sax-7
animals (Pocock et al., 2008), coinciding with remodeling of the underlying tissue during late first larval
stage (Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Hobert et Bllow, 2003). We found that mig-6(qv33) partially
suppresses these sax-7 axon “flip-over” defects (Fig. 2.4A, B), indicating that mig-6 participates in the

maintenance of nerve cord organization as well.

The small secreted two-immunoglobulin proteins ZIG-3 and ZIG-4 also function to maintain axon position
in the C. elegans ventral nerve cord (Aurelio, Boulin et Hobert, 2003; Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Bénard
et al., 2009), as does the giant basement membrane protein DIG-1, which is also required for ganglia
maintenance (Bénard et al., 2006; Johnson et Kramer, 2012). To determine if disrupted mig-6 function
could also suppress the defective maintenance of axon position in these other known neuronal
maintenance mutants, we generated mutant combinations between mig-6 and either zig-3 and zig-4, or
dig-1. We found that mig-6(qv33) did not supress the axon flip-over defects in the double mutant of small
secreted two-immunoglobulin proteins zig-3(tm924) zig-4(gk34) (Fig. 2.4C), highlighting the specificity of
mig-6 effects. However, mig-6(qv33) did suppress axon flip-over in dig-1(ky188) mutants (ky188 is the dig-
1 allele with the most penetrant axonal defects; Fig. 2.4D). As dig-1 mutants also exhibit defects in the
maintenance of both tail and head neuronal ganglia organization, we examined the impact of mig-6(qv33)
on dig-1 ganglia organization maintenance. We found that loss of mig-6 did not supress defective soma
positioning of PVQ neurons in the tail ganglia of dig-1(ky188) mutants (ky188 display progressive and
penetrant PVQ soma displacement; Fig. 2.4E), but did partially suppress head ganglia organization in dig-
1(n1321) mutants (n1321 is the most severe dig-1 allele for head ganglia; Fig. 2.4F). These results indicate
that the role of mig-6 in neuronal maintenance is specific and context-dependent, varying with the type

of neuronal maintenance molecule affected and neuronal structure.
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Figure 2.4 mig-6/papilin impacts the maintenance of axon and soma position in specific neuroanatomical and genetic
contexts.

(A) Fluorescence images of 4th larval stage (L4) animals; PVQ neurons visualized using Psra-6::DsRed2. In the wild
type, the axon of each of two PVQ neurons (L and R) extends ipsilaterally along the ventral nerve cord during
embryogenesis and remains on the ipsilateral side throughout life. In sax-7 mutants, whereas PVQ axons develop
normally and are positioned like the wild type in early 1st larval stage (L1) animals (not shown), they later become
displaced to the opposite side of the ventral nerve cord (L4 shown). Scale bar, 20 um. (B,C,D) Quantification of PVQ
axons (L4 animals) shows that mig-6(qv33) suppresses the axonal defects of sax-7(qv30) and dig-1(ky188) mutants,
but not of zig-3(tm924) zig-4(gk34). (E, F) mig-6(qv33) does not supress PVQ soma displacement in the lumbar ganglia
in the tail of dig-1(ky188) L4 animals, but partially supresses the ASH and ASI soma position relative to the nerve ring
in head ganglia of dig-1(n1321) examined as 2-day-old adult age animals. Error bars are the standard error of the
proportion; z-tests were performed.
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2.5.4  mig-6/papilin functions non-autonomously, together with mig-17/ADAMTS to impact neuronal
maintenance

Given that disrupting the function of the extracellular matrix protein MIG-6/papilin counteracts the
progressive neuronal disorganization observed in head ganglia and the nerve cord of sax-7 and dig-1
mutants, we hypothesized that the absence of functional MIG-6/papilin protein would affect the ECM
surrounding these neuronal structures. In the developing gonad, mig-6 genetically interacts with mig-
17/ADAMTS, which encodes a secreted metalloprotease of the ADAMTS family (Kawano et al., 2009),
thought to remodel the gonadal basement membrane (Fan et al., 2020; Ihara et Nishiwaki, 2008; Keeley
et al., 2020; Kubota et al., 2008; Shibata et al., 2024). We therefore sought to investigate the functional
relationship between mig-6/papilin and mig-17 in neuronal maintenance. We first examined mig-17(k174)
putative null mutant animals (Nishiwaki, Hisamoto et Matsumoto, 2000) (null allele used throughout this
study) and found that ASH and ASI neurons are normally positioned with respect to the nerve ring (Fig.
2.5A, C). mig-17 mutants exhibit an elongated pharynx (Shibata et al., 2016) (Supplemental Fig.5), but this
did not affect neuronal position with respect to body length. Indeed our data show that there is no
difference in the relative positions of the nerve ring, or of ASH and ASI soma, between mutants with normal
pharynx length (such as mig-6(qv33)) and mig-17 mutants (Supplemental Fig.5), indicating that neuronal
positioning is independent from pharynx length. To test if loss of the ECM remodeling molecule mig-
17/ADAMTS would impact the sax-7 head ganglia disorganization, we looked at double mutants lacking
both sax-7 and mig-17. In double mutants sax-7; mig-17, only 27% of animals display head ganglia
disorganization, compared to ~90% in sax-7 single mutants (Fig. 2.5A, C). This result shows that, similar to
loss of mig-6, loss of mig-17 significantly supresses the neuronal maintenance defects in sax-7 mutants. In
contrast, loss of another secreted ADAMTS metalloprotease, ADT-2/ADAMTS, involved in C. elegans body
size regulation and cuticle structure (Fernando et al., 2011), did not supress sax-7 defects nor enhance
their suppression by mig-6 mutation (Fig. 2.5C). This highlights the specific role of mig-17/ADAMTS in

neuronal maintenance.

To then determine whether mig-6 and mig-17 function in the same genetic pathway in this context, we
constructed a triple sax-7; mig-6(qv33) mig-17(k174) mutant strain. We found that the simultaneous loss
of mig-6 and mig-17 did not further enhance the suppression of neuronal maintenance defects in sax-7
mutants (Fig. 2.5C), suggesting that mig-6 and mig-17 may function in the same pathway to maintain
neuronal architecture. To further probe the notion that mig-6 and mig-17 function collaboratively to

impact neuronal maintenance, we analyzed the effect of partially losing the function of
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Figure 2.5 The ECM genes mig-6/papilin and mig-17/ADAMTS function together in neuronal maintenance.

(A) Fluorescence images of the head region of 2-day-old adults (schematized on the right), with soma and axons of
neurons ASH and ASI visualized using Psra-6::DsRed2 (as in Fig. 2.1). Scale bar, 10 um. (B) A model proposing
functional cooperation between MIG-17/ADAMTS and MIG-6/papilin in the ECM to mediate neuronal maintenance.
(C) Quantification of ASH and ASI displacement in 2-day adults of wild type, sax-7(qv30), mig-6(qv33), mig-17(k174),
and adt-2(wk156) single mutants, and their combinations, as homozygous or heterozygous (written as "mig-6" or
"mig-6/+", respectively). '#' indicates an additional control for sax-7, with dpy-11 in the background, as dpy-11 was
used to distinguish heterozygous animals. Similar to the effect of some mig-6 mutations, loss of mig-17 also
suppressed sax-7 neuronal maintenance defects (but not loss of adt-2). Simultaneous loss of mig-6 and mig-17 did
not enhance the suppression of sax-7 defects. Error bars are the standard error of the proportion; z-tests.
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both genes using double heterozygous animals mig-6(qv33) mig-17(k174) / mig-6(+) mig-17(+),
abbreviated as mig-6 mig-17/++. Single heterozygous animals mig-17(k174)/+ only slightly supressed sax-
7 neuronal defects (Fig. 2.5C). Meanwhile, single heterozygous mig-6(qv33)/+ mildly suppressed sax-7
defects; Fig. 2.5C), consistent with observations that mig-6 alleles (ev700, ev701 and k177) behave in a
semi-dominantly due to haploinsufficiency during gonad and PVD neuron development (Kawano et al.,
2009; Ramirez-Suarez et al., 2019). Notably, in double heterozygous animals sax-7; mig-6 mig-17/++, the
suppression of sax-7 defects was significantly greater, with only 69% of animals showing defects,
compared to 81% in sax-7; mig-6/+ animals (Fig. 2.5C). This result indicates that the two extracellular
matrix genes mig-6/papilin and mig-17/ADAMTS act within the same pathway to influence the long-term

maintenance of neuronal organization.

Given that the neurons' environment controls their maintenance, mig-6/papilin may be expected not to
function from the neurons themselves. Indeed, extracellular matrix components, including MIG-6, are
produced by mesodermal cells, particularly body wall muscles, and the epidermis (Cao et al., 2017; Jafari
etal., 2010; Kawano et al., 2009; Keeley et al., 2020; Roux et al., 2023). We thus generated transgenic sax-
7; mig-6 double mutants animals expressing wild-type mig-6S under different tissue-specific promoters:
Prgef-1 for neurons, Pdpy-7 for epidermis (hyp7), and Pmyo-3 for mesodermal cells (body wall muscles).
Since the loss of mig-6 suppresses sax-7 neuronal maintenance defects, restoring mig-6 function is
expected to lead to the reappearance of neuronal disorganization in sax-7; mig-6 double mutants. We
found that expression of mig-6S(+) in the neurons or the epidermis did not rescue mig-6 function. In
contrast, expression of mig-6S(+) in the body wall muscles in sax-7; mig-6 double mutant animals robustly
rescued the neuronal maintenance defects, with an increase of neuronal defects from 29% up to 72%,
depending on the transgenic line (Fig. 2.6A). This indicates that mig-6 functions cell non-autonomously
from muscles to impact neuronal maintenance. As a control, we expressed these transgenes in wild-type
animals and observed no neuronal defects (Fig. 2.6B), ruling out the possibility that mig-65(+)
overexpression by muscles induces artefactual neuronal disorganization. Overall, this confirms that the
neuronal defects observed in transgenic animals expressing mig-65(+) in body wall muscles represent bona

fide rescue of mig-6 function.
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Figure 2.6 mig-6/papilin functions from muscles and depends on mig-17/ADAMTS in neuronal maintenance.

(A) Quantification of assays to rescue the function of mig-6 with tissue-specific expression of mig-6S(+). (B)
Quantification of control assays showing that mig-65(+) transgenic expression in wild-type animals, including from
body wall muscles, does not affect neuronal organization. Error bars are the standard error of the proportion; z-tests.
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We then investigated whether mig-17 is necessary for mig-6's function in neuronal maintenance. To test
whether the loss of mig-17 would affect the ability of mig-6S(+) transgene to rescue, we generated sax-7;
mig-6 mig-17 triple mutants carrying transgenic lines expressing wild-type mig-6S(+) from body wall
muscles (lines #17 and 18 used above, Fig. 2.6A). Unlike the successful rescue of mig-6 function observed
in sax-7; mig-6 transgenic animals, the loss of mig-17 prevented the mig-65(+) transgene from rescuing
neuronal maintenance defects, as the transgenic triple mutant sax-7; mig-6 mig-17 animals did not exhibit
areappearance of neuronal defects (Fig. 2.6A). This may indicate that the normal function of MIG-6/papilin
depends on MIG-17/ADAMTS, or alternatively, an excess of MIG-6S cannot compensate for the loss of
MIG-17. In conclusion, we find that mig-6/papilin acts non-autonomously from muscles to suppress sax-7

neuronal maintenance defects in a manner that requires the function of mig-17/ADAMTS.

2.5.5 Loss of mig-6S/papilin results in increased EMB-9/collagen IV levels that accumulates as
extracellular fibrotic-like structures

Given that MIG-6/papilin is an extracellular ADAMTS-like protein which interacts functionally with MIG-
17/ADAMTS, we hypothesized that the mig-6 mutation may suppress sax-7 neuronal maintenance defects
by modulating the extracellular environment, including nearby neurons. To directly test whether loss of
mig-6 leads to changes in the extracellular matrix, we analyzed the distribution of a key ECM component,
EMB-9/collagen IV al (hereafter referred to as 'EMB-9/collagen IV'), known to genetically interact with
mig-6 during gonadal development (Kawano et al., 2009) or to be altered in the gonadal basement
membrane in mig-6(RNAi)-treated animals (Keeley et al., 2020). In C. elegans, collagen IV, similar to its
vertebrate counterparts, is a heterotrimeric molecule consisting of two EMB-9 (al-like) chains and one
LET-2 (a2-like) chain, previously shown to colocalize (Guo, Johnson et Kramer, 1991; Guo et Kramer, 1989;
Kramer, 2005; Sibley et al., 1993). We therefore used a Pemb-9::EMB-9::mCherry fluorescent reporter
(Ihara et al., 2011) (gift from David Sherwood) to examine the distribution of collagen IV, focusing
particularly on the head region (Figs. 2.7, 2.8 and 2.9). In mig-6(qv33) mutants, like in the wild type, we
observed collagen IV signal along the contour of the pharynx and the surface of body wall muscles (Fig.
2.7A), corresponding to the basement membranes of these structures (Keeley et al., 2020), as well as in
spherical accumulations within muscle cells where collagen IV is produced. However, in mig-6 mutants,
the overall abundance of EMB-9/collagen IV is higher compared to the wild type (Fig. 2.7A; see
Supplemental Fig. 6 for quantification of collagen IV in entire head region including muscle cells), including
inside muscle cells. Moreover, mig-6 mutants display notable enrichments of collagen 1V, often elongated,

which we have termed "fibrotic-like structures" (Fig. 2.7A, B). These fibrotic-like structures are extremely
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rare in the wild type and seen only in aging adults (5-day old adults), but are detected as early as the 1st
larval stage in mig-6(qv33) mutants, and by the 4th larval stage and adulthood, 100% of the mig-6 mutants
present fibrotic collagen IV (Fig. 2.7A, B). These fibrotic-like structures in mig-6 mutants are typically
located in the posterior region of the head (Fig. 2.8A, B). Interestingly, our repeated observations of the
same mig-6(qv33) animals in a longitudinal analysis over several days (Fig. 2.8C, n=8) show that the mig-6
mutants' collagen IV fibrotic-like structures stably persist over time. Measuring the size of these structures
at different developmental stages further confirmed that they lengthen in an age-progressive manner (Fig.

2.8D).
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Figure 2.7 Loss of mig-6/papilin function disrupts proper extracellular collagen IV remodeling and causes fibrotic
structures: Timeline analysis.

(A) Fluorescence images of animals expressing collagen IV reporter Pemb-9::EMB-9::mCherry at larval stages L1, L2,
L3, and L4, and adult ages in control and mig-6(qv33) mutants. Thin lines of collagen IV located in the basement
membrane of muscle cells are observed in wild-type and mig-6 animals (indicated by two black arrows), and mig-6
fibrotic-like structures are indicated by arrowheads. Scale bar, 20 um. (B) Percentage of animals displaying collagen
IV fibrotic-like structures at different ages in the wild type and mig-6(qv33) mutants expressing EMB-9::mCherry. (C)
3D-isosurface renderings (made with Imaris) of collagen IV/EMB-9::mCherry in the head region of a 2-day-old adult
mig-6(qv33) mutant animal. Scale bar, 20 um. Error bars are the standard error of the proportion. z-test.
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Figure 2.8 Loss of mig-6/papilin function disrupts proper extracellular collagen IV remodeling and causes fibrotic
structures: Characterization of the position, length and stability of fibrotic-like structures.

(A) 3D-isosurface renderings (made with Imaris) of collagen IV/EMB-9::mCherry in the head region of a 2-day-old
adult mig-6(qv33) mutant animal. Scale bar, 20 um. (B) mig-6 mutants' collagen IV fibrotic-like structures are typically
located in the posterior region of the head, in the general area near the terminal bulb and the posterior of the isthmus
of the pharynx. Schematic compilation of fibrotic-like structures' positions in mig-6(qv33) mutants (n>100), and
percentage in indicated antero-posterior head regions. These "pharyngeal regions" serve as antero-posterior
landmarks only, as these fibrotic-like structures localize in the extracellular space outside the pharynx; also, fibrotic-
like structures only occasionally contact the basement membrane of the pharynx). (C) Longitudinal analysis of a mig-
6(qv33) mutant animal expressing EMB-9::mCherry repeatedly examined as a L4, 1-, and 2-day-old adult shows that
the collagen IV fibrotic-like structures (indicated by arrowheads) persist over time. Scale bar, 20 um. (D) Average
length of the fibrotic-like structures per mig-6(qv33) mutant animal expressing EMB-9::mCherry at different ages.
Error bars are the standard error of the proportion (B) or of the mean (D). z-test in B and ANOVA in D.
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We next studied the localization of the collagen IV fibrotic-like structures that occur in mig-6 mutants. In
C. elegans, collagen 1V is produced by body wall muscles and other mesodermal cells, including the head
mesodermal cell (hmc) and GLR glia (Graham et al., 1997; Gupta, Graham et Kramer, 1997). We thus
generated a strain of mig-6(qv33) mutants carrying both the EMB-9::mCherry reporter and dnis13 gly-
18p::gfp (Warren, Krizus et Dennis, 2001) to simultaneously label collagen IV and anterior head wall
muscles, the hmc, and GLR glia, respectively. Confocal microscopy revealed that collagen IV fibrotic-like
structures in mig-6 mutants do not overlap with muscle cells, nor with hmc, nor the GLR glia, and are
located extracellularly (Fig. 2.9C). In addition, spherical collagen IV deposits seen in body wall muscles,
appear to be more intense in mig-6 mutants than in wild type (Fig. 2.7A), and these are indeed intracellular

(Fig. 2.9C).

To further support our findings, given that mCherry protein fusions can form aggregates (Katayama et al.,
2008), we employed an alternative multicopy reporter, EMB-9::Dendra2 (lhara et al., 2011) (gift of David
Sherwood). With this reporter we also observed that EMB-9 accumulates as fibrotic-like structures in 33%
of animals following mig-6(RNAi) knockdown (Fig. 2.9A). Importantly, using an endogenous CRISPR knock-
in reporter for collagen IV (Keeley et al., 2020), EMB-9::mNG, 90% of the mig-6(qv33) mutants show
fibrotic-like structures (Fig. 2.9B). The collagen IV fibrotic defect displayed by mig-6 mutants was rescued

by wild-type mig-6(+) (Fig. 2.9D), further confirming that loss of mig-6 is causal of this fibrotic phenotype.

Since collagen IV accumulates in mig-6 mutants, we assessed the stability of EMB-9::mCherry by
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP), which we performed on muscle and pharyngeal
basement membranes that contain collagen IV, present in both the wild type and mig-6(qv33) mutants
(Supplemental Fig.7A). Our FRAP measurements revealed no significant difference between mig-6
mutants and the wild type, with very limited collagen IV recovery across different time points
(Supplemental Fig.7B), supporting the notion that loss of mig-6 does not affect collagen IV short-term
dynamics per se, which is consistent with its described stable association with the gonadal basement

membrane (Keeley et al., 2020).

We further strengthened our findings that loss of mig-6 alters collagen IV levels and distribution by looking
at collagen IV in other mig-6 loss-of-function backgrounds. We generated animals with the k177 allele of
mig-6 (Y650D mutation in the same domain as qv33 G664E) carrying EMB-9::mCherry. Similar to qv33

animals, k177 mutants exhibit a significant accumulation of EMB-9/collagen IV, with approximately 80%
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of adult animals displaying fibrotic-like structures (Fig. 2.12A, B). Similarly, RNAi-mediated knockdown of
mig-6 resulted in 72% of adult animals exhibiting EMB-9::mCherry fibrotic-like structures (Fig. 2.9A).
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Figure 2.9 Loss of mig-6/papilin function disrupts proper extracellular collagen IV remodeling and causes fibrotic
structures.

Fibrotic-like structures are also observed using other reporters, are extracellular, and can be rescued by expression
of mig-65(+).

(A) Fluorescence images and quantification of animals displaying collagen IV fibrotic-like structures visualized by
EMB-9::mCherry or EMB-9::Dendra in 2-day-old adult animals of wild-type animals treated with mig-6(RNAi) or
empty vector control. Scale bar, 10 um. (B) Collagen IV fibrotic-like structures are also detected in 2-day-old-adult
mig-6 mutants using the endogenous collagen IV reporter qy24 EMB-9::mNG knock-in. Scale bar, 10 um. (C)
Fluorescence image of a young adult mig-6 mutant, expressing EMB-9::mCherry (magenta), along with dnls13 Pgly-
18::gfp (cyan) that labels a subset of head wall muscles, the head mesodermal cell (hmc), and glial cells (GLR,
indicated by asterisks); a schematic rendering is shown above. Collagen IV (EMB-9::mCherry reporter) is observed as
intracellular dots or accumulations inside muscle cells (indicated by the arrow on single focal planes on XY, XZ and
YZ); and long extracellular fibrotic-like structures (one such structure is pointed to by white arrowheads on main
image and on the focal plane on the right panel, which does not coincide with the cytoplasmic extensions of the hmc,
nor with other mesodermal cells such as muscles or GLR cells). Magenta circle on single planes is signal from the
basement membrane of the pharynx, which also contains collagen IV. (D) Rescue of the collagen IV fibrotic-like
structures phenotype of mig-6(qv33) mutants expressing EMB-9::mCherry. Expression of the mig-65(+) minigene
under its own promoter decreases the number of fibrotic-like structures. Error bars are the standard error of the
proportion (A, B) or of the mean (D). z-tests (A, B), or non-parametric Wilcoxon test (in D).

In contrast, specifical loss of mig-6L, using allele e1931, did not alter the collagen IV pattern nor led to
fibrotic-like structures (Fig. 2.12A, B). These results suggest that mig-6S, but not mig-6L, is essential for
proper extracellular collagen IV organization in the head region. Overall, consistent with the findings of
papilin affecting collagen IV in the gonadal basement membrane (Keeley et al., 2020), we found that the
formation of extracellular collagen IV fibrotic-like structures in the head region is a robust phenotype

linked to the loss of mig-6S/papilin function.

2.5.6 mig-6/papilin affects the biomechanical properties of the animal's tissues

Our findings demonstrate that disruption of MIG-6/papilin results in a dramatic collagen IV fibrotic
phenotype (Fig.s 2.7, 2.8 and 2.9) and that the progressive neuronal disorganization in head ganglia and
the nerve cord of sax-7 and dig-1 mutants is counteracted in mig-6 mutants (Fig. 2.1, 2.3 and 2.4). We
therefore hypothesized that the environment surrounding these neuronal structures may be modified in
mig-6(qv33) mutants in such a way that results in enhanced maintenance of neuronal architecture. To
start addressing this possibility, we characterized the biomechanical state of tissues in mig-6(qv33)
mutants by measuring their viscoelasticity properties using Brillouin microscopy. This label-free imaging
technique allows for the assessment of the viscoelastic properties of biological samples through photon—
phonon scattering interactions (Scarcelli et al., 2015). The key parameters measured are the Brillouin
scattering induced frequency shift and linewidth, which provide information on the high-frequency

longitudinal modulus and therefore the elastic and viscous properties of the sample, respectively
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(Bevilacqua et al., 2023; Coker et al., 2024; Prevedel et al., 2019). We first ensured that the refractive
indexes of the head region were similar between mig-6 and wild-type animals at the examined ages
(Supplemental Fig. 8A), which is an important prerequisite to render the Brillouin microscopy results
comparable to one another. Next, using a confocal Brillouin microscope (Bevilacqua et al., 2019), we
imaged a head region at the level of the studied neuronal cell bodies, which includes other cells such as
other neurons, muscles, epidermis, glia, as well as the associated basement membranes/ECM (Fig. 2.10 A,
B). Our findings show a significant decrease in Brillouin shift in mig-6 mutants compared to the wild type
at the L4 larval stage (Fig. 2.11A, B; Supplemental Fig. 8B), indicating a reduction in tissue elasticity. This
change was not detected at the earlier L2 stage, suggesting that the loss of mig-6 affects tissue elasticity
more prominently at later developmental stages. The decreased elasticity was most pronounced in the
posterior zone of the region of interest (ROI), which exhibited lower Brillouin elastic contrast
(Supplemental Fig. 8C). Furthermore, Brillouin linewidth measurements revealed that tissue viscosity was
also reduced in mig-6 mutants at both L2 and L4 stages (Fig. 2.11A, B; Supplemental Fig. 8B). To assess
tissue viscoelasticity in wild-type and mig-6 mutants, we measured the Brillouin loss tangent parameter
(Chan, Bevilacqua et Prevedel, 2021), which showed decreased tissue viscoelasticity in mig-6 mutants
compared to controls at both the L2 and L4 stages (Fig. 2.11A, B; Supplemental Fig. 8B). These results
demonstrate that MIG-6/papilin is essential for maintaining proper tissue mechanical properties in vivo
during age-progression. Furthermore, as the altered biomechanical properties of the tissues in the head
of mig-6 mutants are detected earlier than the appearance of ASH/ASI neuronal disorganization in sax-7
mutants, this suggests that properties of the underlying head ganglia environment play an important role

in maintaining neuronal architecture over time.

2.5.7 mig-6/papilin and mig-17/ADAMTS function together to regulate extracellular collagen IV

Building on the previous finding that mig-6 genetically interacts with mig-17/ADAMTS to suppress sax-7
neuronal defects (Figs. 2.5 and 2.6), we investigated whether mig-6 and mig-17 also functionally interact
in regulating collagen IV distribution. mig-17(k174) single mutants exhibit fibrotic-like structures in 75% of
young adults and 95% of 2-day old adults (Fig. 2.12A, B), similar to the phenotype observed in mig-6(qv33)
and mig-6(k177) mutants. The simultaneous loss of mig-6 and mig-17 in double homozygous mig-6 mig-

17 mutants did not enhance the collagen IV fibrotic-like structures compared to single mutants, neither in
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Figure 2.10 Anatomical context of neurons and surrounding basement membranes.

(A) Colored electron micrograph of a cross section of an adult wild-type animal in the head region near the location
of the ASHL/R and ASIL/R somas (White et al., 1986); modified from WormAtlas.org). A schematic of the cross section
is provided on the left. Neuronal cell bodies are pseudo-colored in peach, with ASHL/R and ASIR in darker peach;
axons in yellow; muscles in green; the location of the basement membranes surrounding body wall muscles, pharynx,
and head ganglia have been drawn in to provide context (dark red dashed lines). (B) Schematics of the C. elegans
head region, highlighting prominent cell types in the region imaged by Brillouin microscopy, including neurons of
head ganglia, which are surrounded by basement membrane, as well as the ROls.
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Figure 2.11 Loss of mig-6/papilin alters tissue biomechanical properties as measured by Brillouin microscopy.

(A) Brillouin microscopy shift, linewidth, and loss tangent images of the head region of L2 and L4 larval stages of wild-
type and mig-6(qv33) animals. ROIs were drawn flanking the terminal pharyngeal bulb and include several tissues
and cell types (muscle, epidermis, neurons, and glia), as well as basement membranes. Scale bar, 20 um. The color
bars indicate absolute values of the shift, linewidth, and loss tangent. (B) Quantification of ROIs shows a decrease in
elasticity (Brillouin shift), viscosity (Brillouin linewidth), and loss tangent (viscoelasticity) in mig-6(qv33) mutants
compared to wild type. Mean values of the ROIs were normalized to the wild type (for absolute values, see
Supplemental Fig.8. Error bars are the standard error of the mean; t-tests were performed.
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penetrance (Fig. 2.12B), nor in expressivity (Fig. 2.12D), consistent with the notion that the extracellular

matrix genes mig-6 and mig-17 function within the same pathway to regulate collagen IV distribution.

To reinforce this conclusion, we assessed the effect of simultaneously losing a single functional copy of
each gene, which can provide insights into genetic interactions (avoiding the ceiling effect, as heterozygous
animals are much less penetrant for this phenotype). In mig-6(qv33)/+ single heterozygotes, we observed
collagen IV fibrotic like-structures in approximately 10% of young adults, increasing to 75% of 2-day-old
adults (Fig. 2.12A, B), indicating a semi-dominant effect of mig-6 also for this phenotype. In mig-17(k174)/+
single heterozygotes, only around 10% of animals displayed fibrotic like-structures at both ages.
Remarkably, in young adult double heterozygotes mig-6 mig-17/++, as many as 80% exhibited collagen IV
fibrotic-like structures (increasing to 85% in 2-day-old adults; Fig. 2.12A, B). Also, the number of fibrotic-
like structures per animal strikingly increases in the double heterozygous mig-6 mig-17/++ animals
compared to single heterozygous (Fig. 2.12C). Together, these results firmly establish that mig-6 and mig-

17 functionally interact to regulate extracellular collagen IV.

MIG-17/ADAMTS has been hypothesized to function as a metalloprotease that degrades collagen IV
(Imanishi et al., 2020; Kubota et al., 2019). We thus asked whether overexpression of wild-type copies of
mig-17(+) impacts the collagen IV phenotype of mig-6 mutants. For this we used functional transgene
Pmig-17::mig-17(+)::gfp (Nishiwaki et al, 2000; Jafari et al, 2010) (Fig. 2.12A), combining the integrated
transgene (evls213, gift of Joe Culotti) with mig-6(qv33). We found that while the percentage of mig-6
animals displaying fibrotic-like structures was unchanged (Fig. 2.12B), the number of fibrotic-like
structures per young adult animal significantly decreases in mig-6 mutants overexpressing the mig-17(+)
transgene (Fig. 2.12D). This result indicates that the collagen IV defects of mig-6 mutants can be partially

offset by mig-17/ADAMTS overexpression.

As mig-6 mutants display a fibrotic collagen IV phenotype, and the overexpression of mig-17(+) partially
suppresses this defect (Fig. 2.12D), we wondered whether levels of MIG-17/ADAMTS may be lowered in
mig-6 mutants. To test this idea, we examined the distribution of MIG-17/ADAMTS in mig-6(gv33) mutants
using Pmig-17::M1G-17::GFP (evis213). We found that instead of being decreased, MIG-17 is in fact
upregulated in mig-6 mutants (Fig. 2.13), with new enrichments in different head regions compared to
wild type. Given that increased mig-17(+) levels can at least partially suppress mig-6 mutants (Fig. 2.12D),

and that MIG-17 levels are elevated in mig-6 mutants (Fig. 2.13), together these results suggest that MIG-
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Figure 2.12 mig-6/papilin and mig-17/ADAMTS both regulate extracellular collagen IV remodeling.

(A) Fluorescence images of the head region of 2-day-old adult animals using EMB-9::mCherry. Thin lines of collagen
IV located in the basement membrane of muscle cells are observed in all genotypes (indicated by two black arrows);
red arrowheads indicate fibrotic-like structures in mutants. Mutant animals for mig-6(qv33 or k177) display collagen
IV fibrotic-like structures and prominent intracellular accumulations (dots). mig-17(k174) mutants also exhibit
fibrotic-like structures. In contrast, mig-6L(e1931) allele behaves like the wild type. Scale bar, 20 um. (B)
Quantification of the percentage of animals displaying collagen IV fibrotic-like structures in young adult and 2-day-
old adult animals expressing EMB-9::mCherry. (C) Quantification of the number of collagen IV fibrotic-like structures
observed per 2-day-old adult heterozygous animal expressing EMB-9::mCherry. (D) Quantification of the number of
collagen IV fibrotic-like structures observed per young adult animal expressing EMB-9::mCherry. Error bars are the
standard error of the proportion (in B) or of the mean (in C, D). z-tests in B, Wilcoxon Mann-Whitney test in C, ANOVA
in D. A.U,, arbitrary units. OE, overexpression of wild-type copies. Mutant alleles are only indicated on images and
graphs when several alleles of a given gene are used; thus, unless specified otherwise, "mig-6" is mig-6(qv33) and
"mig-17"is mig-17(k174) throughout this work. Homozygous genotypes are written as "mig-6" and heterozygous as
"mig-6/+".
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Figure 2.13 The level of MIG-17/ADAMTS is affected by the loss of mig-6.

Fluorescence images of MIG-17::GFP in the head region of young adults, quantified as fluorescence intensity in head
region drawn in orange. Circle, terminal bulb of the pharynx for reference. A.U., arbitrary units.Scale bar, 24 um.
Error bars are the standard error of the mean. t-test.

17/ADAMTS's function requires functional MIG-6/papilin to robustly ensure normal collagen IV

distribution.
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2.5.8 Suppression of sax-7 neuronal maintenance defects upon loss of mig-6/papilin and mig-
17/ADAMTS depends on collagen IV levels and cross-linking

Because mig-6 and mig-17 cooperate to regulate extracellular collagen IV (Fig. 2.12A-D) and maintain
neuronal organization in sax-7 mutants (Fig. 2.5A, B, C), we asked if the suppression of sax-7 neuronal
maintenance defects upon loss of mig-6 or mig-17 is linked to changes in collagen IV patterning in the
ECM. We assessed the state of collagen IV distribution in the sax-7 mutant background and found that
sax-7 single mutants behave like the wild type in this regard (Fig. 2.14). Also, double mutants sax-7; mig-
6(qv33) and sax-7; mig-6(k177), as well as sax-7; mig-17(k174) displayed a fibrotic-like structure
phenotype like that of the respective mig-6 or mig-17 single mutants (Fig. 2.14). That sax-7; mig-6 and sax-
7; mig-17 double mutants exhibit modified collagen IV pattern (Fig. 2.14) and maintain organized head
ganglia (Fig. 2.5C) is consistent with the notion that the state of the ECM plays a role in maintaining
neuronal architecture. In line with this, mig-6L-specific allele e1931 does not affect the pattern of collagen
IV (normal levels and no fibrotic structures; Fig. 2.12A, B) and does not suppress the neuronal maintenance

defects of sax-7 mutants (Fig. 2.3B).

We then investigated whether collagen IV levels and distribution contribute to the maintained neuronal
organization of double mutants sax-7; mig-6 and sax-7; mig-17. We depleted emb-9/collagen 1V by RNAIi
treatment of animals from the 1st larval stage and examined head ganglia organization in adults. This emb-
9(RNAI) knockdown effectively depleted EMB-9/collagen IV levels (Fig. 2.15A, Supplemental Fig.9A), and
importantly, did not affect neuronal organization in wild-type animals, nor in single mutants. In contrast,

depleting collagen IV reversed the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6 or mig-17 mutation.

Indeed, double mutant animals sax-7; mig-6 and sax-7; mig-17 showed increased neuronal disorganization
upon emb-9(RNAI) (Fig. 2.15B). This result indicates that collagen IV levels are key for the suppression of
sax-7 neuronal defects by the loss of mig-6 or mig-17. We then tested whether a higher level of collagen
IV could mimic the effect of mig-6 loss of function in suppressing sax-7 neuronal maintenance defects. We
found that sax-7 animals overexpressing transgene emb-9(+) (in sax-7; qyls46 animals carrying the
multicopy transgene Pemb-9::EMB-9::mCherry) did not show suppression of neuronal maintenance
defects (Fig. 2.15C). Thus, while sustained levels of collagen IV are required to suppress sax-7 neuronal

defects, elevated collagen IV level per se is insufficient to ensure neuronal maintenance.
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Figure 2.14 The collagen IV fibrotic phenotype of mig-6 or mig-17 mutants is still observed in the sax-7 mutant
background.

(A) Fluorescence images of the head region of 2-day-old adults in sax-7(qv30) null mutant background, using reporter
EMB-9::mCherry. Scale bar, 20 um. (B) Quantification of the percentage of 2-day-old adult animals displaying collagen
IV fibrotic-like structures. Error bars are the standard error of the proportion. z-tests in G.

We therefore investigated whether collagen IV organization plays a role in neuronal maintenance as well.
Collagen IV molecules form complex crosslinked networks involving dimerization through their NC1
domain (Gupta, Graham et Kramer, 1997; Khoshnoodi et al., 2006; Vanacore et al., 2009). The extracellular
enzyme peroxidasin catalyzes sulfilimine S=N bonds between collagen IV NC1 domains (Fidler et al., 2014;
Vanacore et al., 2009), which are essential for collagen IV networks and basement membrane integrity
(Bhave, Colon et Ferrell, 2017; Bhave et al., 2012; He et al., 2020; McCall et al., 2014). The C. elegans
genome encodes two peroxidasins, of which PXN-2/peroxidasin is known for its effects on the ECM and
genetic interactions with collagen IV genes (Gotenstein et al., 2018). We examined the pattern of PXN-
2/peroxidasin using a knock-in fluorescent reporter mNeonGreen::PXN-2 (driven under the pxn-2
promoter (Keeley et al., 2020), and found that the expression of PXN-2/peroxidasin is upregulated in mig-
6(gv33) mutants compared to wild type (Fig. 2.16A), suggesting that mig-6 is implicated in the regulation
of peroxidasin 2 levels in the ECM. Knockdown of pxn-2/peroxidasin by RNAi (from the 1st larval stage) did
not significantly lower the penetrance of fibrotic-like structures (Supplemental Fig.9B), but significantly
reduced the number of fibrotic-like structures (Fig. 2.16 B, C), and led to a striking increase of fragmented

fibrotic collagen IV (Fig. 2.16B, D). Importantly, pxn-2(RNAi) knockdown reverses the suppression of sax-7
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Figure 2.15 Collagen IV levels are key for mig-6/papilin's role in neuronal maintenance.

(A) Fluorescence images of the head region of 2-day-old adults using alleles mig-6(qv33), sax-7(qv30) and mig-
17(k174), expressing EMB-9::mCherry, subjected to control (empty vector) or emb-9(RNAi) from the L1 stage; fibrotic-
like structures indicated by red arrowheads. Quantification of the percentage of animals with fibrotic-like structures
(see Supplemental Fig.9A for quantification of collagen IV levels). (B) Knockdown of collagen IV by emb-9(RNAI)
reverses the suppression of sax-7(qv30) neuronal defects by loss of mig-6(qv33) or mig-17(k174). Quantification of
neurons ASH and ASI displacement (as in Fig. 2.1) in 2-day-old adults subjected to control (empty vector) or emb-
9(RNAI) since the L1 stage. (C) Increase of emb-9/collagen IV levels alone (overexpression using qyls46 multicopy
integrated transgene Pemb-9::EMB-9::mCherry) is not sufficient to suppress sax-7(qv30) neuronal defects. Error bars
are the standard error of the proportion. z-tests.
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Figure 2.16 The crosslinking of extracellular collagen IV is also key for mig-6/papilin's role in neuronal maintenance.

(A) Fluorescence images of mNG::PXN-2 in wild-type and mig-6(qv33), scale bar, 20 um; and quantification. A.U.,
arbitrary units. The rectangles indicate the ROI used to quantify fluorescence intensity. (B) Knockdown of collagen IV
crosslinking enzyme PXN-2/peroxidasin by pxn-2(RNAi) reduces the number of fibrotic-like structures and alters their
state. Fluorescence images of collagen IV (qyls46 EMB-9::mCherry) in 2-day-old adults of wild type and mutants mig-
6(qv33) and mig-17(k174), subjected to control (empty vector) or pxn-2(RNAi) from the L1 stage. Insets (a and b)
show detail of fibrotic-like structures that appear continuous (arrowheads) or fragmented (empty arrowheads). Scale
bars, 20 um. (C) Quantification of the number of fibrotic-like structures per animal expressing EMB-9::mCherry in
wild type, mig-6(qv33), and mig-17(k174) mutant animals in control (empty vector) and pxn-2(RNAi) conditions. Both
fragmented and non-fragmented fibrotic-like structures are included in this quantification of fibrotic like-structures
number. (D) Quantification of the ratio of fragmented to total fibrotic-like structures per animal in wild type and
mutants mig-6(qv33) or mig-17(k174) expressing EMB-9::mCherry in control (empty vector) and pxn-2(RNAi)-treated
conditions. (E) The suppression of sax-7(qv30) neuronal defects by mutations mig-6(qv33) or mig-17(k174) is
reversed by deficient collagen IV crosslinking in pxn-2(RNAi)-treated animals. Quantification of the displacement of
neurons ASH and ASl in 2-day old adult animals subjected to control (empty vector) or pxn-2(RNAi). (F) Summary of
the relationship between ECM remodeling and neuronal maintenance in the context of sax-7 and mig-6 mutants.
Loss of mig-6 compensates for loss of neural adhesion molecule SAX-7 through extracellular remodeling, ensuring
the maintenance of neuronal organization. Error bars are the standard error of the proportion (z-tests in E) or of the
mean (t test in A, Wilcoxon Mann-Whitney test in C and D).

mutants' neuronal defects by loss of mig-6 or mig-17 (Fig. 2.16E). Together, these results highlight that
the function of MIG-6/papilin and MIG-17/ADAMTS in neuronal maintenance is dependent on collagen IV
and its crosslinking by the peroxidasin enzyme. Further, they support the notion that the elevated levels
of crosslinked collagen IV in the ECM of mig-6 mutants contribute to stabilizing neuronal position and

maintaining neuronal architecture in sax-7 mutants (Fig. 2.16F).

2.5.9 Loss of mig-6/papilin counteracts neuronal disorganization induced by increased mechanical
stress

Since loss of mig-6 function positively impacts the maintenance of neuronal organization in animals lacking
the cell adhesion molecule SAX-7/L1CAM, we hypothesized that it may also support neuronal architecture
in otherwise wild-type animals that experience increased internal mechanical stress. We used the distinct
locomotion patterns of C. elegans to probe this question. In liquid media, C. elegans swims, whereas on
solid media, it crawls. Swimming and crawling differ in neuromuscular activity and speed, with swimming
being faster (Berri et al., 2009; Pierce-Shimomura et al., 2008). The associated exerted forces are also
different: when the worm crawls on solid media, the forces exerted on the worm's cuticle are higher than
when swimming in liquid (Coraggio et al., 2024; Fang-Yen et al., 2010; Sznitman et al., 2010). By contrast,
swimming worms perform many more body bends, with more numerous body wall muscles contractions,
which is expected to result in higher mechanical stress on internally located neurons (e.g., in head ganglia)
compared to the slower movements of worms crawling on solid media. We therefore subjected worms to

continuous swimming in liquid culture from the time of hatching to adulthood, and assessed the position

105



of sensory neurons ASH and ASI. Compared to the neurons in animals grown on solid medium, neuronal
position in wild-type animals changed significantly when grown in liquid medium for 5 days, exhibiting a
significant posterior displacement (Fig. 2.17A). However, mig-6(qv33) mutant animals raised in liquid
medium showed a significant decrease in neuronal displacement (Fig. 2.17A), indicating that loss of mig-
6/papilin function results in enhanced maintenance of neuronal organization upon high internal

mechanical stress.

Because collagen IV is required for the stabilizing effect of sax-7 mutants neuronal organization by loss of
mig-6 function, we examined the state of collagen IV in swimming animals. We observed that mig-6
mutants display an altered collagen IV pattern (similar to that of mig-6 mutants grown on solid medium),
with the presence of fibrotic-like structures, increasing in penetrance from day 3 to day 5 post L1 hatching
(Fig. 2.17B). We then asked if collagen IV was required for the neuronal protective effect conferred by the
mig-6 mutation in otherwise wild-type animals when grown in liquid. Depleting collagen IV by emb-9(RNAI)
of swimming animals significantly weakened the mig-6-mediated stabilizing effect of neuronal
organization of ASH and ASI neurons (Fig. 2.17C). This result indicates that collagen IV is critical in the

neuronal protective mechanism involving mig-6/papilin in conditions of increased mechanical stress.

2.6  Discussion

Neuronal architecture established embryonically must persist throughout life to ensure nervous system
function. However, the mechanisms sustaining neuronal organization over the long term remains poorly
understood. This work uncovers a novel mechanism where ECM dynamics plays a critical role in
maintaining neuronal architecture. Through a multidisciplinary approach, integrating forward genetic
screening, incisive molecular genetic analysis, structural molecular predictions, quantitative live imaging,
and measurement of biomechanical properties by Brillouin microscopy, we have identified the
evolutionarily conserved extracellular matrix protein MIG-6/papilin as a key regulator of the long-term
maintenance of the neuronal architecture. We show that MIG-6/papilin impacts neuronal maintenance by
modulating the animal's tissues biomechanical properties and remodeling the extracellular network of
collagen IV, which is a major component of the basement membranes, including those surrounding
neuronal assemblies. We also find that ECM metalloproteinase MIG-17/ADAMTS is important for

sustaining neuronal architecture, and functionally cooperates with MIG-6/papilin in ECM remodeling in
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Figure 2.17 Loss of papilin is protective of neuronal organization under conditions of increased stress.

(A) Fluorescence images of the head region of wild-type adults fed regular E. coli OP50 and imaged in 2-day adults
when grown on solid media, or at the equivalent age of 5 days-post L1 hatching when grown in liquid. Neurons ASH
and ASI were visualized using reporter Psra-6::DsRed2; drawings illustrate their soma position in wild-type animals
grown on solid (brown), or in liquid (blue, notice the posterior placement of neurons when worms swam in liquid
conditions). Scale bar, 10 pm. Quantification of neuronal placement in wild-type and mig-6(qv33) adults, when grown
in solid (2-day adults) or liquid conditions (5 days-post L1 hatching). In each animal, neurons were considered
posteriorly displaced when at least one of the four soma was in area 2 (posterior to the pharyngeal grinder, indicated
by the cross). (B) Fluorescence images of collagen IV (EMB-9::mCherry) in wild type and mig-6(qv33) adults at 5 days-
post L1 hatching, grown in liquid since L1 hatching. Scale bar, 10 um. Quantification of the percentage of animals
displaying collagen IV fibrotic-like structures in wild-type and mig-6(qv33) adults grown in liquid conditions since
hatching (examined at 5 days-post L1 hatching). (C) Animals were grown in liquid conditions since hatching while
being subjected to RNAi treatment; animals were fed E. coli HT115 bacteria harboring the empty vector (control RNAI)
or the emb-9(RNAI) vector to deplete collagen IV. Quantification of neuronal placement in wild-type and mig-6(qv33)
adults, examined at 5 days-post L1 hatching. Collagen IV depletion prevents the stabilizing effect of mig-6 mutation.
Error bars are the standard error of the proportion (z-tests in J-L).

order to enable the long-term stability of neuronal architecture. Both the abundance and the cross-linking
of collagen IV networks are essential for the MIG-6/papilin-remodeled ECM state that enables the
maintenance of neuronal structures. Thus, this work reveals a previously unknown mechanism by which
ECM remodeling enables the preservation of neuronal architecture (Fig. 2.18), in the face of age-

progressive stresses, to preserve continuous neural function.

MIG-6/papilin is expressed throughout life, from embryogenesis to adulthood (Cao et al., 2017; Kawano
et al., 2009; Keeley et al., 2020; Kramerova et al., 2000; Roux et al., 2023), in dynamic patterns that may
reflect its requirements at the different life stages. Papilin indeed plays key developmental roles: the lack
of papilin results in embryonic lethality in null mutant worms and in RNAi-depleted flies (Kawano et al.,
2009; Kramerova et al., 2000). Papilin is also required for organogenesis in flies (Kramerova et al., 2000),
distal tip cell migration of the developing C. elegans gonad (Kawano et al., 2009), as well as for enlargement
of the gonad and the pharynx during C. elegans' growth (Jafari et al., 2010; Keeley et al., 2020). A role for
papilin in the nervous system has remained largely unexplored. There is one study in C. elegans showing
that papilin participates axon guidance of the neuron ALA, which impacts primary dendrite development
of the neuron PVD (Ramirez-Suarez et al., 2019). In Drosophila, a recent report on a screen for regulators
of central nervous system morphology mentions a papilin mutant found to have a misshapen central
nervous system (Lacin et al., 2024), which awaits further analysis. In our study, we isolated the mutation
mig-6(qv33) in a screen for animals that suppress the age-progressive disorganization of sax-7/L1CAM
mutants. Similar to other mig-6 mutations, mig-6(qv33) mutant animals have gonad abnormalities, but

otherwise display normal body morphology (i.e., normal musculature, pharynx, epidermis, and overall

108



Wild type Disrupted mig-6/papilin function

=
® ¢ 'S e ¢ ®
Neuron - Neuron -
L 2 &
® e o
sAx-7/ @ MIG-6/papilin & MIG-17/ @ PXN-2/ Fibrotic
L1CAM @ Loss-of-function ADAMTS peroxidasin collagen IV
mutant papilin
MIG-6/papilin
MIG-17/ADAMTS Collagen IV

level/organization
PXN-2/peroxidasin

ECM state § remodeling

Composition Biomechanical
Organization properties

NEURONAL ARCHITECTURE
MAINTENANCE

(under normal or stressful conditions)

Figure 2.18 A model for the role of MIG-6S/papilin in collagen IV remodeling and neuronal maintenance.

Summary of the cooperative functions of conserved ECM regulators MIG-6S/papilin, MIG-17/ADAMTS, and PXN-
2/peroxidasin in the modulation of collagen IV levels and organization, impacting the long-term maintenance of
neuronal architecture.

neuronal architecture). We uncovered a post-developmental role of mig-6 in maintaining the positioning
of neurons ASH and ASl, since depletion of mig-6 function by RNAi treatment initiated from the first larval
stage onwards suppressed the ASH and ASI neurons' defects that progressively accumulate in sax-7 null

mutants, after having normally developed during embryogenesis.

mig-6/papilin encodes two isoforms, and our allelic series analysis and rescue assays demonstrate that the
short isoform, MIG-6S, is active in neuronal maintenance, while MIG-6L is dispensable in this context.
Isoform-specific roles of mig-6 have been previously described in the gonad development (Kawano et al.,
2009) and ALA-PVD neuronal patterning (Ramirez-Suarez et al., 2019). MIG-6S belongs to the ADAMTS-
like ECM protein family, and consists of several domains, including the papilin cassette with its TSP1
repeats and the ADAMTS spacer, followed by numerous cysteine-rich lagrin repeats, and Kunitz domains.

Our genetic and protein-domain analyses, combined with molecular predictions, point to the papilin
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cassette and the closest lagrin repeats as being critical for MIG-6S function in neuronal maintenance.
Indeed, disruption of mig-6S function by mig-6(qv33) or other mutations affecting the papilin
cassette/adjacent lagrin repeats suppressed the age-progressive neuronal disorganization of sax-7/L1CAM
mutants, but mig-6(sa580) that affects a different lagrin repeat did not impact the neuronal maintenance.
Allele-specific effects of mutations affecting this region of the protein have also been described in the
context of pharynx growth, where mutants mig-6(sa580) do display a twisted pharynx, but the mutations
mig-6(k177, ev700, or ev701), which like mig-6(qv33) affect residues in more N-terminally located TSP1
domains or lagrin repeats, do not affect pharynx development (Jafari et al., 2010). These allele-specific
defects likely reflects the complexity of interactions of this multidomain MIG-6/papilin. Interestingly, mig-
6(gv33) is a semi-dominant allele in neuronal maintenance, indicating that a minimum level of MIG-
6/Papilin is required for proper function in this context. The mig-6 locus was similarly described as
haploinsufficient in gonad and ALA-PVD neuron development (Kawano et al., 2009; Ramirez-Suarez et al.,

2019).

In both C. elegans and Drosophila, papilin is expressed by cells in charge of producing the ECM/basement
membrane components, such as body wall muscles and epidermis in the worm, and hemocytes in flies.
Indeed, we found that expression of MIG-6S from body wall muscles rescued its function in neuronal
maintenance. Interestingly, MIG-6S/papilin itself localizes to the basement membrane of several organs,
including the gonad, the pharynx, the intestine (Kawano et al., 2009; Keeley et al., 2020), as well as nerve
structures (e.g., nerve tracts (Ramirez-Suarez et al., 2019)) in C. elegans larvae and adults. Similarly, in
Drosophila, papilin localizes to the basement membranes, including those enveloping the central and
peripheral nervous system of both larvae and adults (Kramerova et al., 2000). Interestingly, publicly
available data shows that papilin is also expressed in central nervous system of adult mice (Allen Atlas,

https://portal.brain-map.org/), suggesting papilin may function in the adult mammalian brain as well.

How might the basement membrane protein MIG-6/papilin regulate neuronal maintenance? The extent
to which ECM remodeling determines the long-term preservation of the neuronal architecture laid out
earlier in development is only beginning to be probed. We report that the role of the extracellular papilin
MIG-6 and the ADAMTS protease MIG-17 in maintaining neuronal organization in C. elegans is through
their cooperative function in regulating collagen IV. Papilin is a component of basement membranes but
appears to have essential roles in their assembly or maintenance, since all of the mig-6 mutants analyzed

and mig-6(RNAI) treated animals display continuous basement membranes surrounding the pharynx, body
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wall muscles and the gonad, similar to wild type (this study, (Keeley et al., 2020)). Rather, papilin appears
to affect specifically the remodeling of basement membranes, as disruption of MIG-6/papilin results in a
dramatic build-up of extracellular collagen IV, a major component of ECM/basement membranes,
indicating that MIG-6/papilin regulates collagen IV removal and distribution in the ECM. In mig-6S mutants
and mig-6(RNAI) depleted animals, collagen IV accumulation is visible during larval stages and increases
with age (both in terms of penetrance and of the extent of collagen build-up per animal), including within
given individual animals as shown by our longitudinal analysis. Moreover, we observed an increase in
intracellular collagen IV levels in body wall muscles, which produce both ECM components and MIG-
6/papilin, suggesting that MIG-6/papilin may also impact collagen IV synthesis or degradation. RNAi-
depletion of mig-6 also results in collagen IV accumulation in the gonadal basement membrane (Keeley et

al., 2020).

MIG-6/papilin is an ADAMTS-like protein, sharing structural similarities with ADAMTS secreted ECM
metalloproteinases, but lacking a catalytic domain. Its biochemical function is unclear, but Drosophila
papilin can bind a procollagen N-proteinase ADAMTS in vitro, inhibiting its activity non-competitively,
without directly interfering with the enzyme’s catalytic site (Kramerova et al., 2000). The papilin cassette
alone could also inhibit the procollagen N-proteinase (Kramerova et al., 2000). The ‘papilin cassette’ in the
papilin ADAMTS-like proteins is important for binding to ECM (Kuno et Matsushima, 1998), and papilin
domains often interact with ADAMTS proteases also containing a papilin cassette (Kramerova et al., 2000),
further supporting a regulatory role of this key region in ECM remodeling. MIG-17 is an atypical ADAMTS
enzyme as it lacks TSP1 domains and thus a papilin cassette; yet MIG-17 is classified as belonging to the
ADAMTS family based on the other significant structural similarities to ADAMTS proteins (lhara et
Nishiwaki, 2007; Nishiwaki, Hisamoto et Matsumoto, 2000). Our genetic and molecular analyses revealed
that ADAMTS-like protein MI1G-6/papilin and ADAMTS metalloproteinase MIG-17 function within the same
pathway to regulate ECM remodelling. Indeed, (i) the loss of mig-17 mirrors the mig-6S loss-of-function
phenotype of extracellular collagen IV build up; (ii) the simultaneous loss of both genes in double
homozygous mutant animals does not enhance the collagen IV fibrotic phenotype, and (iii) loosing half of
the function of both genes in double heterozygous animals strongly enhances the defects. Although they
function together to promote removal of extracellular collagen 1V, mig-17 and mig-6S mutants do have
phenotypic differences, notably relating to pharynx development; also, mig-6S mutants display a higher
level of intracellular collagen IV in muscle cells, while mig-17 mutants do not. As a note, another genetic

lesion of mig-17, ola226, was reported to have extracellular collagen IV accumulation in the head region
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(Fan et al., 2020). In sum, our data support the notion that MIG-6/papilin and MIG-17/ADAMTS
functionally cooperate to regulate collagen IV remodeling. MIG-17/ADAMTS has been hypothesized to
possess proteolytic activity toward collagen IV, based on studies both in C. elegans and Drosophila
(Imanishi et al., 2020; Kubota et al., 2019; Pearson et al., 2016). It is thus conceivable that the build-up of
collagen IV in the ECM of mig-6 mutants could result from MIG-17 being inhibited or less efficient,
especially since we found that MIG-17 levels are increased in the head region of mig-6 mutant animals.
We directly tested this by overexpression of functional MIG-17/ADAMTS, which did not reverse the
collagen IV fibrotic phenotype in mig-6 mutants, suggesting that MIG-17/ADAMTS is in its active form in
mig-6S mutants yet unable to degrade collagen IV, perhaps due to its high degree of crosslinking (Krasselt
et al., 2020; Potekaev et al., 2021; Zhang et al., 2013). In this scenario, MIG-6 regulates the level and

activity of an ADAMTS through its impact on the ECM state.

Interestingly, we show that MIG-6/papilin influences the levels and distribution of MIG-17/ADAMTS and
of the extracellular collagen IV crosslinking enzyme PXN-2/peroxidasin in the vicinity of the affected
neuronal structures. Other studies have also documented that MIG-6/papilin affects the distribution of
MIG-17 in the basement membrane of the developing gonad (Kawano et al., 2009), and mig-6 depletion
by RNAi increased the levels of the ADAMTS proteinases MIG-17 and GON-1, and of PXN-2/peroxidasin-2
in the gonadal basement membrane (Keeley et al., 2020). Whether this involves a physical interaction
(direct or indirect) between MIG-6/papilin and these proteins is to be determined. Regardless, these
observations together suggest that papilin might play a broad role in collagen IV/ECM remodeling.
Importantly, we show that loss of mig-6S or loss of mig-17 profoundly suppresses the neuronal
maintenance defects that occur in sax-7/L1CAM mutants. Furthermore, losing the function of both MIG-6
and MIG-17 in homozygous double mutant animals did not enhance the suppression of the neuronal
maintenance defects of sax-7 mutants, and loss of one copy of each gene in double heterozygous animals
significantly enhanced the suppression compared to each heterozygous single mutant. These observations
are consistent with the notion that MIG-6 and MIG-17 function in the same pathway to impact the
maintenance of neuronal architecture. Evidence for a functional relationship between MIG-6 and MIG-17
exists also in the context of the C. elegans developing gonad, where mig-6 and mig-17 genetically interact
(Kawano et al., 2009). Importantly, MIG-17 is not involved in ALA-PVD neurons patterning, indicating that
MIG-6/Papilin operates through distinct mechanisms depending on the biological context, which is
consistent with the specificity of defects displayed by different alleles affecting mig-6S, possibly interacting

with distinct functional partners through distinct regions of this multidomain protein.
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At the level of multicellular neuronal structures, such as ganglia or nerve cords, a delicate balance must
exist between ECM stability, which preserves the architecture of the existing neuronal structures, and ECM
remodeling, which accommodates growth of the neuronal structures during post-natal life, as well as
adapting to shape changes that accompany the animal's movements. The shared fibrotic collagen IV
phenotype between mig-6S and mig-17 mutants suggests that the altered state of collagen IV in these two
mutants contributes to their ability to sustain neuronal architecture in sax-7 mutants. An excess of
crosslinked collagen IV may reinforce the integrity of the basement membrane, thereby supporting the
maintenance of neuronal organization. We favor a model in which enhanced basement membrane
integrity leads to maintained neuronal architecture for several reasons. First, the mig-6 and mig-17
mutations that do suppress sax-7-neuronal disorganization display a dramatic accumulation of
extracellular collagen IV. Second, both collagen IV abundance and its crosslinking are required for neuronal
maintenance, as reducing collagen IV by emb-9(RNAI) significantly reversed the stabilizing effect brought
about loss of MIG-6S or of MIG-17, as does reducing the crosslinking of collagen IV by RNAi knockdown of
PXN-2/peroxidasin (Gotenstein et al., 2010). Collagen IV was also key in the role of MIG-6/papilin in
modulating the response of neuronal architecture to heightened mechanical stress, as loss of mig-6 was
protective of head ganglia organization in animals subjected to swimming which leads to increased
mechanical stress on the nervous system, due to the constant and rapid swimming muscle contractions
was also dependent on collagen IV levels. Collectively, these findings underscore that extracellular collagen
IV networks are key in neuronal maintenance. The fibrotic-like structures displayed by mig-6 and mig-17
mutants are unlikely directly involved in stabilizing neuronal architecture; rather, these fibrotic
accumulations are the most obvious manifestations of dysregulated ECM remodelling, which also affects

the basement membranes surrounding neuronal structures in mig-6 and mig-17 mutants.

Collagen 1V, thanks to its unique ability to form intermolecular covalent bonds, provides the basement
membrane with the capacity to withstand mechanical stress (Khoshnoodi, Pedchenko et Hudson, 2008;
Vanacore et al., 2009). Thus, we characterized the mechanical properties that result from the loss of
functional MIG-6/papilin, more specifically, by analyzing the high-frequency longitudinal modulus of
tissues, using Brillouin microscopy (Prevedel et al., 2019). We imaged an area neighboring the neurons
under study, and compared mechanical properties of mig-6 mutants and wild-type animals at two ages,
earlier in larval life, and just before becoming adults. The area imaged, located in the posterior region of
the animal's head, comprises several cell types, including neurons, muscles, glia, pharynx, and their ECM.

While the contribution of each individual adjacent cell and of the local ECMs to the measured mechanical
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proprieties cannot be reliably discriminated in intact animals with the current resolution of the Brillouin
microscope, ECM including basement membranes, is known to exert a key influence on tissue
biomechanics (Chaudhuri et al., 2020; Elosegui-Artola, 2021; Urbanczyk, Layland et Schenke-Layland,
2020). Thus, tissue viscoelastic properties are significantly determined by the ECM (Chaudhuri et al., 2020;
Elosegui-Artola, 2021). Our Brillouin spectral analysis revealed that loss of MIG-6/papilin results in altered
biomechanical properties in the head region which houses the neuronal ganglia we primarily analyze.
Collectively, the imaged tissues and associated ECMs in mig-6 mutants have reduced viscosity and
elasticity, indicating impaired viscoelastic properties. Importantly, cellular viscoelasticity is a regulator of
cell behavior, associated with both physiological and pathological states across species (Chaudhuri et al.,
2020; Elosegui-Artola, 2021). Thus, having been able to capture changes that inform on the viscoelastic
properties of animals lacking MIG-6/papilin is a key finding, especially since few such in vivo measurements

have been achieved to date (Coraggio et al., 2024; Yang et al., 2023).

The viscosity of a substrate is known to influence cell migration, with cells from normal tissue and tumor
cells both exhibiting increased migration speed on highly viscous substrates or extracellular fluids (Bera et
al., 2022; Murrell, Kamm et Matsudaira, 2011; Shu et Kaplan, 2022). Also, both higher and lower cellular
elasticity are linked to the motility of cancer cells (Conrad et al., 2019; Mierke, 2022; Nikoli¢, Scarcelli et
Tanner, 2022). Conversely, cell adhesion can occur on the surface of low viscosity liquids (Cantini et al.,
2020; Kong et al., 2018a). Thus, the decreased viscosity of mig-6 mutants may somehow, possibly via
distinct cell-ECM interactions, result in enhanced cell adhesion enabling neurons to maintain their normal
architecture. In addition, mig-6 mutants present a decrease in loss tangent that translates into decreased
viscoelasticity, suggesting that their tissues exhibit more solid-like properties with reduced energy
dissipation (Chan, Bevilacqua et Prevedel, 2021). Tissues and matrix mechanics are sensed by cells and
converted into chemical signals through mechanotransduction (Elosegui-Artola, 2021; Hui et al., 2021).
Thus, the decreased viscoelasticty in mig-6 mutants, and the proposed associated reduction in energy
dissipation, could modulate mechanosensing and regulate cellular responses (Clément et al., 2017,
Huerta-Lépez et al., 2024), to better preserve tissue shape and maintain neuronal architecture. Indeed,
this may be related to the altered collagen IV levels, organization, and remodeling that we uncovered in
mig-6 mutants, which could profoundly impact the overall ECM composition and organization. A parallel
could be drawn with the excessive production of ECM components in tissue fibrosis, which results in
decreased viscoelasticity (Hui et al., 2021). Such fibrotic states also lead to progressive matrix stiffening

(Hui et al., 2021). The build-up of collagen IV occurring in mig-6 mutants, and that depleting the
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crosslinking enzyme peroxidasin/PXN-2 attenuated their fibrotic state, suggests that collagen IV molecules
in mig-6 mutants have increased covalent sulfilimine cross-links, which could lead to increased ECM
stiffness (Bhave, Colon et Ferrell, 2017; Nabavizadeh et al., 2019), and consequently, a likely decreased
flexibility. Given the expected increased stiffness in mig-6 mutants and the similar altered remodeling of
ECM collagen IV in double sax-7; mig-6 mutant animals, the mechanical proprieties arising from loss of

mig-6 could help maintain neuronal architecture through increased stiffness.

Overall, we propose that the animal's biomechanical changes resulting from the loss of MIG-6/papilin are
linked to their altered ECM state. The differences in biomechanical properties are likely to bring about
changes in ECM-neuron interactions, and/or in the state of neurons, such that neuronal architecture is
preserved, even in the absence of SAX-7/L1CAM, or in conditions of heightened physical stress from the
incessant muscle contractions of continuous swimming. Future studies could further elucidate the
underpinnings of this remarkable state resulting from changes in ECM remodeling by the conserved ECM

regulator MIG-6/papilin, which safeguards neuronal architecture during post-natal life and into adulthood.

Interestingly, while MIG-6/papilin plays a crucial role in defining the state of the ECM, its effects are
specific to the precise molecular landscapes in distinct neuronal structures of the animal. For instance, we
found that whereas loss of mig-6 suppresses the maintenance defects of axon position in the ventral nerve
cord that are caused by the loss of adhesion molecule SAX-7/L1CAM, or by loss of basement membrane
protein DIG-1, it fails to suppress similar maintenance defects of the same axons when caused by the loss
of two-Ig domain proteins ZIG-3 and ZIG-4. Similarly, whereas loss of mig-6 suppresses the head ganglia
defects in both sax-7/L1CAM and dig-1 mutants, it had no effect on tail ganglia maintenance defects
displayed by dig-1 mutants. These observations underscore the complexity of the molecular interactions
involving distinct ECM networks that surround different neuronal assemblies. The specificity of MIG-
6/papilin's action is also evident in the different developmental consequences of mig-6 mutations across
different contexts, including the gonad, the pharynx, and the ALA-PVD neurons in the lateral nerve tract.
This specificity is also reflected in its functional interaction with MIG-17/ADAMTS, which affects head
ganglia maintenance and distal tip cell migration (this work,(Kawano et al., 2009)), but not for ALA-PVD
neuronal patterning (Ramirez-Suarez et al., 2019). Future studies will help elucidate the interactions

among other ECM components that may participate in the remodeling process orchestrated by papilin.
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The extracellular matrix (ECM) has emerged as a key regulator of nervous system development and
maintenance across diverse species (Miller, Page-McCaw et Broihier, 2008; Page-McCaw, 2008; Sorg et al.,
2016). In C. elegans, the ECM modulates synaptic development (Ackley et al., 2003), as well as synaptic
maintenance, with collagen IV and metalloproteinase GON-1 being implicated in sustaining synapse
morphology of neuromuscular junctions (Kurshan et al., 2014) (Qin, Liang et Ding, 2014). In the
mammalian central nervous system, the ECM is a large part of the neural tissue and serves various
functions ranging from supporting cell migration, to regulating synaptic transmission and plasticity, to
actively modulating the neural tissue after injury. In particular, the perineuronal nets (PNNs), a specialized
form of ECM surrounding dendritic spines, have been shown to be dynamically regulated, impacting both
structural and functional plasticity (Wlodarczyk et al., 2011). The ECM composition of PNNs is regulated
by the expression of proteases that target distinct PNN, enabling the transition from states of plasticity to
stability (Dansie et Ethell, 2011). Disruptions in PNN composition is linked to neurodegenerative diseases
(Harkness et al., 2021; Suttkus et al., 2016). Collagen IV is a well-conserved component of basement
membranes, including in the vertebrate central nervous system. It is conceivable that functional
interactions between papilin, ADAMTS metalloproteinases and ECM molecules, similar to those described

in this study, may also occur in mammals to maintain neuronal architecture throughout life.

Neuronal structures need to withstand deformations caused by the animal's growth and body movements
to prevent structural damage to neural circuits. How multicellular neuronal assemblies endure mechanical
stress to sustain their architecture on the long term remains poorly understood. This work provides a
mechanism by which the regulation of ECM remodeling enables and supports the maintenance of neuronal
architecture postnatally and into adulthood. Other mechanisms previously described to critically impact
the maintenance of neuronal architecture also rely on non-cell-autonomous biological functions. For
instance, the secreted immunoglobulin proteins ZIG-3 and ZIG-4 are thought to stabilize axons positioning
by modulating inter-axon adhesive properties (Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Bénard et al., 2009). The cell
adhesion molecule SAX-7/L1CAM mediates cell surface homophilic and heterophilic interactions between
neurons and its neighboring cells (e.g, other neurons or epidermal) (Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008;
Ramirez-Suarez et al., 2019). The secreted basement membrane protein DIG-1 is proposed to bridge
interactions between the basement membranes ensheathing neuronal structures and adjoining muscle
cells (Bénard et al., 2006). Collagen IV and ADAMTS/GON-1 ensures the maintenance of synaptic
morphology at the neuromuscular junction (Kurshan et al., 2014; Qin, Liang et Ding, 2014). MIG-

17/ADAMTS maintains synapse location and morphology during post-embryonic growth by modulating
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muscle basement membrane, which impacts interactions between epidermis, glia, and the associated
synapses (Fan et al., 2020; Shao et al., 2013). The two-immunoglobulin domain protein ZIG-10 expressed
on the epidermis underlying the nerve cord maintains synaptic density as the animal grows (Cherra et Jin,
2016). More recently, the interplay between epithelial cells, their ECM, cell junctions and glial cells was
shown to ensure the preservation of glia morphology in the face of environmental challenges, which in
turn protects the associated neuron's shape and function (Coraggio et al., 2024; Martin et al., 2024). Finally,
cytoskeletal components too can act non-cell-autonomously from the underlying epidermis embedding
the axon of a neuron to preserve its integrity (Coakley et al., 2020.). Thus, the combined actions of both
intrinsic and extrinsic mechanisms safeguard the intricate multicellular structures of the nervous system.
Understanding general principles governing the long-term maintenance of the neuronal architectures

underlying neural circuits is crucial for elucidating the bases of neurodegenerative conditions.
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3.1 Résumé

L’architecture neuronale établie pendant I'embryogenése persiste tout au long de la vie, garantissant le
bon fonctionnement du systeme nerveux. Cependant, les mécanismes sous-jacents au maintien a long
terme de I'organisation neuronale demeurent largement inconnus. Nous avons précédemment montré
que la protéine conservée de la matrice extracellulaire MIG-6/papiline impacte la maintenance neuronale
en régulant le remodelage du collagéne IV. La perte de fonction de MIG-6/papiline entraine un état
fibrotique du collagéne IV et des altérations des propriétés biomécaniques des tissus, contribuant ainsi a
la stabilisation de I'architecture neuronale. Dans cette étude, nous combinons des approches de génétique
moléculaire puissantes et une imagerie quantitative in vivo pour comprendre comment ce phénotype
fibrotique, dépendant de mig-6, est modulé, et ce en explorant I'implication de la voie de signalisation
TGF-B, bien connue pour réguler la fibrose chez les mammiféres. Nos résultats réveélent que MIG-
6/papiline agit comme un régulateur positif de la voie TGF-B, un mécanisme par lequel la composition de
la matrice extracellulaire impacte la maintenance neuronale. Ce travail apporte des éléments importants
a la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la maintenance de I'architecture
neuronale et fournit une base pour I'étude des pathologies neurodégénératives et fibrotiques associées

au vieillissement.

Mots-clés : Papiline, MIG-6, collagéne IV, laminine, fibuline, peroxydasine, matrice extracellulaire, fibrose,

maintenance neuronale, C. elegans
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3.2  Abstract

Neuronal architecture established during embryogenesis is preserved throughout life, ensuring normal
nervous system function. However, the mechanisms underlying the maintenance of neuronal organization
over the long term remain largely unknown. In previous work, we demonstrated that the conserved
extracellular matrix protein MIG-6/papilin impacts neuronal maintenance by regulating collagen IV
remodeling. Disruption of MIG-6/papilin leads to a fibrotic accumulation of collagen IV and altered tissue
biomechanics, thereby stabilizing neuronal architecture. In this study, we combine incisive molecular
genetics and in vivo quantitative imaging to investigate how this mig-6-dependent fibrotic phenotype is
modulated. Specifically, we explore the role of the TGF-B pathway, a well-established regulator of fibrosis
in mammals. Our findings uncover that MIG-6/papilin acts as a positive regulator of TGF-B signaling, in
particular the DBL-1/BMP signaling pathway, a mechanism that modulates ECM composition and impacts
neuronal maintenance. This work provides important insights into the molecular mechanisms underlying
the long-term preservation of neuronal architecture, contributing to further our understanding of age-

related neurodegenerative and fibrotic conditions.

Keywords: Papilin, MIG-6, Collagen IV, Laminin, Fibulin, Peroxidasin, Extracellular matrix, Fibrosis,

Neuronal maintenance, C. elegans
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3.3 Introduction

Proper nervous system function depends not only on the accurate embryonic assembly of its architecture
but also on its long-term preservation, as neuronal structures must withstand postnatal growth,
maturation, and mechanical stresses from movement or injury (Bénard et Hobert, 2009; Heckman et Doe,
2021; van Dyck et Morrow, 2017). Failure to maintain neuronal organization can compromise neuronal
connectivity and function, and indeed, many neurodegenerative diseases are characterized by destabilized
neuronal processes and synaptic loss (Hemphill et al., 2015; Sauerbeck et al., 2020; Sultana et al., 2024).
Therefore, understanding how nervous system architecture is sustained throughout life is of critical

importance.

Although crucial, the molecular mechanisms that protect neuronal architecture over time remain poorly
characterized. Growing evidence points to the extracellular matrix (ECM) as a key player in maintaining
tissue architecture in the nervous system. In the mature mammalian brain, the ECM constitutes up to 20%
of total volume and is organized in both diffuse and condensed forms—such as basement membranes and
perineuronal nets—each contributing distinct roles in synaptic plasticity, regenerative capacity, and
neuronal stability (Benarroch, 2015; Fawcett, Oohashi et Pizzorusso, 2019; Long et Huttner, 2019).
Alterations in ECM composition and organization have been implicated in neurodevelopmental disorders,
neurodegenerative conditions, age-related cognitive decline, and brain injury, underscoring the pivotal
role of the extracellular environment in both physiological and pathological contexts (Hemphill et al., 2015;
Lu et al., 2011). Still, our understanding of how ECM remodeling supports long-term neuronal architecture,

particularly in vivo in the mature nervous system, remains limited.

More broadly, the ECM is subject to continuous remodeling, marked by dynamic changes in protein
content, activity, and modifications such as crosslinking (Bonnans, Chou et Werb, 2014; Yuan et al., 2023).
Dysregulated ECM remodeling contributes to fibrosis, characterized by excessive ECM deposition, notably
of collagens (Ortiz et al., 2021; Wight et Potter-Perigo, 2011; Wynn, 2008). Transforming growth factor-
(TGF-B) is recognized as the most potent inflammatory mediator driving fibrosis (Ortiz et al., 2021). The
TGF-B superfamily comprises highly conserved signaling ligands, including vertebrate bone morphogenetic
proteins (BMPs), Drosophila Dpp, and C. elegans DBL-1 (decapentaplegic/bone morphogenetic protein-
like-1) (Balemans et Van Hul, 2002; Hamaratoglu, Affolter et Pyrowolakis, 2014; Suzuki et al., 1999). The
TGF-B signaling pathway, particularly the Sma/Mab pathway, is also evolutionarily conserved from

invertebrates to humans (Qi et al., 2017). This pathway initiates when BMP ligands bind to transmembrane
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serine—threonine kinase receptors, triggering phosphorylation of type | receptors by type Il receptors. The
intracellular signal is propagated as receptor-activated Smads (R-Smads) are phosphorylated by the type |
receptor. Phosphorylated R-Smads then associate with common-mediator Smads (co-Smads) and
additional transcription factors to regulate the expression of target genes (Gleason et al., 2014; Katagiri et
Watabe, 2016). In mammals, BMPs regulate diverse cellular processes across development and adult
tissue maintenance (Wang et al.,, 2014), including ECM homeostasis and basement membranes
remodeling (Schultz et al., 2014). Moreover, the TGF-f3 signaling pathway may also contributes to neuronal
development and function (Hiew et al., 2021; Meyers et Kessler, 2017) by regulating ECM production
(Rogister et al., 1993; Wyss-Coray et al., 1995; Ye et al., 2022). The ECM mediates cell adhesion and
signaling via cell-ECM interactions, providing cells with growth factors including TGF-f (Jain et al., 2020;
Mecham et Gibson, 2015; Yue, 2014). The physical properties of the ECM also affect neural cell behavior
(Jain et al., 2020). However, the specific roles of TGF-3 in brain ECM are not well understood, and whether

TGF-P could participate in the lifelong maintenance of neuronal architecture has not been investigated.

The nematode Caenorhabditis elegans offers a genetically tractable in vivo model to study ECM roles in
maintaining neuronal architecture over an organism’s lifetime, including the effects of the TGF-f3 signaling
pathway on ECM organization. Despite undergoing a near 100-fold increase in body size from larva to adult
(Knight et al., 2002), the nervous system of C. elegans retains its precise architecture established during
embryogenesis (White et al., 1986; Witvliet et al., 2021). Neuronal cell bodies are organized into ganglia,
and axonal processes follow well-defined tracts, all ensheathed by specialized ECM-rich basement
membranes, composed of complex networks of highly cross-linked proteins, including non-fibrillar
collagens (e.g. collagen type IV), laminins, fibulins, nidogen, and heparan sulfate proteoglycans (Keeley et
al., 2020). The highly stereotyped nervous system and associated ECM enable investigation of ECM
contributions to neuronal structures under controlled genetic conditions. Owing to its transparency,
genetic tractability, and availability of cell-specific tools, C. elegans allows direct observation and

manipulation of neurons and ECM components throughout the lifespan.

In C. elegans, the TGF-3 Sma/Mab signaling pathway operates similarly to its vertebrate counterpart, with
the secreted ligand DBL-1 binding to a receptor complex composed of the type Il receptor DAF-4 and the
type | receptor SMA-6. Ligand binding triggers DAF-4 to phosphorylate SMA-6, which subsequently
phosphorylates SMAD proteins. Phosphorylated receptor-regulated SMADs (R-Smads) SMA-2 and SMA-3

associate with the co-Smad SMA-4, allowing their accumulation in the nucleus and transcriptional
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regulation of target genes (Gleason et al., 2014; Massagué, 2000; Savage-Dunn, 2005). Documented
transcriptional targets of the DBL-1 pathway in C. elegans include genes encoding cuticle collagens and
ECM-modifying enzymes (Liang et al., 2007; Luo et al., 2010; Madaan et al., 2020; Roberts et al., 2010).
The C. elegans TGF- Sma/Mab pathway regulates body size, male-tail morphogenesis, innate immunity,
reproductive aging, aversive olfactory learning, among other processes (Foehr et al., 2006; Foehr et Liu,
2008; Luo et al., 2009; Morita, Chow et Ueno, 1999; Nicholas et Hodgkin, 2004; Savage et al., 1996; Schultz
et al., 2014; Suzuki et al., 1999; Zhang et Zhang, 2012; Zugasti et Ewbank, 2009), and has been implicated
in neuronal guidance (Baltaci et al., 2022). However, whether TGF-B plays a role in the long-term

maintenance of neuronal architecture has not been explored.

Prior in vivo genetic studies using C. elegans has provided important insights into the mechanisms
supporting the integrity of neuronal assemblies. Among these are immunoglobulin superfamily proteins,
including SAX-7 (Desse et al., 2021; Pocock et al., 2008; Sasakura et al., 2005; Wang et al., 2005; Zallen,
Kirch et Bargmann, 1999; Zhou et Chen, 2011), homologous to the L1 family of cell adhesion molecules in
mammals, the ectodomain of the FGF receptor EGL-15 (Bilow, Boulin et Hobert, 2004) and ECM-
associated proteins such as DIG-1 (Bénard et al., 2006; Johnson et Kramer, 2012) and ZIG family members
ZIG-3 and ZIG-4 (Aurelio, Hall et Hobert, 2002; Bénard et al., 2009). Loss-of-function mutations in these
molecules result in neuronal disorganization emerging late in development, well after normal morphology
is established. Roles for the ECM and associated molecules in modulating synaptic maintenance have also
been identified in C. elegans, with ZIG-10, collagen IV and metalloproteinases ADAMTS/GON-1 and MIG-
17/ADAMTS sustaining synapse morphology (Cherra et Jin, 2016; Fan et al., 2020; Kurshan et al., 2014;
Qin, Liang et Ding, 2014; Shao et al., 2013).

Through a screen for suppressors of the neuronal disorganization defects in sax-7 mutants, we previously
identified the conserved ECM protein MIG-6/papilin (Nadour et al., 2025), structurally related to ADAMTS
proteases. We demonstrated that MIG-6/papilin cooperates with the ECM remodeling protease MIG-
17/ADAMTS to regulate collagen IV, a major basement membrane component, highlighting the
importance of ECM remodeling in maintaining neural stability. In mig-6 mutants, collagen IV accumulates
excessively and forms fibrotic structures, altering tissue biomechanics, and leading to stabilization of
neuronal architecture (Nadour et al., 2025). Conservation of these molecules across species - for instance,
L1CAM’s role in sustaining adult synapses and behavior in mice (Law et al., 2003; Tai et al., 2019) suggests

shared principles underlying nervous system preservation from worms to mammals.
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In this study, we investigated how the fibrotic-like ECM phenotype of mig-6 mutants arises by examining
the role of the TGF-B signaling pathway, a key regulator of ECM remodeling and fibrosis in vertebrates. We
demonstrate that TGF-B signaling modulates the fibrotic ECM phenotype in mig-6 mutants: inhibition of
TGF-B markedly exacerbates the collagen IV fibrotic phenotype and enhances the suppression of sax-7
neuronal defects, while overexpression of TGF-B pathway components reduces this suppression. These
findings suggest that a balance between MIG-6 function and TGF-B signaling fine-tunes collagen IV
homeostasis and neuronal stability. Moreover, we show that other ECM components, including laminin
and fibulin, contribute to this neuronal maintenance mechanism. Altogether, our work provides new
insights into the interplay between ECM remodeling and a conserved signaling pathway, TGF- signaling,
in maintaining nervous system architecture and offers potential parallels to fibrotic mechanisms

implicated in aging and neurodegenerative diseases.
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3.4 Materials and Methods

C. elegans strains and genetics

Strains were cultured at 20°C on nematode growth medium (NGM) agar plates seeded with E. coli OP50
bacteria as described (Brenner 1974), unless otherwise specified. N2 is the reference wild-type strain.
Mutant alleles used and strains constructed, using standard genetic procedures, are listed in Supplemental
Table 4. Genotypes were confirmed by visible phenotypes when possible, and by genotyping PCR or
sequencing, using primers listed in Supplemental Table 5. All mutant alleles and reporter strains were

outcrossed at least three times prior to strain building or analysis.

Neuroanatomical analyses

The cell bodies of neurons ASH/ASI and their axons, which project into the nerve ring, were visualized
using reporter Psra-6::DsRed2 (hdls26) in 2-day old adult nematodes (selected as late L4 and observed 48
hours later). These animals were mounted on 5% agarose pads, immobilized with 75 mM NaNs, and
observed under fluorescence microscopes Axio Scope.Al or Axio Imager.M2 (Zeiss), with a 40x objective.
Images were acquired using an AxioCam camera (Zeiss) and processed using ZEN (Zeiss). In wild type
animals, the ASHL/R and the ASIL/R soma are located posterior to the nerve ring. An animal was counted
as mutant when at least one of the ASH/ASI soma, along the antero-posterior axis of the animal, was not

posterior to the nerve ring (but either anterior to or flanking the nerve ring).

Analysis of Collagen IV fibrotic structures

2-day old adults (selected as late L4 and observed 48 hours later) were mounted on 5% agarose pads and
immobilized with 75 mM NaNs; and observed under fluorescence microscope Axio Imager.M2 (Zeiss), with
a Plan Apo 40x/0.95 NA objective. Images were acquired using an AxioCam camera (Zeiss) and processed
using ZEN (Zeiss). Fibrotic collagen IV are enrichments of EMB-9::mCherry signal present in the posterior
head region of mig-6(qv33) mutant animals (Nadour et al., 2025). These structures are virtually never
observed in the wild type and are different from the wild-type pattern of collagen IV signal present along
the body wall muscles basal lamina. To assess the presence of collagen IV fibrotic-like structures in each
animal, z-stacks were captured, and all the z-planes images were examined. Elongated structures of

collagen IV accumulation that were present in the posterior part of the head, and that are distinct from
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the faint basement membrane signal along body wall muscles, were considered to be collagen IV fibrotic

structures (Nadour et al., 2025). The number of fibrotic structures per genotype was also counted.

Microscopy and fluorescence intensity quantification

Animals were observed at precise ages: as "young adults" (animals that just molted from the L4 stage, <3
hours after the L4 molt), "2-day old adults" (48 hours after the young adult stage), or "3-day old adults"
(72 hours after the young adult stage). They were mounted on 5% agarose pads with 75 mM NaN3s, and
images were acquired as a z-stack using a Plan Apo 40x/0.95 NA objective on a Zeiss Axio Imager.M2
(equipped with an AxioCam camera and ZEN software). AutoQuant X deconvolution software was used to
remove blur and enhance contrast and resolution. A Nikon Al laser scanning confocal microscope
(equipped with an EMCCD camera and NIS elements software) was also used for image acquisition and

analysis, using either a Plan Apo A 40x/0.95 NA or Plan Apo A 60x/1.4 NA oil immersion objective.

The fluorescence intensity of EMB-9::mCherry, mNG::PXN-2, laminin::GFP, mNG::fibulin, MIG-6S::mNG,
DBL-1::GFP, and GFP::SMA-3 signals were quantified using ImagelJ software as integrated densities (IntDen)
of sum intensity z-projections. For each fluorescence reporter, the appropriate imaging channel was used
with all image acquisition parameters being fixed across all genotypes examined for a given reporter,
including exposure time, excitation intensity, and gain, taking great care to avoid saturation. The region of
interest (ROI) containing mCherry, GFP, or mNG fluorescence signals on the images was outlined manually
for whole head, or by using a desired ROI (as shown on each figure). The background signal was determined
by choosing four ROIs from regions adjacent to the head but located outside of it; the mean fluorescence
of the four background ROIs was subtracted from signal intensity. The following formula was used to
correct for background fluorescence: Corrected IntDen = IntDen of experimental ROl - (mean of

background ROI * area of experimental ROI).

Transgenes and rescue assay experiments

Pelt-3::sma-6 (pRG62). This plasmid was generated by Padgett lab (Gleason et al., 2014) and provided by

Roger Pocock's lab (Monash University).

Prab-3::sma-6 (pCB503). The sma-6 cDNA sequence [2649 bp] was amplified from pRG62 [Pelt-3::sma-
6::GFP] using primers 0CB2370 (CATGATACCGGTTAAGATTGATTGGTGGCTG) and 0CB2388

127



(CATGATGGATCCGTTGAAAAAATGAACATCACC) to add Agel and BamHI sites, and digested. The sax-7S
cDNA was removed from plasmid pCB428 (Prab-3::sax-7S, (Desse et al., 2021) by digesting with Agel and

BamHI; the released vector backbone was then ligated with the sma-6 cDNA.

Pmyo-3::sma-6 (pCB504). The sma-6 cDNA sequence [2649 bp] was amplified from pRG62 [Pelt-3::sma-
6::GFP] using primers 0CB2389 (CATGATTCTAGAAGTTGAAAAAATGAACATCACC) and 0CB2390
(TACGATCTCGAGTTAAGATTGATTGGTGGCTG) to add Xbal and Xhol sites, and digested. The sdn-1 cDNA
was removed from plasmid pCB423 (Pmyo-3::sdn-1, (Blanchette et al., 2015) by digesting with Xbal and

Xhol; the released vector backbone was ligated with the sma-6 cDNA.

All inserts of finalized clones were verified by sequencing.

Transgenic animals were generated by standard microinjection techniques (Mello et Fire, 1995). For sma-
6 rescue assays by expression of sma-6(+) from different tissues, plasmid pRG62 [Pelt-3::sma-6] was
injected at a concentration of 10 ng/uL with Igc-11::gfp as coinjection marker; pCB503 [Prab-3::sma-6]
was injected at 25 ng/ulL with Igc-11::gfp as a coinjection marker; and pCB504 [Pmyo-3::sma-6] was
injected at 1 ng/uL with Igc-11::gfp as coinjection marker. All coinjection markers were injected at 50 ng/ulL.
pBSK(+) was added to each mix to reach a final DNA concentration of 200 ng/uL. To generate transgenic
animals in the sax-7(qv30); mig-6(qv33) background, DNA mixes were injected into a strain where the mig-
6(qv33) mutation is balanced [sax-7(qv30); mig-6(qv33)/dpy-11(e224) oyls14]. Wild-type background
hdls26 was injected to generate control transgenic strains. All transgenic strains are listed in Supplemental

Table 4.

RNA interference assays

RNAi experiments were performed by the feeding method using RNAI bacterial clones from the Ahringer
RNAi library (Kamath et Ahringer, 2003; Timmons et Fire, 1998), whose identities were verified by
sequencing. Single colonies for the L4440 empty vector negative control, or for clones targeting dbl-1, daf-
4, sma-2, sma-3, sma-4, lam-1, lam-2, or fbl-1 were obtained on LB plates with ampicillin (75 pg/mL) and
tetracycline (12.5 pg/mL). They were then grown in LB medium with ampicillin (75 pug/mL) for 16 hours at
37°C, to which 1 mM IPTG was added and incubated for an additional hour to induce dsRNA expression (2
mM IPTG was used in the case of fb/-1 RNAi experiments). Concentrated cultures were seeded onto NGM

plates containing 75 pg ampicillin and 1 mM IPTG, and then left to dry at room temperature for overnight
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induction. For all RNAI clones (dbl-1, daf-4, sma-2, sma-3, sma-4, lam-1, lam-2, fbl-1, or empty vector
control), synchronized L1 larvae (Stiernagle, 2006) were distributed onto RNAI plates (control and RNAI

plates), incubated at 20°C, and examined as at 2-day old adults (48 hours post L4).

Quantification of body length

2-day old adult nematodes (selected as late L4 and observed 48 hours later) were mounted on 5% agarose
pads, immobilized with 75 mM NaNs. Body length was measured, from the mouth opening to the anus on

DIC images by using the measurement tool in Axio Imager.M2 (Zeiss).

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using R (version 4.1.2) using the R Stats package ('stats' version
4.4.2). Data are presented as mean + standard error of proportion, or as mean % standard error of the
mean. As indicated in each Figure Legend, statistical tests were performed using z-test, unpaired two-
tailed Student’s t-test, or one-way ANOVA when applicable (for parametric datasets). For non-parametric
datasets, the Wilcoxon-Mann-Whitney test was used. Appropriate post-hoc tests were performed for
multiple comparisons: Bonferroni correction was applied after z-tests and Wilcoxon-Mann-Whitney tests,
while Tukey HSD correction was applied following ANOVA. All sample sizes and raw data are available in

Supplementary Information.
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3.5 Results
3.5.1 The TGF-B pathway interacts with the ECM modulator mig-6/papilin in neuronal maintenance

We previously uncovered that a modified state of the ECM surrounding neuronal structures positively
impacts the long-term maintenance of neuronal organization (Nadour et al., 2025). Indeed, loss of mig-
6S/papilin, a conserved ECM protein that impacts collagen IV remodelling (Keeley et al., 2020; Nadour et
al., 2025) suppresses the neuronal disorganization displayed by mutants of the sax-7 neuronal
maintenance gene (Nadour et al., 2025). Chemosensory neurons ASH and ASI, which can be readily
visualized with reporter Psra-6::DsRed2 (Fig. 3.1B)(Desse et al., 2021), acquire a stereotypical positioning
during embryogenesis that is preserved throughout life and constitute a reliable model to study the
maintenance of neuronal architecture lifelong. In wild-type animals, the soma of neurons ASH and ASl are
located posterior to the nerve ring (where their axons project). In sax-7 mutants, whereas these neurons
initially develop normally during earlier development, they later progressively become displaced from the
4th larval stage onward, with neuronal soma getting displaced and the nerve ring shifting posteriorly,
which leads to the soma aligning with or being anterior to the nerve ring (Fig. 3.1B, 3.2A) (Desse et al.,
2021; Pocock et al., 2008; Zallen, Kirch et Bargmann, 1999). Loss of function of mig-6/papilin per se does
not alter neuronal organization, quite the opposite, it stabilizes neuronal organization in sax-7 mutants
(Fig. 3.1B, 3.2A), and also safeguards ASH/ASI architecture in otherwise wild-type animals subjected to the

stressful condition of constant swimming (Nadour et al., 2025).

The mig-6/papilin mutation stabilizing effect on neuronal architecture results from an altered ECM state,
characterized by the build-up of major extracellular matrix component collagen 1V, which accumulates as
fibrotic forms (Nadour et al., 2025). The TGF-B/BMP pathway has been extensively implicated as a key
modulator of fibrosis in vertebrates. We therefore asked whether the TGF-3 pathway in C. elegans may
also impact the state of the ECM particularly in relation with the maintenance of neuronal architecture.
We focused on the C. elegans DBL-1/SMA-6/DAF-4 pathway as it has been documented to regulate mainly
the collagen composition of a specialized ECM (of the cuticle encasing the animal's the body), and because
ECM collagens can, in turn, influence this signaling cascade (Madaan et al., 2020; Madaan et al., 2018).
This TGF-B pathway is composed of evolutionarily conserved core components: the ligand (DBL-1/BMP),
type | and type Il receptors (SMA-6/RI and DAF-4/Rll), and the R-Smads downstream effectors (SMA-2 and
SMA-3), and the co-Smad (SMA-4) (Fig. 3.1A;
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Figure 3.1 Disruption of the TGF-B pathway enhances the neuronal stabilization resulting from the loss of mig-
6/papilin.

(A) Schematics of the conserved TGF-B pathway (C. elegans protein names are indicated), which regulates ECM genes'
expression. (B) Fluorescence images of the head region of 2-day-old adults, where the chemosensory neurons ASH
and ASI were visualized using fluorescent reporter Psra-6::DsRed2 (schematized above and on the right). In the wild
type, the four cell bodies (indicated by empty arrowheads; each ASH and ASI pair has a soma in the left ganglion and
a soma in the right ganglion) are positioned posterior to the nerve ring (indicated by the yellow arrowhead)
throughout life. In sax-7 mutants, ASH and ASI soma, as well as the nerve ring, are initially positioned normally but
by the 4th larval stage or older their relative positioning becomes progressively altered. Mutation mig-6(qv33)
suppresses the neuronal disorganization of sax-7 mutants. Scale bar, 20 um.
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(DeGrootetal., 2019; Estevez et al., 1993; Krishna, Maduzia et Padgett, 1999; Morita, Chow et Ueno, 1999;
Morita et al., 2002; Savage et al., 1996; Suzuki et al., 1999).

We explored whether this TGF-f3 pathway impacts neuronal maintenance by testing genetic interactions
with sax-7 and mig-6S/papilin. We knocked down components of the DBL-1/TGF-f pathway using RNA
interference (RNAI) to deplete transcripts of dbl-1, daf-4, sma-2, sma-3, or sma-4, as well as using a null
mutation in the gene sma-6, wk7. These genetic manipulations of the TGF-3 pathway were combined with
the null mutation sax-7(qv30) (Desse et al., 2021) and the well-characterized missense mig-6(qv33)
mutation [(Nadour et al., 2025); null mig-6 mutants are sterile (Kawano et al., 2009)]. We found that
inactivating the TGF-3 pathway by db/-1(RNAI) ligand knockdown, sma-6(wk7) receptor mutation, daf-
4(RNAI) receptor knockdown, or knockdown of the downstream effectors by sma-2(RNAi), sma-3(RNAi) or
sma-4(RNAi) -in an otherwise wild-type background- did not impact the architecture of the ASH/ASI
neurons (Fig. 3.1B, 3.2A-C). Thus, inactivation (by sma-6/receptor mutation) or downregulation (by RNAI)
of the TGF-f pathway alone does not affect the development or position maintenance of these neurons.
Similarly, the ASH/ASI neurons in animals lacking both TGF-f signaling and mig-6/papilin were also like the
wild type (Fig. 3.1B, 3.2A-C). Further, knockdown of the TGF-B pathway in the sax-7(qv30) mutant
background resulted in animals that are identical to sax-7 single mutants (Fig. 3.1B, 3.2A-C), indicating that
the TGF-f pathway does not modify the mutant neuronal phenotype associated with sax-7. In contrast,
combining the inactivation of the TGF- pathway with the mig-6(qv33) mutation resulted in an enhanced
suppression of the sax-7 neuronal maintenance defects compared to the suppression obtained by the mig-
6 mutation alone. Indeed, whereas in double mutant animals sax-7; mig-6 the loss of function of mig-
6/papilin suppresses sax-7 defects from 90% to 40%, the combined disruption of the TGF-f pathway
consistently leads to a more profound reduction of the neuronal defects down to 20-30% in triple loss of
function animals sma-6; sax-7; mig-6, or in double mutant animals sax-7; mig-6 treated with RNAi targeting
any of the five TGF-B pathway components (Fig. 3.1B, 3.2A-C). These results reveal an impact of the TGF-
[ pathway on neuronal maintenance in a mig-6-dependent manner, with its loss amplifying or potentiating
the stabilizing effect of the loss of function of mig-6/papilin on neuronal architecture. This raises the
possibility that the TGF-3 signaling pathway might be implicated in the mechanism through which mig-

6/papilin modulates neuronal maintenance.
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Figure 3.2 Quantification of the effect of TGF-B pathway disruption on the neuronal stabilization in mig-6/papilin
mutants.

(A) Depletion of the TGF-f ligand DBL-1 by RNAi enhances the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6(qv33).
Quantification of ASH and ASI displacement in 2-day adults of wild type, sax-7(qv30), and mig-6(qv33) single and
double mutant animals, treated with db/-1(RNAi) [or control (empty RNAi vector)] since the L1 stage. (B) Loss of
function of TGF-B type 1 receptor subunit SMA-6 and depletion of TGF-B type 2 receptor subunit DAF-4 by RNAi
enhance the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6(qv33). Quantification of ASH and ASI displacement in 2-
day adults of wild type, sax-7(qv30), and mig-6(qv33) single and double mutants combined with the sma-6(wk7)
mutation, or with daf-4(RNAi) treatment [or control RNAi (empty vector)] since the L1 stage. (C) Depletion of the
TGF-B pathway downstream effectors SMADs by RNAi enhances the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-
6(qv33). Quantification of neurons ASH and ASI displacement in 2-day-old adults subjected to sma-2(RNAi), sma-
3(RNAI), or sma-4(RNAi) [or control RNAi (empty vector)] since the L1 stage. Error bars are the standard error of the
proportion. Comparisons were made with z-tests. Note: Throughout all figures of this work, asterisks denote
significant difference (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001); n.s., not significant; appropriate post hoc tests were
performed for multiple comparisons (see Materials and Methods); “+” indicates wild-type strain; the small triangles
indicate 0% penetrance; all sample sizes.

3.5.2 mig-6-dependent collagen IV remodeling is affected by the TGF- pathway

mig-6/papilin plays a key role in collagen IV homeostasis (Keeley et al., 2020; Nadour et al., 2025), and we
previously demonstrated that both levels and the reticulation of collagen IV in the head region -in the
vicinity of neuronal structures under study- are key for neuronal maintenance (Nadour et al., 2025). Since
TGF-3 pathway disruption intensified the mig-6-mutation stabilizing effect on neuronal architecture (Fig.
3.1A,B, 3.2A-C), we asked whether the altered collagen IV state of mig-6 mutants might also further be
exacerbated by the loss of TGF-B pathway function. To test this, we constructed mutant strains of mig-
6(qv33) and sma-6(wk?7) carrying reporter qyls46 Pemb-9::EMB-9::mCherry (lhara et al., 2011) to visualize
collagen IV in the head region. Compared to wild-type animals, mig-6/papilin mutants accumulate collagen
IV at higher levels (Fig. 3.3 A,D, (Nadour et al., 2025), including in form of extracellular fibrotic-like
structures (Fig. 3.3A-C, (Nadour et al., 2025). In contrast, we found that TGF-f3 receptor sma-6 single
mutants display collagen IV pattern and levels similar to the wild type (Fig. 3.3A-D). We next examined
collagen IV in double mutants sma-6; mig-6, where analysis of the percentage of animals displaying
fibrotic-like structures did not reveal differences with the already fully penetrant mig-6 single mutants (Fig.
3.3B). We therefore quantified the number of fibrotic-like collagen IV structures per animal and found that
the fibrotic phenotype significantly increases in sma-6; mig-6 double mutants, compared to mig-6 single
mutants (Fig. 3.3C). Collagen IV fluorescence intensity also increases in sma-6; mig-6, compared to mig-6
single mutants (Fig. 3.3D), indicating that while loss of TGF-3 pathway signaling alone does not alter

collagen IV, it heightens the already compromised state of collagen IV of mig-6/papilin mutants.
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We next tested whether increased TGF-3 pathway signaling by overexpression of the type | receptor SMA-
6 would affect collagen IV, as overactivation of TGF-f3 signaling in vertebrates leads to fibrosis (Sanderson
et al., 1995; Sonnylal et al., 2007; Vallance et al., 2005), and its inhibition attenuates fibrosis (Fukasawa et
al., 2004; Nakamura et al., 2000). We generated a strain of transgenic animals carrying multiple wild-type
copies of sma-6(+) (using extrachromosomal array yxEx615 [Psma-6::sma-6(+)], (Zhang et Zhang, 2012))
and the collagen IV reporter. Overexpression of SMA-6 leads to the appearance of collagen IV fibrotic-like
structures (Fig. 3.3E) and an increase in overall collagen IV levels (Fig. 3.3F). These findings align with
previous reports on the role of the TGF-J3 pathway in regulating collagen levels in the ECM (Coker et al.,

1997; Cutroneo et al., 2007; Hocevar et Howe, 2000; Ignotz et Massague, 1986; Younai et al., 1994).

Similarly, we examined the pattern of a collagen IV crosslinking enzyme, peroxidasin-2 (Gotenstein et al.,
2018; Gotenstein et al., 2010), which we reported to be important for collagen IV organization in the
context of neuronal maintenance, and which is upregulated in mig-6 mutants (Nadour et al., 2025) (Fig.
3.4A,B). Using a reporter for peroxidasin-2 (qy76 mNG::peroxidasin-2, (Keeley et al., 2020), we found that
loss of the TGF-P3 receptor SMA-6 alone does not alter PXN-2/peroxidasin levels (Fig 3.4A,B). In contrast,
the combined loss of the TGF-3 receptor and of mig-6/papilin in double mutant animals sma-6; mig-6 leads
to increased peroxidasin-2 levels compared to mig-6 single mutants (Fig. 3.4A,B). We also examined
animals overexpressing SMA-6 (using Psma-6::sma-6(+)) and found that it did not impact peroxidasin-2
levels (Fig. 3.4C). Collectively, these results show that the TGF-B pathway modulates collagen IV
remodeling in mig-6 mutants. TGF- pathway activation promotes collagen accumulation, consistent with
its established role in vertebrate fibrosis, while loss of TGF-B signaling exacerbates ECM defects in mig-6

animals.

3.5.3 Loss of mig-6/papilin function and alteration of the TGF-3 pathway affect ECM proteins laminin
and fibulin

Collagen IV remodeling is affected in mig-6 mutants (Nadour et al., 2025), which is further exacerbated by
alterations in the TGF- pathway (Fig. 3.3A-F, 3.4A-C), known to regulate the expression of several ECM
genes in vertebrates (Hocevar et Howe, 2000; Ignotz et Massague, 1986; Juhl et al., 2020) and of cuticle
collagens and cuticle ECM-associated genes in C. elegans (Fernando et al., 2011; Lakdawala et al., 2019;

Liang et al., 2007; Luo et al., 2010; Roberts et al., 2010; Yin et al., 2015). This prompted us to investigate
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Figure 3.3 Altering TGF-B pathway function enhances the collagen IV fibrotic state of mig-6/papilin mutants.

(A-F) Analysis of 2-day-old adult animals; collagen IV was visualized using qyls46 Pemb-9::EMB-9::mCherry. (A)
Fluorescence images (deconvoluted sum projections) of the head region, where ganglia harboring neurons ASH and
ASl are located. Red arrowheads indicate fibrotic-like structures observed in mutants. Mutant animals for mig-6(qv33)
display collagen IV fibrotic-like structures and abundant intracellular accumulations (small dotted signals). Loss of
function of the TGF-B receptor SMA-6 alone in single mutants sma-6(wk7) does not affect collagen IV pattern. In
double mutants sma-6(wk7); mig-6(qv33), the loss of sma-6 enhances the collagen IV phenotypes of mig-6 mutants.
Overexpression of the TGF-B receptor in the wild-type background animals +; sma-6(+) OE (using yxEx615 [Psma-
6::sma-6(+)]), increases collagen IV build-up phenotypes. (B) Percentage of animals displaying collagen IV fibrotic-like
structures. (C) Quantification of the number of collagen IV fibrotic-like structures observed per animal. (D)
Quantification of EMB-9::mCherry fluorescence intensity in the head region overlapping with the pharyngeal terminal
bulb (indicated with a white rectangle in A, which is the region where the majority of fibrotic-like structures are
observed, (Nadour et al., 2025). (E) Quantification of the number of collagen IV fibrotic-like structures observed per
animal in control and sma-6(+) OE. (F) Quantification of EMB-9::mCherry fluorescence intensity in the head region
overlapping with the pharyngeal terminal bulb (indicated with a white rectangle in A), in control and sma-6(+) OE.
Error bars are the standard error of the proportion (in B) or of the mean (in C-F). z-test (B), Wilcoxon Mann-Whitney
test (C), ANOVA (D), Wilcoxon test (E), t-test (F). A.U., arbitrary units. OE, overexpression of wild-type copies. Scale
bars, 20 um.
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Figure 3.4 Altering TGF-B pathway function affects peroxidasin levels in mig-6/papilin mutants.

(A-C) Analysis of young adult animals, where collagen IV crosslinking enzyme peroxidasin-2 is visualized using
reporter qy76 mNG::peroxidasin-2. (A) Fluorescence images of the head region (deconvoluted sum projections).
Arrows indicate an unidentified ventral structure observed in animals expressing mNG::peroxidasin-2. (B, C)
Quantification of fluorescence intensity of mMNG::peroxidasin-2 in mutant animals (B) or in animals overexpressing
sma-6(+) C). The yellow rectangle in G indicates the region of interest used (selected as it in the collagen IV fibrotic
structures area, and it avoids the intense unidentified ventral structure that would mask more subtle differences if
included). Error bars are the standard error of the mean (B-C). ANOVA (B), t-test (C). A.U., arbitrary units. OE,
overexpression of wild-type copies. Scale bars, 20 um.

whether mig-6/papilin and the TGF- pathway might more broadly affect the ECM organization in the
context of head neuronal structures. We thus examined laminin, the second major ECM component.
Laminins are heterotrimers composed of a, B, and y chains. C. elegans encodes two a subunits (lam-
3 and epi-1), one B subunit (lam-1), and one y subunit (lam-2) that form two distinct laminin heterotrimers
(Jayadev et al., 2019; Kramer, 2005). We constructed mutant strains carrying a reporter for laminin (using
qyls7 [Plam-1::lam-1::gfp]) (Hagedorn et al., 2009). We found that single mutants for mig-6/papilin and
for sma-6/TGF-[3 receptor have increased laminin levels compared to wild type, whereas double mutants
sma-6; mig-6 exhibited significantly reduced levels, even lower than wild-type animals (Fig. 3.5A,B).
Furthermore, in animals overexpressing the SMA-6 receptor (using Psma-6::sma-6(+)]), laminin levels
were also increased (Fig.3.5C). These results indicate that mig-6/papilin is important to regulate laminin
levels in the ECM, and that TGF-B pathway dysregulation, by both loss of function and overexpression,

alters laminin levels.

Next, we chose to examine a more dynamic ECM component, fibulin, especially since mig-6
interacts with mig-17/ADAMTS in neuronal maintenance (Nadour et al., 2025), a gene that interacts with
the fibulin gene (fb/-1) in the context of the developing gonad in C. elegans (Imanishi et al., 2020; Kubota,
Kuroki et Nishiwaki, 2004; Kubota et al., 2008). We thus explored if the levels and pattern of fibulin are
affected in mig-6 mutants, as well as in animals with altered TGF-f3 function, by constructing mutant strains
carrying a reporter to examine fibulin (using qy62 Pfbl-1::mNG::FBL-1, a knockin reporter that labels all fb/-
1 isoforms (Keeley et al., 2020) .In wild-type animals, fibulin displays strong enrichments in the anterior
region of the head, where it lines muscle tracks (Fig. 3.6A; (Keeley et al., 2020). It is also observed as a
fainter signal along the basement membrane of the pharynx and occasionally as spherical accumulations

at the posterior ends of the anterior and terminal pharyngeal bulbs (Fig. 3.6A-D).
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Figure 3.5 MIG-6/papilin and the TGF-B pathway regulate ECM protein laminin.

(A-C) Laminin was visualized using reporter qyls7 Plam-1::lam-1::GFP in 2-day old adult animals. (A) Fluorescence
images (deconvoluted sum projections) of the head region showing the ROI used for laminin::GFP signal
quantification, outlined in yellow on the wild-type image. For visual clarity, only the posterior limit (yellow line) of
the corresponding ROIs is indicated for other genotypes. (B,C) Quantification of the fluorescence intensity of
laminin::GFP in the head region, as shown in A. Error bars are the standard error of the mean (B, C). ANOVA (B),
Wilcoxon test (C). A.U., arbitrary units. Scale bars, 20 pum.

In the examined mutants, fibulin displays complex region-specific changes in both distribution and
expression levels. In mig-6 single mutants, while the anterior head signal is unchanged (Fig. 3.6C), the
overall signal at the posterior bulb region is lower (Fig. 3.6D), posterior-bulb accumulations are more
frequent (Fig. 3.6B, also on the anterior bulb region, data not shown), and elongated fibrotic-like structures
of fibulin occur. In sma-6 single mutants, fibulin distribution is unaffected, but its levels are strongly
decreased (Fig. 3.6A-D). In the double mutant sma-6; mig-6 animals, the changes in fibulin localization are
comparable to those of mig-6 single mutants (Fig. 3.6A,C), but fibulin levels in the anterior head region

and the posterior bulb area are intermediate between those of mig-6 and sma-6 single mutants (Fig.
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Figure 3.6 MIG-6/papilin and the TGF-B pathway regulate ECM protein fibulin.

(A-D) Fibulin was visualized using the mNG::fibulin knock-in reporter qy62 Pfbl-1::mNG::fbl-1 in 3-day adult animals.
(A) Left panels are fluorescence images of the entire head (deconvoluted sum projections). Because the mNG::fibulin
fluorescence signal is much more intense in the "nose region", separate sets of animals were imaged using the
appropriate acquisition settings to capture the fainter signal in the region of the terminal bulb (right panels; single
deconvoluted planes). Examples of fibulin accumulations are indicated by red arrowheads. (B) Quantification of the
percentage of animals displaying fibulin accumulations in the terminal bulb region. (C) Quantification of the
fluorescence intensity of mNG::fibulin in the nose region (fibulin tracks, pale grey rectangle) and in the terminal bulb
region (dark grey circle) (D). Error bars are the standard error of the proportion (B) or of the mean (C, D). ANOVA (C,
D), z-tests (B). A.U., arbitrary units. Scale bars, 20 um.

3.6C,D). Finally, overactivation of TGF-$ pathway through sma-6(+) overexpression (as above) alters fibulin
distribution (Fig. 3.6A,B) and decreases its levels (Fig. 3.6C,D). Together, these results show that both mig-
6/papilin and the TGF-f pathway affect fibulin. Overall, ECM components laminin and fibulin appear to be

differently regulated by mig-6/papilin and TGF-f signaling.

3.5.4 Laminin and fibulin are required for neuronal maintenance roles of MIG-6/papilin and TGF-3
pathway

We previously showed that collagen IV levels -and its crosslinking- are key for the neuronal stabilizing
effect of mig-6/papilin mutation (Nadour et al., 2025). This led us to investigate whether increased laminin
levels, observed in mig-6 mutants, might contribute to mig-6-mediated effect on neuronal maintenance.
To test this, we depleted laminin by RNAi of lam-1 or lam-2 subunits in animals carrying Psra-6::DsRed2 to
visualize the ASH/ASI neurons. We found that the loss of laminin does not affect ASH/ASI organization (Fig.
3.7A), either in wild-type or in mig-6 single mutant animals (Fig. 3.7A). However, in sax-7; mig-6 double
mutant animals, depletion of either lam-1 or lam-2 leads to the reappearance of sax-7 neuronal
maintenance defects (Fig. 3.7A), indicating that laminin is required for the suppression of sax-7 neuronal

defects implicating mig-6/papilin loss of function.

Similarly, we examined the effect of depleting fibulin on neuronal maintenance by knocking down fbl-1 by
RNA.. fbl-1 depletion does not affect the neuronal phenotype in wild-type animals, nor in single mutants
mig-6 or sax-7 (Fig. 3.7B). However, in sax-7; mig-6 double mutants, fbl-1 knockdown restored neuronal
defects (Fig. 3.7B), indicating that fibulin, like laminin, is also involved in the mechanism by which mig-6

mutation supresses sax-7 neuronal defects.

Given that TGF-§ pathway disruptions affect laminin and fibulin levels and distribution (Fig. 3.5A-C, 3.6A-

C), we next asked if the impact of the TGF-f pathway in mig-6 mutation-mediated neuronal maintenance
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(Fig. 3.1A,B, 3.2A-C) also depends on laminin and fibulin levels. We knocked down lam-2 or fbl-1 by RNAi
and found that loss of laminin or of fibulin in sma-6 single mutants, or in sma-6; mig-6 double mutants,
has no effect on neuronal maintenance. sax-7 defects are modestly reduced by fb/-1(RNAI), but not by
lam-1(RNAI). In contrast, knockdown of lam-2 or fbl-1 in triple mutant animals sma-6; sax-7; mig-6 leads
to the reappearance of the neuronal sax-7 defects (Fig. 3.7C), consistent with the notion that laminin and
fibulin may participate in the mechanism by which sma-6 loss of function enhances the mig-6-mutation
neuronal stabilizing effect. Finally, we probed if overexpression of sma-6(+) alone, which impacted
collagen IV, laminin, and fibulin levels/patterns (Figs. 3.3A-F, 3.4A-C, 3.5A-C and 3.6A-D), could modify the
sax-7 neuronal maintenance defects. We found that overexpression of the TGF receptor SMA-6(+) in sax-
7 mutants leaves their neuronal disorganization defects unchanged (Fig. 3.7D). Together, these results
suggest that TGF-J3 pathway disruption alone is not sufficient to induce an ECM state capable of stabilizing
neuronal architecture. Rather, the effects of TGF-f inactivation on ECM composition appear to impact
neuronal architecture only when combined with the altered ECM state present in mig-6/papilin mutants,

thereby potentiating ECM remodeling and its impact on neuronal architecture (Fig. 3.8).

3.5.5 Disruption of TGF-B signaling pathway alters expression levels of MIG-6S/papilin

Given the genetic interactions between mig-6/papilin and the TGF-3 pathway documented above, we
asked whether the expression levels of papilin protein might be affected by TGF-f signaling disruption. We
previously demonstrated that the short isoform of mig-6/papilin is responsible for modulating collagen IV
remodeling and neuronal maintenance (Nadour et al., 2025). We thus generated an integrated transgene
of the short isoform (Pmig-6::MIG-6S::mNG) to examine the distribution of MIG-6S/papilin protein in
strains with altered TGF-J function carrying this reporter. We examined MIG-6S levels in dbl-1(nk3) null
mutants (Morita, Chow et Ueno, 1999), as well as upon RNAi-mediated knockdown of the downstream
effectors sma-2 and sma-3, and found that loss of the TGF-J3 ligand or of the TGF-f effectors leads to
increased levels of MIG-6S (Fig. 3.9A,B). We further examined MIG-6S levels in animals overexpressing the
TGF-f3 receptor SMA-6 and found that this also increases MIG-6S levels (Fig. 3.9C). Thus, MIG-6S protein

levels are affected by both upregulation and downregulation of the TGF-§3 pathway.
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Figure 3.7 Neuronal stabilization by mig-6 mutation, and its enhancement through TGF-B signaling inactivation,
requires laminin and fibulin.

(A,B) Quantification of neurons ASH and ASI displacement (using hdIs26 Psra-6::DsRed2, as in Fig. 3.1, 3.2) in 2-day
old adult animals subjected to control RNAi (empty vector) or to lam-1(RNAi) or lam-2(RNAi) in A, or fbl-1(RNAi) in B.
The suppression of the sax-7 neuronal maintenance defects by mig-6(qv33) mutation is reversed by depletion of
laminin or of fibulin. (C) Quantification of neurons ASH and ASI displacement in 2-day old adult animals upon
depletion of laminin or fibulin by lam-2(RNAi) or fbl-1(RNAi) in animals lacking TGF- receptor sma-6. The depletion
of either laminin or fibulin suppresses the enhancement by loss of TGF-B receptor on the suppression of sax-7 defects
by mig-6 mutation. (D) Quantification of neurons ASH and ASI displacement in 2-day old adult wild-type and
transgenic animals overexpressing the TGF-B receptor using sma-6(+) OE (as in Figs. 3.3, 3.4, 3.5 and 3.6). Error bars
are the standard error of the proportion. z-tests were performed.
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Figure 3.8 Summary of the impact of the interaction between mig-6 and TGF-B signaling pathway. If, loss of function;
OE, overexpression of wild-type copies.

Summary of the impacts of mig-6/papilin loss of function, combined with the loss of the TGF-B receptor, as well as
the effect of TGF-B receptor overexpression, on ECM components regulation (increased or decreased levels are
indicated by arrows) and on the maintenance of neuronal positioning.
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Figure 3.9 TGF-B pathway loss or overexpression both increase MIG-65S/papilin levels.

(A-C) Fluorescence images of MIG-6S::mNG using reporter qvis9 Pmig-6::mig-6S::mNG in the head region of 2-day-
old adult animals (deconvoluted sum projections). The ROl used for quantification is indicated by the white head
contour. (A) Quantification of MIG-6S::mNG signal in control and TGF-B ligand dbl-1(nk3) mutants, (B) in animals
subjected to sma-2(RNAi), sma-3(RNAI), or control RNAi (empty vector), and (C) in sma-6(+) OE transgenic animals
and controls. Error bars are the standard error of the mean. t-test (A, C), ANOVA (B). A.U., arbitrary units. Scale bars,
20 um.

3.5.6  Loss of mig-6/papilin leads to lowered TGF-B signaling

We next sought out to determine whether TGF-B signaling is altered in mig-6 mutants, since the
inactivation of this pathway potentiates the effect of mig-6 mutation on neuronal maintenance, suggesting
that TGF-P signaling may already be attenuated in mig-6 mutants. In support of this notion, we noticed
that mig-6 mutants exhibit a reduced body length compared to wild-type animals, as previously noted by
(Shibata et al., 2016), which is a characteristic of diminished TGF-B signaling, as this pathway positively
regulates body length in C. elegans (Wang, Tokarz et Savage-Dunn, 2002; Yoshida et al., 2001). We
measured body length and confirmed that mig-6 mutants are indeed smaller than the wild type (Fig. 3.10A).
To further probe TGF-B pathway activity in mig-6 mutants we examined the effect of overexpression of
the DBL-1 ligand. We used transgene ct/s40 Pdbl-1::dbl-1(+) that overactivates TGF-B signaling, with
transgenic animals having very long bodies (Bowman et al., 2020; Suzuki et al., 1999). Whereas dbl-1(+)
overexpression did increase body length in otherwise wild-type animals, as expected, this increase in body
length was abrogated in mig-6 mutants (Fig. 3.10A). This result indicates that loss of mig-6 function impairs

TGF-B pathway activation by ligand overexpression in this context.

One possibility for mig-6 mutants' smaller body length may be decreased DBL-1 levels. To test this, we
measured the levels of the DBL-1 ligand using a well-established reporter transgene for DBL-1 (tex/s100
Pdbl-1::dbl-1::gfp (Schultz et al., 2014)). We observed that DBL-1, which is known to be expressed in
several head neurons (Duerr et al., 2008; Morita, Chow et Ueno, 1999; Suzuki et al., 1999; Zhang et Zhang,
2012), shows a stronger signal in these neurons in mig-6 mutants compared to the wild type (Fig. 3.10B).
However, texI/s100 expressing DBL-1::GFP enables to visualize DBL-1 expression inside neurons, while
extracellular DBL-1 is not visible, meaning this transgene does not report on the levels of ligand actually
reaching the receptor expressed by distant epidermal cells (Roux et al., 2023). To better characterize the
activation state of the TGF-B pathway in mig-6 mutants, we therefore measured the levels of the SMA-3
downstream effector using reporter qcls6 Psma-3::GF::SMA-3 (Wang, Tokarz et Savage-Dunn, 2002). We

found that the levels of GFP::SMA-3 are significantly decreased in mig-6 mutants compared to wild-type
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animals (Fig. 3.10C). This indicates that the loss of function of mig-6/papilin results in reduced TGF-B

signaling activity.
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Figure 3.10 TGF-B signaling is attenuated in mig-6 mutants.

(A) mig-6 impacts DBL-1/TGF-B-mediated body length regulation. Analysis of body length of 2-day old wild-type and
mig-6 mutant animals, with or without dbl-1 overexpression [ct/s40, Pdbl-1::dbl-1(+)]. (B) Fluorescence images and
quantification of DBL-1::GFP of 2-day old control and mig-6(qv33) mutant animals. The ROl for DBL-1::GFP signal
quantification is indicated (white square). Arrowheads point to signal in DBL-1-expressing neurons. (C) Fluorescence
images and quantification of GFP::SMA-3 [qgcls6 (GFP::SMA-3)] of 1-day old adult control and mig-6(qv33) mutant
animals. ROIs used were four nuclei per animal (small yellow circles); the graph provides the average of signal
intensities for four nuclei per animal. Error bars are the standard error of the mean (A-C). Wilcoxon-Mann-Whitney
test (A), t-test (B, C). Scale bars, 20 um.
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To further confirm that decreased TGF-B pathway activity contributes to mig-6-mutation-mediated
neuronal stabilization, we tested the effect of overexpressing the DBL-1 ligand (using ct/s40 Pdbl-1::dbl-
1+), (Bowman et al., 2020; Suzuki et al., 1999). For this, we constructed several strains of single and
double mutants of sax-7(qv30) and mig-6(qv33) carrying this dbl-1(+) transgene (and the Psra-6::DsRed2
reporter to visualize neurons ASH/ASI). We found that db/-1(+) overexpression does not impact neuronal
maintenance in wild-type animals, nor in mig-6 or sax-7 single mutants (Fig. 3.11A). However, dbl-1(+)
overexpression significantly reverses the suppression of the sax-7(qv30) neuronal defects by mig-6(qv33),
as the penetrance of neuronal defects goes from 30% to nearly 80% in double mutants sax-7; mig-6
overexpressing dbl-1(+) (Fig. 3.11A). This finding indicates that the attenuated activity of TGF-B pathway

is part of the neuronal stabilization observed with mig-6/papilin loss of function.

In the context of body length regulation, the SMA-6 and DAF-4 receptor subunits function in the epidermis,
which is the tissue that secretes the ECM components of the cuticle. To determine in which cell type the
TGF-B receptor might function in the context of the maintenance of head neuronal architecture, we drove
expression of wild-type copies of sma-6(+) by the epidermis, body wall muscles, or neurons, using
heterologous promoters, and examined the effect on neuronal architecture. We found that the
overexpression of sma-6(+) in the epidermis, but not in other cell types, partially reverses the suppression
of sax-7 neuronal defects by mig-6 mutation. Indeed, double mutant animals sax-7; mig-6 carrying Pelt-
3::sma-6(+) display approximately 50% neuronal defects compared to the 30% of control double mutant
animals sax-7; mig-6 (Fig. 3.11B). Importantly, the reappearance of neuronal defects is not simply due to
sma-6(+) overexpression by the epidermis, as controls in the wild-type background does not cause
neuronal defects (Fig. 3.11C). Thus, overactivation of the TGF-B pathway counteracts the suppression
effect of the mig-6 mutation specifically, further supporting the notion that TGF-B pathway activity is

reduced in mig-6 mutants.
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Figure 3.11 Overexpression of TGF-B ligand or receptor counteracts the effects of mig-6 mutation on neuronal
maintenance.

(A-C) Quantification of neurons ASH and ASI displacement (using hdls26 Psra-6::DsRed2, as in Fig. 3.1 and 3.2) in 2-
day old adult animals. (A) Overexpression of TGF-B ligand dbl-1(+) reverses the suppression of sax-7(qv30) neuronal
defects by loss of mig-6. (B) Overexpression of TGF-f receptor sma-6(+) in the epidermis reverses the suppression of
sax-7(qv30) neuronal defects by mig-6(qv33). (C) Control of overexpression of TGF-B receptor sma-6(+) in the
epidermis, which leaves neuronal organization unaffected. Error bars are the standard error of the proportion (A-C).
z-tests.
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Figure 3.12 Proposed model : MIG-6/papilin regulates ECM remodeling and positively modulates TGF-B pathway.

Model for the roles of MIG-6/papilin and of TGF-B pathway in neuronal maintenance. TGF-8 ligand DBL-1, produced
by neurons, signals through SMA-6/DAF-4 receptors on epidermal cells to regulate ECM gene expression; the
resulting levels and organization of the encoded ECM proteins contribute to neuronal maintenance. In mig-6(qv33)
mutants, the altered state of the ECM (fibrotic, more abundant and more crosslinked) may hinder ligand accessibility
to their receptors, thus reducing TGF-B receptor availability at the cell surface, impacting SMAD activation, and
ultimately resulting in the inactivation or reduced efficiency of TGF-f signaling.
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3.6 Discussion

In our previous work, we demonstrated that the conserved extracellular matrix protein MIG-6/papilin
regulates collagen IV remodeling and modulates neuronal architecture. Loss of MIG-6/papilin function
leads to fibrotic collagen IV accumulation and altered tissue biomechanics, promoting the stabilization of
neuronal structures (Nadour et al., 2025). In the present study, we explore the underpinnings of the
fibrosis-like phenotype observed in mig-6 mutants, focusing on the TGF-B signaling pathway, a well-
established driver of fibrosis in mammals. Our results uncover a mechanism by which MIG-6/papilin affects
TGF-B signaling to regulate ECM composition and impact neuronal maintenance, revealing MIG-6/papilin

as a novel positive modulator of TGF-B pathway activity.

3.6.1 The TGF-B pathway functions with mig-6 to regulate the extracellular matrix

The ECM is continuously remodeled by processes such as synthesis, secretion, modification, and
degradation of its components, which is essential for tissue architecture restructuring during development
and for maintaining normal organ homeostasis (Cox et Erler, 2011; Lu et al., 2011). In addition, the ECM
undergoes profound remodeling under pathological situations, including tissue fibrosis and cancer (Cox et
Erler, 2011; Lu et al., 2011). Here, we extend our analysis of the altered ECM state resulting from loss of
mig-6/papilin function and reveal interactions with the TGF-§3 signaling pathway. Loss of mig-6/papilin
leads to an accumulation of crosslinked collagen IV (Keeley et al., 2020; Nadour et al., 2025), with increased
levels of peroxidasin -the enzyme responsible for crosslinking collagen IV chains (Nadour et al., 2025).
Beyond collagen IV, we also found that other key ECM components are also affected in mig-6/papilin
mutants: laminin accumulates at higher levels within the ECM, while fibulin displays altered distribution
patterns and locally reduced levels (Figs. 3.3, 3.4, 3.5, 3.6). Thus, since the loss of function of mig-6/papilin
leads to a fibrotic-like ECM state, we propose that MIG-6/papilin plays an anti-fibrotic role in ECM

remodeling.

Interestingly, disruption of the TGF-f pathway further modifies the mig-6 mutants' ECM phenotypes:
inactivation of TGF-B in the double mutants sma-6; mig-6 results in an even greater accumulation of
fibrotic collagen IV compared to mig-6 single mutants (Figs. 3.3, 3.4). Laminin levels decrease upon TGF-3
inactivation (Figs. 3.5, 3.6), while the distribution of fibulin appears similarly affected as in mig-6 mutants,
depending on regions of fibulin enrichment (Figs. 3.5, 3.6). Furthermore, overactivation of the TGF-§

pathway promotes the accumulation of ECM proteins, including both collagen IV and laminin (Figs. 3.3,
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3.4, 3.5, 3.6), consistent with findings in other organisms (Frangogiannis, 2020; Yun, Kim et Kim, 2019).
Notably, we also observed that MIG-6S/papilin levels are regulated by TGF signaling (Fig. 3.9). Altogether,
we demonstrate that loss of mig-6/papilin leads to a fibrotic-like ECM state analogous to that described in

fibrosis, a phenotype that is further exacerbated by the disruption of TGF-B signaling pathway.

Fibrosis, a pathological hallmark of many chronic inflammatory diseases, is characterized by the excessive
accumulation of multiple ECM components (Wynn et Ramalingam, 2012). In mammalian models, TGF-3
ligands are upregulated and activated within fibrotic tissues, playing a key role in driving fibrogenic
responses in multiple organs, including the skin, kidney, colon, lungs, liver, and intestines (Frangogiannis,
2020). mig-6 mutants display an increase in collagen IV, accompanied by a fibrotic phenotype. TGF-B is
known to promote fibrosis by enhancing both the synthesis and accumulation of diverse collagens (Yun,
Kim et Kim, 2019), and contributes to their post-translational crosslinking, enhancing their stability
(Frangogiannis, 2020). Here, notably, we found that loss of MIG-6 results in accumulations of non-fibrillar
collagen IV in fibrotic forms, a phenomenon also documented in various mammalian tissues, including the
liver and kidneys, as well as in the basement membrane of Drosophila egg chambers (Blilow et Boor, 2019;
Crest et al., 2017; Isabella et Horne-Badovinac, 2016; Lausecker, Lennon et Randles, 2022; Mak et Mei,
2017; Wu et al., 2021).

Peroxidasin catalyzes sulfilimine bond formation within collagen IV networks, thus consolidating basement
membranes (Sitole et Mavri-Damelin, 2018). Importantly, peroxidasin has been reported to be highly
expressed in fibrotic contexts, including in murine models of kidney fibrosis and non-alcoholic fatty liver
disease (Colon et al., 2019; Péterfi et al., 2009; Sojoodi et al., 2022). Conversely, peroxidasin deficiency has
been associated with fibrosis regression and improved liver function, likely due to the looser, poorly
crosslinked collagen matrix, which facilitates collagen removal (Sojoodi et al., 2022). The levels of
peroxidasin respond to TGF-B in a context-dependent manner: it is induced by TGF-B in pulmonary and
dermal fibroblasts, and in kidney fibrosis (Péterfi et al., 2009), but it is downregulated by TGF-B1 during
TGF-B1-induced epidermal-to-mesenchymal transition (Sitole et Mavri-Damelin, 2018). In our study, we
observed elevated expression levels of peroxidasin in mig-6/papilin mutants (Nadour et al., 2025); Figs.

3.3, 3.4), indicating that MIG-6/Papilin regulates collagen IV crosslinking in the ECM.

In addition to collagen IV remodeling in mig-6 mutants, we found that laminin also accumulates in these

mutants (Figs. 3.5, 3.6). Laminin has been reported to be increased in fibrosis in different tissues (Lan et
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Chung, 2012; Lee et al., 2018a; Ning et al., 2014). Interestingly, laminin has been implicated in collagen IV
recruitment into the basement membrane (Jayadev et al., 2019; Matsubayashi et al., 2017; Urbano et al.,
2009), raising the possibility that the higher levels of laminin in mig-6 mutants could contribute to their
increased collagen IV accumulation. In contrast, in sma-6;, mig-6 double mutants, laminin levels are
decreased. This may reflect a feedback response related to the state of the ECM, combined with the loss
of TGF-B signaling: decreased laminin may limit further collagen IV recruitment, already excessively
accumulated in these double mutants. Additionally, since laminin function has been associated with TGF-
B pathway inhibition (Ning et al., 2014), laminin may be downregulated in these animals where the TGF-8
pathway is both attenuated by the mig-6 mutation (as discussed below) and inactivated by the TGF-

receptor mutation.

We also found that mig-6/papilin mutants display an altered distribution of fibulin (Figs. 3.5, 3.6), an ECM
protein that interacts genetically with MIG-17/ADAMTS during gonad morphogenesis (Kubota, Kuroki et
Nishiwaki, 2004), and that we have found to function in the same pathway as mig-6 in the context of
neuronal maintenance (Nadour et al., 2025). Fibulin is a dynamic ECM component, as demonstrated in C.
elegans (Keeley et al., 2020), and has been reported to be elevated in pulmonary tissue fibrosis, where it
regulates TGF-B and is proposed to act as a driver of TGF-B-induced fibrosis (Liu et al., 2019). Additionally,
previous studies in C. elegans have shown that fbl-1 regulates gonad-arm elongation and expansion
(Hesselson et Kimble, 2006; Kubota et al., 2012). Mutations in fbl-1 bypass the requirement for MIG-
17/ADAMTS in directing distal tip cell migration, and fibulin localizes to the gonadal basement membrane
in a MIG-17-dependent manner (Kubota, Kuroki et Nishiwaki, 2004). Furthermore, mutations in emb-9
(collagen 1V) have been shown to suppress fbl-1 null phenotypes, suggesting that fibulin regulates EMB-
9/collagen IV accumulation in the gonadal basement membrane (Kubota et al., 2012). More recently,
fibulin has been identified as a mediator of a basement membrane linkage (B-LINK) supporting the uterus
during egg-laying in C. elegans (Gianakas et al., 2022). Collectively, these findings imply that fibulin may
play a role in stabilizing collagen 1V in its fibrotic form in mig-6 mutants, thereby promoting neuronal

maintenance by supporting the ECM structure and integrity.
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3.6.2 MIG-6/papilin regulates ECM remodeling through modulation of the TGF-f3 pathway

Our findings suggest that TGF-B signaling is attenuated in mig-6/papilin mutants, supported by multiple
lines of evidence (Figs. 3.1, 3.2, 3.7, 3.10, 3.11): (1) mig-6 mutants exhibit the reduced body length
compared to wild-type animals; (2) loss-of-function mutations or RNAi-mediated knockdown of TGF-3
pathway components (ligand, receptor, intracellular effectors) enhance the suppression of the sax-7
neuronal maintenance defects by mig-6 loss-of-function; (3) overexpression of the TGF-B ligand or
receptor—thereby forcibly activating the pathway—counteracts the suppression mediated by mig-6-
mutation and reinstates sax-7 neuronal defects; and (4) nuclear levels of TGF-B pathway intracellular
cofactor SMA-3 are reduced in mig-6 mutants relative to wild type, reflecting a decrease in TGF- pathway

activity in mig-6 mutants.

One possible explanation for the downregulation of TGF-B signaling in mig-6 mutants is altered diffusion
of the DBL-1 ligand ((Muller et Schier, 2011; Wang et al., 2016; Yamada, Doyle et Lu, 2022) caused by the
ECM's altered state, with increased matrix components and a more crosslinked collagen IV network
(Nadour et al., 2025). Alternatively, excessive accumulation of ECM components, such as collagen IV, may
favor their binding to the TGF-B ligand, thereby competing with the receptor for the ligand availability and
reducing pathway activation (Paralkar, Vukicevic et Reddi, 1991; Wilson et al., 2022). Additionally, changes
in the biomechanical properties of the ECM in mig-6 mutants (Nadour et al., 2025) may impair TGF-
signaling, as mechanical cues are known to influence ligand bioavailability and activation (Hinz, 2015;
Maeda et al., 2011; Verma et al., 2023). For instance, in other systems, the TGF- ligand is secreted as an
inactive form requiring extracellular activation (Chia et al., 2024; Robertson et Rifkin, 2016; Shi et al., 2011).
It is conceivable that ECM-degrading enzymes, including MIG-17/ADAMTS that functionally interacts with
mig-6/papilin (Nadour et al., 2025), may participate in this activation mechanism, thus being impaired in

mig-6 mutants and ultimately leading to lower pathway efficiency.

A key finding from our study is that fibrosis persists in mig-6 mutants despite attenuation of TGF-B signaling.
This observation is unexpected, as TGF-B pathway inhibition typically reduces fibrosis studies in vertebrate
models (Fukasawa et al., 2004; Nakamura et al., 2000; Shi et al., 2020). Our results raise the possibility that
the ability of TGF-B signaling to regulate the expression of ECM components may depend on papilin. It will
be important to determine whether transcription of ECM components is unchanged despite TGF-B

pathway inhibition in mig-6 mutants, or whether other pathways may drive fibrosis independently of TGF-
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B, such as MAPK, Wnt/B-catenin, JAK/STAT, or RAS/ERK signaling (Zhao et al., 2022a; Zhou, Ling et Shi,
2024).

It is well documented that TGF-3 overexpression promotes fibrosis in both in vivo and in vitro models
(Frangogiannis, 2020; Lee et al., 2018b; Yun, Kim et Kim, 2019). In humans, TGF-B overexpression induces
pronounced fibrotic changes across multiple tissues (Sanderson et al., 1995; Sime et al., 1997; Sonnylal et
al., 2007). Conversely, loss of one of the downstream effectors, for instance, has been shown to reduce
tissue fibrosis in various organs, such as skin (Lakos et al., 2004), kidney (Inazaki et al., 2004), lung (Zhao
etal., 2002), liver (Lee et al., 2016), and intestine (Latella et al., 2009; Zanninelli et al., 2006). The activation
of TGF-B signaling through overexpression of TGF-J3 type | receptor, or of DBL-1 ligand, leads to the
reappearance of the sax-7 mutants' neuronal defects, specifically in the mig-6 mutant background. This is
consistent with the notion that the TGF-J3 pathway is less active in mig-6 mutants, and that the state of
TGF-P signaling is critical for the mechanisms by which mig-6 loss of function suppresses sax-7 neuronal
defects. Based on our findings, we thus propose that MIG-6/papilin may act as a positive modulator of the
TGF-[3 pathway. Further investigation is needed to determine whether the positive effect of MIG-6 on TGF-

B signaling is direct or mediated through indirect mechanisms.

MIG-6/Papilin is an ADAMTS-like protein (Rypdal et al., 2022; Zhang et al., 2021). ADAMTS-like proteins
(ADAMTSLs) are structurally related to the ADAMTS family of ECM proteases (Apte, 2009; Drechsler et al.,
2013) but lack a catalytic domain (Zhang et al., 2021). Elevated levels of ADAMTSLs have been reported in
fibrotic conditions, including increased ADAMTSL1-5 and papilin in the hearts of mice with fibrosis (Corey
et al., 2022; Rypdal et al., 2022). Interestingly, ADAMTSL2 has been proposed to function in a negative
feedback loop regulating TGF-B signaling, with elevated ADAMTSL2 attenuating TGF-B pathway activity,
potentially by acting upstream of active, released TGF-B (Rypdal et al., 2022). This inhibitory role of
ADAMTSL2 contrasts with our findings for wild-type MIG-6/papilin function, which promotes TGF-B
signaling (as TGF- signaling is attenuated in loss-of-function mig-6 mutants). Similar regulatory diversity
has been reported for BMP signaling, where both positive and negative regulators have been identified.
For example, in C. elegans, transmembrane regulators such as DRAG-1 (Tian et al., 2010), UNC-
40/neogenin (Tian et al., 2013), SMA-10/LRIG (de Lucas et al., 2021), CRM-1/CRIM (Fung et al., 2007), and
tetraspanins (Liu et al., 2015; Wang et al., 2017), as well as enzymes SUP-17/ADAM10 and ADT-2/ADAM
((Fernando et al., 2011; Wang et al., 2017) act to positively regulate BMP signaling. On the other hand,

LON-2/glypican and LON-1 have been described as negative regulators of the pathway (Gumienny et al.,
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2007; Maduzia et al., 2002; Morita et al., 2002). In sum, our study identifies MIG-6/Papilin as a novel

extracellular matrix positive regulator of TGF-f signaling.

We also found that neuronal DBL-1::GFP levels are elevated in mig-6 mutants compared to wild-type
animals (Figs. 3.10, 3.11). As GFP fusion proteins frequently are not reliably detected in the acidic
extracellular milieu, it is possible that this reporter only informs on the intracellular levels of DBL-1::GFP.
In any case, the observation that DBL-1::GFP levels are elevated in mig-6 mutants suggests that MIG-
6/papilin may be required for normal expression and/or secretion of DBL-1 into the ECM. Alternatively,
insufficient DBL-1 delivery to its target may ultimately lead to reduced TGF-3 pathway activity, triggering
a compensatory feedback mechanism to increase dbl-1 expression, suggesting a role of MIG-6/papilin in
DBL-1 distribution in the ECM. In C. elegans, it has been shown that ADT-2/ADAMTS is necessary for normal

DBL-1 expression levels to maintain normal cuticle structure and regulate body size (Fernando et al., 2011).

Both the loss of TGF-f signaling and its overactivation -via overexpression of the sma-6 type | receptor-
lead to increased MIG-6S/papilin levels (Fig. 3.9). We propose that under TGF-f pathway overactivation,
which induces a fibrotic state, elevated papilin levels may act to compensate and maintain a normal ECM
state. Conversely, the increase in MIG-6S/papilin levels observed upon disruption of the TGF-f pathway
suggests that TGF-B signaling may normally act to downregulate papilin expression. Interestingly, this is
reminiscent of findings that ADAMTSL2 expression is regulated by TGF-B during fibrous tissue

differentiation in the sclerotome (Clayton et al., 2020).

3.6.3 A mig-6-dependent role for the TGF- signaling pathway in neuronal maintenance

We previously showed that collagen IV (both its levels and crosslinking) is required for the maintenance of
neuronal architecture mediated by loss of mig-6/papilin function (Nadour et al., 2025). We have now
found that laminin and fibulin are also necessary in the mechanism by which the ECM contributes to
maintaining neuronal organization in mig-6 mutants, as knockdown of laminin or fibulin reverses the
suppression of sax-7 neuronal maintenance defects by mig-6 mutation (Figs. 3.5, 3.6). We further show
that the TGF-B pathway impacts ECM remodeling, which is consistent with its previously described roles
in apical ECM regulation in the context of cuticle formation in C. elegans (Goodman et Savage-Dunn, 2022;
Lakdawala et al., 2019; Madaan et al., 2018; Schultz et al., 2014). Here, we studied the role of the TGF-
pathway on the ECM that composes the basement membrane ensheathing head neuronal structures,

which comprises collagen IV. We found that, in this context, the TGF-B pathway impacts ECM regulation
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in a mig-6-dependent manner: with normal mig-6/papilin function, inactivation of the TGF-3 pathway only
minimally affects the ECM composition in the head region and has no impact on neuronal organization.
However, when mig-6 is mutated, the impact of TGF- on neuronal maintenance is revealed, with loss of
TGF-P signaling pathway components -including of the ligand dbl-1, the receptors sma-6 and daf-4, and
the downstream effectors- enhancing the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6 mutation (Figs.
3.1, 3.2). Conversely, TGF-B components overexpression has no effect on neuronal organization by itself,

but efficiently counteracts the suppression of sax-7 neuronal defects by mig-6 (Figs. 3.10, 3.11).

Thus, we identified a nonautonomous mechanism involving TGF-f signaling in the epidermis that
contributes to the maintenance of neuronal organization in C. elegans. The neuronally-produced TGF-
ligand DBL-1 is known to signal to peripheral tissues by binding to the heterodimeric receptor complex
composed of the type 1 receptor SMA-6 and type 2 receptor DAF-4, and acts via the nucleocytoplasmic
SMAD proteins SMA-2, SMA-3, and SMA-4 (Arneaud et al., 2022; Gumienny et Savage-Dunn, 2013; Morita,
Chow et Ueno, 1999; Roberts et al., 2010; Suzuki et al., 1999). Our working model (Fig. 3.12) proposes that
the TGF-B pathway contributes to long-term neuronal maintenance in a mig-6-dependent manner: DBL-1
ligand generated from a subset of neurons (Zhang et Zhang, 2012) signals through the SMA-6/DAF-4
receptors in the epidermis to regulate gene expression, including ECM genes impacting neuronal
maintenance. As discussed above, in mig-6 mutants, the TGF-B signaling pathway appears to be less active,
which may be attributable to the fibrotic ECM environment in mig-6 mutants (Nadour et al., 2025), further
altering the regulation of ECM remodeling. In sum, our findings reveal a novel mechanism in MIG-6/papilin
contributes to ECM remodeling, at least in part through regulation of the TGF- pathway, and provide
molecular insight into how a fibrosis-like state supports the long-term maintenance of neuronal
architecture. This work underscores the critical role of the ECM in safeguarding neuronal architecture—

an area that remains relatively unexplored.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION GENERALE

Dans cette thése, nous avons exploré le réle d’'une protéine conservée de la MEC, MIG-6/papiline,
appartenant a la famille des ADAMTSL, dans le maintien de I'architecture du systeme nerveux chez C.
elegans. Notre étude s'est concentrée sur la compréhension du role de MIG-6/papiline dans la MEC, en
examinant d’autres composants tels que le collagene IV, des enzymes extracellulaires jouant un réle dans
le remodelage et I'organisation du collagéne 1V, telles que MIG-17/ADAMTS et la peroxydasine-2, ainsi que
d'autres éléments majeurs de la MEC, comme la laminine et une protéine régulatrice, la fibuline. Par
ailleurs, pour la premiére fois, nous avons mis en évidence l'implication de la voie TGF-B dans la

maintenance neuronale, de maniére dépendante de la protéine MIG-6/papiline.

Ce travail contribue a approfondir notre compréhension du réle de MIG-6/papiline dans la MEC en général,
et spécifiguement dans le maintien de I'organisation des neurones chez C. elegans. Le mécanisme d'action
de la papiline dans la MEC reste en effet mal compris. A travers cette étude, nous avons mis en évidence
gue MIG-6/papiline joue un réle anti-fibrotique en régulant les niveaux et/ou la distribution de certaines
protéines de la MEC, telles que le collagéne 1V, la laminine, la peroxydasine-2, MIG-17/ADAMTS et la
fibuline. Nous avons également révélé que, via la régulation du remodelage de la MEC, MIG-6/papiline
affecte la maintenance de I'architecture du systeme nerveux. De plus, nous avons montré que MIG-
6/papiline régule la voie de signalisation TGF-B pour moduler la maintenance neuronale. Nos résultats
démontrent que la MEC joue un réGle essentiel dans le maintien de I'architecture neuronale, un domaine

de recherche encore peu exploré.

Nous avons observé une corrélation entre la présence des structures fibrotiques de collagene IV et la
maintenance neuronale, bien que cela ne signifie pas nécessairement que les structures fibrotiques jouent
un role direct dans ce processus. Nous pensons que les structures fibrotiques représentent une
manifestation visible et mesurable du remodelage de la MEC observé chez les mutants mig-6. De plus,
nous avons montré qu’en plus des composants affectant le collagéne 1V, d’autres éléments de la MEC, tel
que la réticulation, jouent un réle crucial dans le mécanisme de suppression des défauts de maintenance
neuronale chez les mutants sax-7 par la perte de fonction de mig-6. Cela met en évidence le réle global et

complexe de I'ensemble des composants de la MEC dans ce processus. Il reste encore beaucoup a
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découvrir concernant la localisation et I'origine de ces accumulations. Ce point sera abordé plus en détail

plus tard dans la discussion.

Nos résultats suggerent que la voie TGF-B est moins active chez les mutants mig-6, comme le montre : 1)
la taille réduite des vers par rapport aux animaux de type sauvage; 2) le fait que la perte de fonction des
composants de la voie TGF-B (ligands, récepteurs, effecteurs intracellulaires) renforce I'effet suppresseur
de la perte de fonction de mig-6 sur les défauts de maintenance neuronale des mutants sax-7; 3) la
surexpression du ligand TGF-B (DBL-1) et de son récepteur (SMA-6) — en activant de maniére forcée la
voie — antagonise la suppression par la mutation de mig-6 et entraine le retour des défauts neuronaux
observés chez les mutants sax-7 dans les doubles mutants sax-7; mig-6 ; et enfin 4) les niveaux de I'un des
cofacteurs intracellulaires de la voie la voie TGF-B, la protéine GFP::SMA-3, sont plus faibles dans les
noyaux des mutants mig-6 que dans ceux du type sauvage, ce qui reflete une activité réduite de la voie

TGF-B chez les mutants mig-6.

Il reste a comprendre pourquoi la voie TGF-B est moins active chez les mutants mig-6. |l serait pertinent
d'examiner si les niveaux d'expression des récepteurs SMA-6 et DAF-4 sont altérés chez les mutants mig-
6, ainsi que d'explorer un éventuel probléme lié a la diffusion du ligand DBL-1 dans une MEC présentant
des niveaux plus élevés de ses composants et un réseau de collagene IV plus réticulé. L'analyse de la
distribution extracellulaire de DBL-1, combinée a une étude par FRAP, utilisant une version fluorescente
de DBL-1, pourrait permettre de répondre a cette question. L’inhibition de la voie TGF- pourrait
également résulter de I'accumulation des composants de la MEC initialement transcrits et traduits. Par
exemple, I'accumulation excessive du collagéne IV pourrait conduire a son interaction avec le ligand TGF-
B et rentrer donc en compétition avec le récepteur TGF-f (Paralkar, Vukicevic et Reddi, 1991; Wilson et
al., 2022), ce qui entrainerait la diminution de I'efficacité de la voie. Par ailleurs, les propriétés
biomécaniques de la MEC pourraient également jouer un réle dans la perturbation de la voie TGF-B chez

les mutants mig-6, un point qui sera abordé plus tard dans la discussion.

D’autre part, un résultat clé de nos travaux est que, malgré I'atténuation ou la désactivation de la voie
TGF-B chez les mutants mig-6, la fibrose persiste. Ce résultat est atypique, car des études dans d'autres
modeles animaux tels que le rat et la souris montrent que I'inhibition de la voie TGF-B réduit la fibrose
(Fukasawa et al., 2004; Kuwahara et al., 2002; Nagashio et al., 2004; Nakamura et al., 2000). Nos résultats

suggerent que peut étre la capacité de la voie TGF-f a moduler I'expression des composants de la MEC
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dépend de la papiline. Il serait également intéressant de vérifier si la transcription des composants de la
MEC continue malgré l'inhibition de la voie TGF-3 chez les mutants mig-6, ou si c’est plutdt d’autres voies
paralléles, qui médient la fibrose, qui interviennent pour compenser I'inhibition de la voie TGF-f3 telles que

les signalisations MAPK, Wnt/B-caténine, JAK/STAT et RAS/ERK (Zhao et al., 2022a; Zhou, Ling et Shi, 2024).

Nos recherches sur le stress mécanique mettent en évidence le réle de MIG-6/papiline dans la régulation
de la protection et de la maintenance de la structure neuronale en réponse au stress mécanique. |l serait
pertinent d’explorer d’autres formes de stress mécanique, en dehors de la nage, ainsi que d'autres
situations traumatiques susceptibles d'affecter les neurones, comme une pression osmotique élevée ou la

culture des animaux sur un substrat plus rigide (Oorloff et al., 2024).

Ci-dessous je discute plusieurs pistes d'expérimentations futures qui aideraient a approfondir notre

compréhension du réle de MIG-6/papiline dans la MEC et de son impact sur la maintenance neuronale.

4.1 Explorer le role de MIG-6/papiline sur d’autres structures neuronales
4.1.1 RoOle de MIG-6/papiline sur d’autres groupes de neurones

Nous avons observé que MIG-6/Papiline joue un rdle clé dans la maintenance de I'architecture de certains
neurones chimiosensoriels localisés dans les ganglions latéraux de la téte et dans la corde nerveuse
ventrale, des structures qui sont entourées par la MB (Altun et al., 2024). Afin d’élargir cette étude, il serait
pertinent d'examiner d'autres types de neurones localisés dans les mémes ganglions, comme d'autres
neurones chimiosensoriels ou des interneurones, ou bien d'autres neurones situés dans d'autres ganglions,
tels que le ganglion ventral et le ganglion rétrovésiculaire, qui sont eux aussi entourés par la MB. Une
approche intéressante pour visualiser la position de ces neurones sensoriels dans leur ensemble serait
['utilisation du colorant fluorescent Dil, permettant de marquer les six paires de neurones amphides dans
la téte (Altun et al., 2024). Par contre, |'efficacité de cette coloration est variable, et les 12 neurones colorés
dans la téte ne peuvent pas étre identifiés individuellement, ce qui rend les analyses moins concluantes.
Une souche récemment développée, NeuroPAL, utilise une série de transgénes multicolores pour marquer
118 classes de neurones chez C. elegans avec différentes combinaisons de protéines fluorescentes
(Santiago et al., 2022; Yemini et al., 2021), ce qui permettrait une exploration approfondie. En croisant la
souche NeuroPAL avec les simples mutants sax-7 et mig-6, et les doubles mutants sax-7; mig-6, il serait
possible d’examiner la position de divers neurones a différents stades de développement et de mettre en

évidence d’éventuels phénotypes développementaux ou de maintenance.
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4.1.2 Role de MIG-6/papiline sur la morphologie synaptique

Le role de MIG-6/papiline dans la morphologie synaptique représente également un objectif dans I'étude
de son impact sur le systéme nerveux. L'anneau nerveux qui contient, entre autres, les neurones étudiés
ASH et ASI, est I'élément principal du cerveau de C. elegans. Cet anneau nerveux, un faisceau
tridimensionnel de neurites, abrite un grand nombre de synapses (Cook, Kalinski et Hobert, 2023; Moyle
et al., 2021; Singhvi et Shaham, 2019). Des travaux antérieurs ont révélé que mig-17/ADAMTS, un
interacteur génétique de mig-6, joue un réle dans la maintenance des synapses du neurone AlY (Fan et al.,
2020)). Cette observation soutient I’hypothése selon laquelle MIG-6/papiline, et plus généralement la MEC,

sont impliqués dans le maintien des synapses de |'anneau nerveux.

Pour étudier I'organisation synaptique, plusieurs outils génétiques et d'imagerie peuvent étre utilisés, tels
que des rapporteurs fluorescents marquant les composants pré- et post-synaptiques (Calahorro et
Izquierdo, 2018; Mizumoto, Jin et Bessereau, 2023). De plus, des méthodes basées sur la complémentation
fonctionnelle entre deux fragments de GFP exprimés dans les neurones pré- et post-synaptiques (GRASP)
(Feinberg et al., 2008) ou encore la méthode iBLINC in vivo (Desbois et al., 2015), pourraient étre
appliquées. L'étude des synapses dans I'anneau nerveux, jusqu’a récemment difficile, est désormais
rendue plus faisable grace a I'apparition de nouveaux rapporteurs synaptiques chez C. elegans (Majeed et
al., 2024). En outre, la quantification des signaux synaptiques et I'analyse de I'ultrastructure synaptique,
notamment dans des régions a forte densité synaptique et a morphologie complexe comme I'anneau
nerveux, sont grandement facilitées par le pipeline WormPsyQi développé pour cette analyse (Majeed et

al., 2024).

4.1.3 Role de la glie dans la maintenance neuronale dans le contexte des mutants mig-6

Il serait également intéressant d’étudier le role de la glie dans le mécanisme de la maintenance neuronale
médié par MIG-6/papiline. Récemment, une analyse RNAseq des cellules gliales nommées GLR chez C.
elegans a montré un enrichissement de transcrits de génes codant les composants de la MEC tels que le
collagéne IV, MIG-6/papilin et SPARC dans ces cellules GLR (Stefanakis et al., 2024). Ces résultats nous
laissent penser qu’il serait intéressant d’explorer la possible action de MIG-6 et des autres composants de
la MEC (MIG-17/ADAMTS, peroxydasine-2, etc.) a partir des cellules GLR. Une expérience serait de tester
si la fonction de mig-6 serait restaurée a partir de la glie, surtout que le sauvetage sous le contréle du
promoteur endogéne de mig-6 est partiel. Il serait également intéressant d'étudier le role des cellules

gliales dans la maintenance de la position de I'anneau nerveux et des somas neuronaux chez les mutants
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mig-6, surtout que les cellules gliales (CEPsh et GLR) entrent en contact avec I'anneau nerveux (Shaham,
2015; Singhvi et Shaham, 2019). De plus, des genes impliqués dans la transmission synaptique sont enrichis
dans les GLR (Stefanakis et al., 2024), ce qui souligne I'importance d’examiner la glie également dans le

contexte du role de mig-6 dans le développement ou de la maintenance synaptique.

Enfin, il serait pertinent d’étudier le réle potentiel de la glie dans la signalisation TGF-B en lien avec la
maintenance neuronale chez les mutants mig-6. Plusieurs études, par exemple chez la souris et la
drosophile, ont rapporté que le ligand TGF-B et son récepteur peuvent étre produits par la glie (Bedolla et
al., 2024; Fuentes-Medel et al., 2012; Guevara et Ortiz, 2021; Qin et al., 2018). Vu que le sauvetage de la
fonction du récepteur TGF-B codé par le géne sma-6 a partir de I’épiderme n'est que partiel, un role
possible d’autres tissus/cellules n’est pas exclu. Il serait donc utile de tester si le récepteur SMA-6 joue un
role a partir de la glie chez C. elegans et cela en I'exprimant spécifiquement dans la glie dans les triples
mutants sma-6; sax-7; mig-6. En effet, chez la drosophile, les composants de TGF-f3 sont requis dans la glie
pour la maintenance des neurones sensoriels et leur protection contre une dégénérescence dépendante
de I'age (Lassetter et al., 2023). Ces résultats supportent la notion d'un rdle probable de la voie TGF-3

gliale dans la maintenance neuronale.

4.2  Mieux comprendre et caractériser le remodelage de la MEC dans le contexte des mutants mig-6

4.2.1 Examiner plus précisément I’état, la localisation et I'origine du collagéne IV chez les mutants
mig-6

Nous avons observé que les mutants mig-6 se distinguent par la présence de structures fibrotiques de
collagene IV. Cependant, I'aspect macromoléculaire, I'origine, et la localisation précise et de ces structures
reste a déterminer. En raison du renouvellement lent du collagene 1V, il n’a pas été possible de caractériser
sa dynamique (synthese et dégradation) en utilisant la méthode FRAP. Pour surmonter cette limitation,
nous pourrions recourir a la photo-conversion de la protéine EMB-9 fusionnée a Dendra, une protéine
fluorescente verte photo-convertible (Keeley et al., 2020). Cette approche consiste a convertir Dendra du
vert au rouge par exposition a une longueur d’onde spécifique. En présence d’une dynamique, nous

pourrions observer le déplacement de la protéine photo-convertie d’'une zone a une autre.

Dans notre contexte, une photo-conversion ciblée du collagéne IV dans des tissus producteurs, tels que
les cellules musculaires, pourrait permettre de déterminer si du collagéne IV photoconverti en rouge

apparait au niveau des structures fibrotiques. Une telle observation suggérerait que le collagéene IV

162



mobilisé vers les structures fibrotiques provient d’une synthése continue. Cela s’alignerait avec des travaux
récents montrant que la protéine EMB-9 est continuellement synthétisée et contribue a I'épaississement
de la MB (Teuscher et al., 2024). En revanche, si les structures fibrotiques conservent leur fluorescence
verte sans trace de Dendra photo-converti, cela orienterait plutét I’'hypothése vers un remodelage du
collagéne IV déja présent dans la MEC. Nos résultats suggerent que ce remodelage impliquerait une
réticulation accrue du collagene IV, sous I'effet de la peroxydasine, et son accumulation dans la MEC. Il
serait intéressant de réaliser cette expérience de photo-conversion en une étude longitudinale, c'est-a-
dire, en examinant le méme individu a différents stades de développement afin d’observer comment une
structures fibrotiques se forment, ou encore d’effectuer de l'imagerie en temps réel pour suivre cette
dynamique en temps réel en immobilisant des vers vivants dans des coussins d'hygrogel, ce qui permet
leur observation pendant des heures (Albrecht et Bargmann, 2011). Par ailleurs, une autre approche
complémentaire consisterait a mener des expériences d’ARNi pour dépléter les transcrits de emb-9 codant
pour une sous-unité du collagéne IV dans des tissus spécifiques, tels que les muscles et la cellule
mésodermale de la téte (cellule appelée 'hmc'). Ces expériences seraient suivies d’une quantification
précise des caractéristiques des structures fibrotiques, notamment leur intensité, leur longueur et leur
nombre. Cette stratégie permettrait d’identifier le ou les tissus responsables de la production du collagene

IV impliqué dans la formation des structures fibrotiques.

Par ailleurs, I'utilisation de la microscopie électronique offrirait une meilleure résolution pour étudier en
détail les structures fibrotiques de collagene IV, leur localisation et leur distribution au niveau
ultrastructural. Cela permettrait également d’évaluer comment ces structures influencent la MB autour
des ganglions neuronaux et des tissus ou structures adjacentes, tels que les muscles, I'épiderme et les
cellules gliales. Cette approche permettrait d’étudier de maniére précise la morphologie et I'ultrastructure
de la MB, notamment autour des ganglions neuronaux et des muscles, en examinant des paramétres tels
gue son apparence générale, son épaisseur, sa localisation et sa distribution, et de les comparer a celles

observées chez le type sauvage.

Un autre objectif de cette partie serait d’explorer le réle d’autres composants de la MEC dans le
mécanisme de la formation des structures fibrotiques de collagéne IV chez les mutants mig-6. A travers
nos travaux, nous avons mis en évidence l'interaction génétique entre certains composants de la MEC
(MIG-6/papiline, collagéne IV, peroxydasine, MIG-17/ADAMTS, laminine et fibuline). Cependant, il reste

nécessaire d’approfondir I'analyse pour mieux comprendre le réle de chacun des composants identifiés
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dans le mécanisme par lequel mig-6/papiline impacte la maintenance neuronale en lien avec la MEC. Une
approche potentielle consisterait a utiliser des techniques d’ARNi combinées a un suivi de I'expression et
de la distribution de ces composants dans la MEC. Cela permettrait de révéler la dynamique de la MEC et
le remodelage associé. Par exemple, la laminine, étant le premier composant incorporé dans la MEC et
jouant un roéle clé dans le recrutement du collagéne IV (Jayadev et al., 2019; Matsubayashi et al., 2017;
Urbano et al., 2009) pourrait étre un élément crucial. Une premiére étape serait de vérifier si la déplétion
de la laminine supprimerait le phénotype de structures fibrotiques de collagéne IV chez les mutants mig-
6. En effet, nous avons observé des niveaux élevés de laminine chez les mutants mig-6, ce qui suggere
I’existence d’'un mécanisme favorisant I'augmentation de la laminine, ce qui stimulerait le recrutement du
collagene vers les structures fibrotiques. Cette hypothése mériterait d’étre confirmée par d’autres
expérimentations. D’autres part, nos résultats préliminaires montrent que la fibuline colocalise avec le
collagene IV au niveau des structures fibrotiques (travaux de Ivan Valette). Ceci suggérerait que la fibuline
pourrait jouer un rdle dans le recrutement et/ou dans le changement de I'organisation du collagene IV

chez les mutants mig-6.

D’autres études seront nécessaires pour déterminer la chronologie des événements au niveau de la MEC,
notamment en ce qui concerne le recrutement des différents composants de la MEC étudiés dans cette
these. Ces recherches permettront de clarifier si ces événements font partie d’'un mécanisme unique ou
s’il existe des mécanismes paralleles générant ces états fibrotiques chez les mutants mig-6. Les résultats
de ces études fourniront une meilleure compréhension du réle de chaque composant identifié et de leur
éventuelle interdépendance fonctionnelle dans la maintenance neuronale dans le contexte des mutants

mig-6.

En outre, nous souhaitons, par une approche protéomique, identifier les molécules dont les niveaux sont
affectés dans différentes souches (type sauvage et mutants mig-6, sax-7, sma-6, sma-6; mig-6, etc.). Avec
le doctorant lvan Valette et en collaboration avec le laboratoire de la Pre Lekha Sleno, nous avons testé
plusieurs protocoles d’extraction, incluant une méthode indépendante de I'enrichissement en MEC
(extraction par I'urée ou en utilisant un tensioactif et un agent chaotrope par la méthode SCAD (surfactant
and chaotropic agent assisted sequential extraction/on-pellet digestion)) et une méthode dépendante de
I’enrichissement en MEC (avec le chlorure de guanidinium Gnd-HCL et le tampon HA hydroxylamine) en
utilisant des protocoles disponibles mais pas optimisés pour la MEC de C. elegans (Krasny et al., 2016; Ma

et al., 2018; McCabe et al., 2021). Nos résultats préliminaires ont montré que la méthode d’extraction au
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tampon HA permettait de récupérer le plus grand nombre de protéines matricielles solubles. Cependant,
le nombre de protéines détectées reste limité, et leur quantification par spectrométrie de masse ne corréle
pas parfaitement avec les données de quantification par fluorescence. Nous prévoyons d’améliorer les
protocoles pour mieux dissocier les protéines fortement réticulées, notamment grace a l'utilisation d’un
cocktail d’enzymes capable de rompre les liaisons associées aux modifications post-traductionnelles. Il
sera également nécessaire d’optimiser les protocoles pour éliminer les protéines cuticulaires en amont de

la digestion trypsique.

4.3  Mieux comprendre 'interaction de MIG-6/papiline avec les métalloprotéinases MIG-17 et GON-1

D’aprés nos résultats, il est concevable que MIG-6/papiline joue un roéle régulateur sur la
métalloprotéinase MIG-17/ADAMTS. Nous avons observé que I'enzyme MIG-17 présente un niveau
d'expression élevé chez les mutants mig-6. Par ailleurs, la perte de fonction de cette enzyme entraine un
phénotype similaire a celui observé chez les mutants mig-6, tant au niveau neuronal (suppression des
défauts des mutants sax-7) qu’au niveau de la MEC (structures fibrotiques de collagene V). Cela suggere
gue MIG-6 pourrait agir comme un activateur de MIG-17/ADAMTS, et que cette enzyme serait inhibée en
I'absence de MIG-6. Une autre explication possible est que I'état modifié de la MEC, notamment la
réticulation du collagene IV, empéche I'enzyme MIG-17 de dégrader son probable substrat, le collagene

IV (Krasselt et al., 2020; Potekaev et al., 2021; Zhang et al., 2013).

Pour tester la premiere hypothése, nous pourrions réaliser une analyse par immunobuvardage afin de
distinguer les formes active et inactive (proforme) de MIG-17::GFP, qui different par leur taille (lhara et
Nishiwaki, 2007), chez le type sauvage et les mutants mig-6. Si la proforme prédomine chez les mutants
mig-6, cela soutiendrait I'idée que MIG-6/papiline inhibe I’activité de MIG-17/ADAMTS. En revanche, si la
forme active est plus présente, cela pourrait indiquer que la réticulation plus importante du collagene IV
est responsable de l'inefficacité de MIG-17/ADAMTS. Pour tester cette hypothése, nous pourrions analyser
les deux formes de MIG-17/ADAMTS chez le contrdle et apres I’ARNi de pxn-2, et vérifier si une réduction
de la réticulation du collagene IV, suite a la déplétion de pxn-2, permettrait de restaurer l'activité de MIG-
17/ADAMTS. Nous sommes plus en faveur de la deuxieme hypothése, car la surexpression de MIG-
17/ADAMTS n’a pas supprimé le phénotype de structures fibrotiques de collagéne IV chez les mutants
mig-6. De plus, MIG-17 n’est pas une véritable ADAMTS puisqu’elle ne présente pas de domaine TSP1 dans
sa structure (les domaines TSP1 sont impliqués dans les interactions entre les ADMTS et la papiline chez

la drosophile (Kramerova et al., 2000)), et donc I'interaction physique de MIG-17 avec MIG-6 semble peu
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probable. Enfin, il a été suggéré que MIG-17 pourrait s’activer par un mécanisme autocatalytique (lhara et

Nishiwaki, 2007) donc probablement de fagon indépendante de MIG-6.

Chez C. elegans, une autre ADAMTS importante est GON-1, dont les niveaux sont influencés par la perte
de fonction de mig-6 dans le contexte de la gonade (Keeley et al., 2020). GON-1 et MIG-17 jouent un réle
essentiel dans la morphogenése et la croissance de la gonade (Blelloch et Kimble, 1999; Keeley et al., 2020;
Nishiwaki, Hisamoto et Matsumoto, 2000). GON-1 et MIG-17 pourraient donc étre également impliquées
dans la maintenance neuronale, d'autant plus que GON-1 est exprimée dans les neurones (Yoshina et
Mitani, 2015) et participe a la maintenance synaptique (Kurshan et al., 2014). De plus, une perte de
fonction de gon-1 entraine une accumulation de collagene IV fibrotique dans la MB de la gonade (Keeley
et al.,, 2020). En outre, gon-1 et mig-17 interagissent avec fbl-1 pour réguler la croissance et la
morphogenese gonadiques (Hesselson et al., 2004; Kubota, Kuroki et Nishiwaki, 2004; Kubota et al., 2008).
Etudier les interactions potentielles entre ces deux ADAMTS et la fibuline dans le cadre de la maintenance

neuronale médiée par MIG-6 serait donc particulierement intéressant.

4.4 Leremodelage de la MEC chez les mutants mig-6 affecterait-il les voies de transduction du signal
mécanique ?

Nous avons démontré que la MEC subit un remodelage suite de la perte de fonction de mig-6/papiline, et
que la perte de fonction de mig-6 stabilise le positionnement des neurones des mutants sax-7/L1CAM chez
C. elegans. La question qui pourrait se poser est la suivante : est-ce que I'état de la MEC, suite de la perte
de fonction de mig-6, et qui est associé a un changement dans les propriétés mécaniques des tissus tel
gue nous avons établi par microscopie Brillouin, est percu par les neurones ou autres cellules comme un
stimulus mécanique (plus faible ou plus fort comparé au type sauvage)? Cela pourrait-il avoir un lien avec
la maintenance neuronale? Si la réponse est oui, il serait pertinent de se demander si ce stimulus induit
un changement au niveau moléculaire de la machinerie impliquée dans la transduction du signal

mécanique de la MEC vers les cellules.

Il est bien établi, notamment dans des modeles cellulaires in vitro, que les forces mécaniques influencant
les fonctions cellulaires, peuvent étre percues et converties en signaux biochimiques au niveau du
complexe d’adhésion focale ou les cellules s’attachent physiquement a la MEC (Seong et al., 2013). Ainsi,
nous proposons d’évaluer I'activité du complexe d’adhésion focale ou les modifications éventuelles de ses

composants chez les mutants mig-6 et d’autres mutants de la MEC. De plus, chez C. elegans, I'acces a la
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MEC, notamment celle entourant les neurones, ainsi que la mesure de ses propriétés mécaniques, est tres
difficile a réaliser voire impossible avec les techniques actuelles. Ainsi, nous proposons de réaliser une
mesure indirecte de la force qui serait générée dans la MEC et ce en étudiant le complexe d’adhésion
focale. Cela nous permettrait d’évaluer la transduction d’un éventuel signal biomécanique venant de la
MEC vers les cellules. Répondre a ces questions aiderait a savoir si le remodelage de la MEC affecte le

complexe de I'adhésion focale et si ce dernier médie la maintenance neuronale chez les mutants mig-6.

Les adhésions focales sont des sites d’adhérence cellule-MEC jouant un role dans I’ancrage et la migration
cellulaire, ainsi que dans des processus tels que l'organogenése et la morphogenése (Labouesse et
Georges-Labouesse, 2003) (Burridge, 2017; Legerstee et Houtsmuller, 2021; Seong et al., 2013). Sur le plan
structural, les adhésions focales sont des assemblages multiprotéiques macromoléculaires situés a
I’'extrémité des fibres d’actines spécialisées, liant ces derniéres a la MEC (Mavrakis et Juanes, 2023; Owen
et al., 2022). Les protéines composant les adhésions focales, qui sont largement étudiées, englobent les
intégrines, la paxilline, la FAK (Focal Adhesion Kinase), la taline, et la vinculine (Chastney, Conway et lvaska,
2021; Hu et al., 2014; Legerstee et Houtsmuller, 2021; Tsujioka et al., 2023). La formation d’un complexe
d’adhésion focale commence par la liaison des intégrines a la MEC suivie par leur regroupement et d’un
changement de leur conformation qui entraine leur activation. Par la suite, plusieurs protéines
adaptatrices intracellulaires, telles que la taline et la paxilline, sont recrutées ce qui favorise I'activation et
le regroupement des intégrines (Kuo, 2014; Legerstee et Houtsmuller, 2021; Yang et Plotnikov, 2021). Ce
processus se poursuit par le recrutement de plusieurs centaines d’autres protéines adaptatrices liant

finalement la MEC au cytosquelette d’actine (Burridge, 2017; Kuo, 2014; Legerstee et Houtsmuller, 2021).

Chez C. elegans, les protéines d’adhésion focale sont caractérisées dans les muscles (sites d’attachement)
(Cram, Fontanez et Schwarzbauer, 2008; Lin et al., 2003; Moulder et al., 1996). Des homologues du
complexe d’adhésion focale ont été identifiés tels que KIN-32/FAK, TLN-1/ taline, et DEB-1/vinculine, en
plus des intégrines (Cram, Fontanez et Schwarzbauer, 2008; Lin et al., 2003; Moulder et al., 1996; Teuscher
et al., 2024). Plusieurs mutants affectant les composant des adhésions focales existent chez C. elegans tels
que kin-32(ok166), deb-1(st555), tin-1(e259), ainsi que des mutants d’intégrines tels que pat-3(rh54).
L'utilisation de ces mutants et des approches d’ARNi permettraient d’explorer le réle du complexe de
I'adhésion focale dans la maintenance neuronale dans le contexte des mutants mig-6. Par exemple, il serait
pertinent d’examiner si les intégrines, connues pour leur capacité a détecter la composition et les forces

mécaniques de la MEC (Humphrey, Dufresne et Schwartz, 2014; Li et al., 2023), agissent comme des
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mécanorécepteurs dans le contexte de la maintenance neuronale. Chez C. elegans, les intégrines sont
constituées d’une sous-unité a (PAT-2 ou INA-1) et d’'une sous-unité B (PAT-3) (Kramer, 2005). Tester la
perte de fonction de ces différentes sous-unités d’intégrines permettrait d’étudier leur impact sur la
maintenance neuronale dans le double mutants sax-7; mig-6 par exemple. Par ailleurs, il serait intéressant
d’explorer si les effets des intégrines sur la maintenance neuronale dépendent des composants du
complexe d’adhésion focale, tels que KIN-32, la paxilline et la vinculine. Ces investigations pourraient
permettre de révéler le réle des forces mécaniques médiées par le complexe de I'adhésion focale dans la

maintenance neuronale.

Il serait également intéressant d’examiner si I'expression et la distribution des intégrines sont altérées
chez les mutants mig-6 et le double mutant sax-7; mig-6. Si un regroupement des intégrines était observé,
une étude approfondie pourrait étre menée pour étudier un éventuel recrutement des composants
majeurs du complexe de I'adhésion focale tels que la paxiline, la vinculine et la KIN-32 en utilisant des

versions fluorescentes de ces protéines.

Par ailleurs, d’autres travaux ont impliqué certains composants du complexe de I'adhésion focale dans la
fibrose (Hijazi, Shi et Rockey, 2023; Van De Water, Varney et Tomasek, 2013; Wen et al., 2022; Wong et
al., 2011; Xu et al., 2024). Par exemple, I'expression et I’activité de la FAK sont nécessaires pour I'induction
d’un phénotype pro-fibrotique et son inhibition in vivo conduit a une réduction de la fibrose dans divers
organes, tels que les poumons et le foie, ainsi que dans les tissus cancéreux (Lagares et al., 2012; Lagares
et Kapoor, 2013; Weng et al., 2020; Zhang et al., 2017; Zhao et al., 2017). De plus, une forte expression de
FAK a été observée dans les zones fibrotiques de collagéne dans le foie (Desai et al., 2016). Récemment,
la FAK a aussi été impliquée dans I'expression et le remodelage du collagene | (Rajshankar et al., 2020).
D’autres part, les intégrines sont régulées positivement chez des patients ou modeéles murins atteints de
fibrose hépatique, musculaire et rénale, et leur inhibition montre des effets anti-fibrotiques (Conroy, Kitto
et Henderson, 2016; Hintermann et Christen, 2019; Wen et al., 2022). Ainsi, il serait intéressant d’étudier
I'impact du complexe de l'adhésion focale sur le phénotype fibrotique du collagene IV et d'autres
composants extracellulaires régulés a la hausse chez les mutants mig-6. Par exemple, une analyse des
effets de la perte de fonction ou de la surexpression de composants du complexe de I'adhésion focale, tels
que KIN-32 sur les structures fibrotiques serait pertinente. Cependant, il a été rapporté que la FAK pourrait
favoriser I’hydrolyse du collagéne IV en régulant I'expression de facteurs clefs tels que les MMP (Luo et al.,

2024). A l'inverse, il serait également intéressant de voir comment les molécules de la MEC, notamment
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celles affectées dans les mutants mig-6 telles que le collagene 1V, la laminine, la fibuline et la peroxydasine,
affecteraient I’état de la FAK (KIN-32), ou des autres composants du complexe de I'adhésion focale par

déplétion ou surexpression de celles-ci.

De plus, certains composants du complexe d'adhésion focale, tels que la FAK et les intégrines, ont été
impliqués dans la signalisation de la voie TGF-B (Wen et al., 2022). L'activation du ligand TGF-B pourrait en
effet étre induite/déclenchée par les intégrines et la FAK (Distler et al., 2019; Meng, Nikolic-Paterson et
Lan, 2016; Wen et al., 2022; Zhao et al., 2017). En conséquence, il serait important de tester si la perte de
fonction des intégrines et des autres composants du complexe de I'adhésion focale affecte le réle de la

voie TGF-B dans la maintenance neuronale, notamment par le biais du remodelage de MEC.

Il est établi que des forces générées dans la cellule et dans son microenvironnement s’exercent sur le
complexe de I'adhésion focales ce qui permet a la cellule de détecter les propriétés mécaniques de la MEC
(Ringer et al., 2017; Yang et Plotnikov, 2021). Une question pertinente a explorer est donc de savoir
comment la composition et les propriétés biomécaniques de la MEC régulent la maintenance neuronale.
Nos résultats de microscopie Brillouin indiquent que les tissus chez les mutants mig-6 présentent une
viscosité et une élasticité réduites par rapport au type sauvage. Ces changements dans les propriétés
biomécaniques sont-ils liés au mécanisme par lequel MIG-6 agit dans la maintenance neuronale? Pour
répondre a cette question, I'état biomécanique des tissus chez les mutants mig-6 ainsi que les doubles
sax-7; mig-6 seront examinés apres déplétion de composants clefs de la MEC remodelés chez les mutants
mig-6 et qui affectent la maintenance neuronale tels que le collagéne IV, |la peroxydasine et la laminine.
Les propriétés biomécaniques chez le simple mutant mig-6 et chez le double mutant sax-7; mig-6 seront-
elles altérées par la déplétion de ces composants qui affectent I'état de la MEC? Des mesures par

microscopie Brillouin nous permettrait d'apporter des réponses a cette question.

Par ailleurs, il est établi que I'assemblage des adhésions focales est affecté par les propriétés mécaniques
de I'environnement externe (Pelham Jr et Wang, 1997) (Burridge, 2017; Cao et al., 2017). Dans le cadre de
notre étude, il serait intéressant d'explorer si les changements de viscosité et d’élasticité suggérés par
microscopie chez les mutants mig-6 affectent I'assemblage et le désassemblage du complexe de I'adhésion
focale. Cela pourrait étre testé par manipulation de la MEC en ciblant des composants clés remodelés chez
les mutants mig-6, comme nous |'avons suggéré précédemment. De plus, il pourrait étre investigué si les

propriétés biomécaniques des tissus des mutants mig-6 sont responsables de |'inactivation de la voie TGF-
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B, étant donné que les propriétés mécaniques de la MEC ont un grand impact sur l'activation et la

disponibilité du ligand TGF-B (Hinz, 2015; Maeda et al., 2011; Verma et al., 2023).

4.5 Role de la papiline chez I’humain et dans le contexte de la fibrose

Dans ce présent travail, nous avons impliquée MIG-6/papiline dans la fibrose, y compris via la modulation
de la voie TGF-f3, une voie clé largement impliquée dans les différents types de fibrose. La fibrose est la
formation d'une quantité anormalement abondante de tissu cicatriciel anormal a la suite de lésions, en
particulier dans les maladies inflammatoires chroniques (Ye et al., 2023; Pohlers et al., 2009). Elle se
caractérise par une augmentation de la production des composants de la MEC et peut entrainer de Ila
fibrose et des dommages dans certains organes tels que le foie, le rein et les poumons (Ku, Raiten et Li,
2024; Pohlers et al., 2009; Ye et al., 2023; Zhao et al., 2022a). L'incidence annuelle des maladies majeures
lides a la fibrose est estimée a environ 4 968 cas pour 100 000 personnes chaque année, représentant une
charge de morbidité importante et étant responsable d'environ 45 % des décés dans les pays industrialisés
(Ye et al., 2023; Zhao et al., 2022a). Ainsi, la fibrose est de plus en plus reconnue comme un probléme de

santé majeur.

Plusieurs stratégies thérapeutiques chez I’'humain sont en développement ou en cours d'essais, centrées
surtout sur la voie TGF-B, une cible importante dans la progression de la fibrose (Deng et al., 2024; Pohlers
et al., 2009; Ye et al., 2023; Zhao et al., 2002). Ces approches incluent des traitements ciblant le ligand
TGF-B, sa synthese, sa liaison au récepteur, ou son activation, ainsi que des médicaments bloquant le
récepteur TGF-B ou inhibant les effecteurs de la voie SMADs (Deng et al., 2024; Pohlers et al., 2009; Zhao
et al., 2022a). Ainsi, la signalisation TGF-B représente une stratégie prometteuse pour le traitement de

maladies liées a la fibrose (Deng et al., 2024; Speca et al., 2012; Yun, Kim et Kim, 2019).

Cependant, le role bifonctionnel du TGF-B, a la fois pro-fibrotique et anti-inflammatoire, exige une grande
prudence lors de I'application de traitements ciblant cette voie (Frangogiannis, 2020; Kong et al., 2018b;
Pohlers et al., 2009) en raison des effets physiologiques bénéfiques qu'une réaction fibrotique peut avoir
dans certaines situations. En effet, la fibrose peut servir de réponse réparatrice ou protectrice pour
maintenir la structure et prévenir des conséquences fonctionnelles indésirables, notamment dans les
organes incapables de se régénérer, comme le coeur (Kong et al., 2018; Frangogiannis, 2020). Dans le
systeme nerveux, un tel remodelage de la MEC contribue également a la formation de cicatrices apres des

blessures et des événements traumatiques (Fehlberg et Lee, 2022; Ayazi et al.,, 2022; Li et al., 2020;
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Reinhard et al., 2017, 2021; Hesp et al., 2018; Goritz et al., 2011; Hawinkels et Ten Dijke, 2011). Du fait
que la voie TGF-B3 est impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires, son inhibition systémique globale et
ou son inactivation prolongée pourrait entrainer des risques tels qu’'une mauvaise cicatrisation, des
défauts vasculaires ou le développement de tumeurs (Kong et al., 2018; Frangogiannis, 2020; Li et al., 2021;
Kulkarni et al., 1993 ; Nomura et Li, 1998 Yun et al, 2019). Trouver un équilibre entre la limitation de
I’évolution de la fibrose chez les patients tout en préservant ses effets bénéfiques constitue un véritable
défi thérapeutique. De plus, en raison de l'interaction complexe de plusieurs voies de signalisation dans le
processus de la fibrose, des schémas thérapeutiques multi-cibles pourraient étre bénéfiques pour traiter

la fibrose (Ye et al., 2022).

Dans le cadre de notre travail, nous avons démontré que la papiline régule positivement la voie TGF-B, et
gue la perte de fonction de la voie TGF-3 semble potentiellement jouer un role pro-fibrotique in vivo. Bien
gu'il reste encore beaucoup a découvrir et a comprendre, la papiline émerge comme un nouveau facteur
impliqgué dans cette voie, mettant en évidence l'importance de la MEC dans le contréle de cette
signalisation et la modulation de la fibrose. L'inhibition de la papiline, ainsi que des protéines qu'elle
affecte, mérite donc d'étre davantage explorées comme nouvelles cibles thérapeutiques. Nos résultats
ouvrent de nouvelles perspectives pour le traitement de pathologies telles que la fibrose mais aussi des
maladies dont I'origine est une dérégulation des composants MEC causant des pathologies telles que celles
liées a la MEC et certains cancers. La mise en évidence du réle modulateur de la papiline de la voie TGF-f
par MIG-6/papiline pourrait ouvrir des portes a la recherche sur I'implication de la MEC dans cette voie et
penser a de nouvelles cibles thérapeutiques parmi le matrisome. Cibler la synthése, le remodelage et la
dégradation de la MEC pourrait constituer un outil important pour le suivie de I'évolution du phénotype
fibrotique au fil du temps (Golusda et al, 2021). L'utilisation d’approches comme la protéomique
permettrait de détecter les empreintes de peptides résultants des protéines de la MEC régulées a la baisse
ou a la hausse par la fibrose, et d’identifier d’éventuels fragments bioactifs autres que le collagéne IV, et
aider pour le diagnostic et au suivi de la progression de la maladie et a I’évaluation thérapeutique (Morten
Karsdal et al 2025). De plus, la microscopie peut étre utilisée pour analyser I'organisation de la MEC et ses

altérations dans le cas de la fibrose et aider également a poser le diagnostic et suivre |'effet du traitement.

Il serait également pertinent de développer davantage C. elegans comme un modele d'étude de la fibrose
in vivo. Ce modele permet d'ouvrir de nouvelles perspectives dans I'élucidation des mécanismes

moléculaires sous-jacents a la fibrose et dans le développement de thérapies ciblées, en approfondissant
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la compréhension des voies moléculaires impliquées dans la fibrose, en particulier celles qui ne sont pas
encore bien caractérisées dans les autres modeéles. En effet, a ce jour, peu d'études ont exploré |'utilisation
de C. elegans comme modele pour la fibrose, bien que quelques travaux aient suggéré son potentiel dans
I'analyse de certaines voies biologiques associées a cette pathologie (He et al., 2012; Deng et al., 2021).
D'ailleurs, l'utilisation de C. elegans serait particulierement rentable et avantageuse, grace a sa capacité a
favoriser des approches a haut débit pour tester de nouvelles molécules thérapeutiques. Cependant, C.
elegans présente certaines limites en tant que modéle de recherche, notamment en raison de son
anatomie simple, qui est une force par ailleurs, mais qui limite certaines études de la fibrose dans des
organes précis, par exemple, étant donnée I'absence de poumons, foie ou reins. Sa petite taille complique
aussi certaines manipulations expérimentales. Cependant, le choix d’'un modele dépend des objectifs de
recherche, chaque organisme a ses avantages et ses inconvénients (Ha et al., 2022), et C. elegans reste

treés attrayant pour les analyses génético-moléculaires efficaces et incisives in vivo.
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CONCLUSION

Le maintien de I'organisation neuronale sur le long terme est essentiel au bon fonctionnement du systeme
nerveux, dont I'architecture est mise a I'épreuve par des contraintes mécaniques, entre autres, tout au
long de la vie. Des perturbations de cette stabilité structurelle peuvent entrainer des dysfonctionnements

neuronaux impliqués associés a certaines pathologies.

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes régissant cette maintenance neuronale, le laboratoire
a réalisé un crible génétique chez C. elegans qui nous a permis de mettre en évidence une nouvelle
molécule impactant la maintenance neuronale. En effet, une mutation qui supprime les défauts de
maintenance neuronale des mutants sax-7/L1CAM a été isolée, et ce travail de recherche a identifié la
mutation comme étant dans le géne mig-6/papiline. L’objectif de cette thése s’inscrit dans le but de
comprendre le mécanisme moléculaire par lequel la protéine extracellulaire conservée MIG-6/papiline

intervient dans la maintenance de I'architecture neuronale chez C. elegans.

Nos résultats montrent que mig-6 agit de facon post-développementale et que I'isoforme courte MIG-6S
fonctionne a partir des muscles pour maintenir |'architecture neuronale. MIG-6S coopére avec la
métalloprotéinase extracellulaire MIG-17/ADAMTS pour moduler I'organisation du collagéne IV, un
composant majeur des MB. Chez les mutants mig-6, le collagene IV s’accumule de maniere anormale, y
compris sous forme de structures fibrotiques, modifiant les propriétés biomécaniques des tissus
environnants. Nous avons démontré également que les niveaux de collagene IV ainsi que sa réticulation,
catalysé par I'’enzyme extracellulaire la peroxydasine, sont essentiels pour I'effet de stabilisation neuronale
médiée par la mutation mig-6. Nous avons révélé également que le remodelage du collagene IV dans la
MEC chez les mutants mig-6 joue un réle protecteur méme chez le type sauvage en préservant les

neurones du déplacement induit par un stress mécanique accru.

Afin d’explorer la régulation et 'origine de I'état fibrotique de la MEC observé chez les mutants mig-6,
nous avons étudié la voie TGF-3, une voie de signalisation bien connue pour son implication dans la fibrose.
Nous avons observé que l'inhibition de la signalisation TGF-B chez les mutants mig-6 accentue
I’'accumulation des structures fibrotiques de collagene IV et renforce la suppression des défauts neuronaux
de sax-7. A l'inverse, la surexpression de composants de cette voie contrecarre cette suppression. De plus,

nous avons montré que MIG-6/papiline agit comme un modulateur positif de la voie TGF-B, ce qui suggére
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qgue le role de MIG-6 dans le remodelage de la MEC implique cette voie de signalisation. De plus, nous
avons trouvé que le réle de MIG-6 impactant Il'architecture neuronale implique également d’autres

éléments de la MEC, tels que la laminine et la fibuline.

Ce travail met en lumiére un nouveau mécanisme de la maintenance neuronale faisant intervenir la MEC
et sa régulation par la protéine MIG-6/papiline. Pour la premiére fois, nous avons également mis en
évidence I'implication de la voie TGF-B dans la maintenance de I'architecture neuronale, et ce de maniere

mig-6-dépendante. Ces données mettent en évidence I'implication fondamentale, mais encore largement

méconnue, de la MEC dans la stabilité a long terme de I'architecture neuronale. De maniere intéressante,
et au regard de la conservation évolutive de composants majeurs de la MEC tels que le collagéne IV, la
laminine et la papiline, ainsi que de la voie de signalisation TGF-B, nos travaux apportent un éclairage
nouveau sur les mécanismes fondamentaux régissant la préservation de I'organisation neuronale au sein
du systeme nerveux tout au long de la vie. Des perspectives prometteuses pour I'étude des pathologies

neurologiques liées au vieillissement, impliquant la MEC, ainsi que pour celle des maladies fibrotiques, se

profilent.
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Fig. A 1 Forward F2 clonal genetic screen to identify novel neuronal maintenance factors by searching for modifiers
of the defective head neuronal organization of sax-7 mutants.

(A) Schematic of the forward genetic screen carried out to identify novel neuronal maintenance factors. PO sax-
7(qv24) L4 worms were mutagenized with ethyl methanesulfonate (EMS). 3 100 F1 progeny of the mutagenized POs
were picked singly onto new plates; rare animals containing a potential modifier mutation of the sax-7 head neuronal
disorganization phenotype would be heterozygous at this generation and visible only if the mutation were dominant
and highly penetrant. Thus, for each F1, 7 F2s were picked singly onto new plates. If an F2 animal was heterozygous
for a modifier mutation, then one quarter of its brood (F3) would be homozygous for the modifier mutation
(represented in green). If an F2 animal was homozygous for a modifier mutation, its F3 brood would be homozygous
for the modifier mutation. Broods of F3 adult animals were screened by fluorescence microscopy on a stereoscope
to find those where a large proportion of animals displayed a modified head ganglia organization phenotype
compared to non-mutagenized sax-7(qv24) adults. (B) Quantification of chemosensory neurons ASH and ASI
disorganization in 2-day-old adults of sax-7(qv24) and double mutant animals sax-7(qv24); qv18, which were less
defective compared to sax-7 mutants, indicating that the newly isolated mutation qv18 supresses the neuronal
defects of sax-7 mutants. As a note, the molecular lesion present in allele mig-6(qv33) used in this report is identical
to that of qv18 as qv33 was CRISPR-Cas9 generated to introduce the mutation gv18in a clean background. Error bars
are the standard error of the proportion. Asterisks denote significant difference: ***P < 0.001 (z-test). Sample sizes
and data in Supplementary Information.
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Fig. A 2 mig-6 mutants have normal body wall muscle structure.

(A) Images of body wall muscles in the central region of the animal's body in wild-type and mig-6(qv33) mutant 1-
day-old adults visualized with the stEx30 Pmyo-3::GFP::MYO-3 reporter. Muscles of the vulva are also visible (center
of images). (B) Quantification of body wall muscle phenotype (sarcomere organization) in wild type and mig-6
mutants. Error bars are the standard error of the proportion. Sample sizes and data in Supplementary Information.
“+” indicates wild-type strain; n.s., not significant (z-test). Scale bar, 20 pm.
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Fig. A 3 ColabFold 1.5.2-related information on MIG-6S.

Predicted aligned errors (PAE) corresponding to the predicted structure of MIG-6S shown on Fig. 1D". This PAE
analysis shows regions of high confidence (dark green) and low confidence (pale green) in relative domain positioning.
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Fig. A 4 Control assays using a recombinant transgene of mig-6S lacking the Kunitz domains in wild-type animals.

Two independent transgenic lines overexpressing mig-6S lacking the Kunitz domains display normal neuronal
organization, indicating that overexpression of this transgene does not lead to neuronal defects. Thus, the restoration
of neuronal defects in sax-7; mig-6 double mutants expressing this transgene (Fig. 2.3A) is the result of this
transgene's rescuing activity. Error bars are the standard error of the proportion. Sample sizes and data in
Supplementary Information. “+” indicates wild-type strain; n.s., not significant (z-test).
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Fig. A5 The longer pharynx of mig-17 mutants does not affect the position of ASH and ASl soma and of the nerve ring
relative to body length.

We measured the distribution of neuronal soma positions and the position of the nerve ring, and calculated ratios of
neuronal position to body length. (A) Schematic diagram of C. elegans hermaphrodite with four chemosensory
neurons ASl and ASH drawn, left and right for each pair (as would be visualized using reporter hdIs26 Psra-6::DsRed2).
The most anterior soma of the four neurons, the most posterior soma of the four neurons, and the nerve ring are
indicated. Body length was measured as the distance from the mouth opening to the anus, and pharynx length was
measured as the distance between the mouth opening and the posterior edge of the terminal bulb. (B) Analysis of
body and pharynx lengths of 2-day-old wild-type animals and mutants mig-17, mig-6 and sax-7, as well as single or
combined mutant animals of mig-17 with sax-7 or mig-6 mutations. (C) Quantification of the ratio between the
spread of neuronal positions (distance between the position of the anterior most neuron to the posterior most
neuron in each animal) and the body length of 2-day-old animals. The higher the ratio, the more posterior the
neuronal structures are. For example, because of head ganglia defects in sax-7 mutants, the ratios appear higher in
these mutants. (D) Quantification of the ratio between the nerve ring position and the body length in 2-day-old
animals. The position of head neuronal structures, including soma and nerve ring, does not depend on pharynx length,
being in a conserved position relative to body length. Thus, in mig-17 mutants, despite their longer pharynx, there is
no difference in neuronal position of their somas and nerve ring compared to the wild type. Error bars are the
standard error of the mean. Asterisks denote significant difference: *P < 0.05, ***P <0.001 (Wilcoxon Mann-Whitney
test for body length and ANOVA for pharynx length in B; ANOVA in C and D); P-values were corrected by multiplying
by the number of comparisons, Bonferroni correction; sample sizes and data in Supplementary Information). “+”
indicates wild-type strain; n.s., not significant.
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Fig. A 6 Collagen IV levels increase with age in mig-6 mutant animals.

Quantification of fluorescence intensity of EMB-9::mCherry (qyls46 Pemb-9::emb-9::mCherry) in the head region at
larval stages (L1, L2, L3, and L4), and adult ages (young adult, 2- and 5-day-old adult animals) in control animals and
mig-6(qv33) mutants. ROl was drawn from the mouth opening to a position posterior to terminal bulb by 20% of the
pharynx length. A.U., arbitrary units. Scale bar, 20 um. Error bars are the standard error of the mean. Asterisks denote
significant difference: *P <0.05, ***P <0.001 (Wilcoxon test to compare data of the first larval stage L1 between WT
and mig-6 mutants and t-test for the other stages); P-values were corrected by multiplying by the number of
comparisons, Bonferroni correction; sample sizes and data in Supplementary Information). n.s., not significant.
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Fig. A 7 Collagen IV stability in the basement membrane is not affected by mig-6 loss of function.

We used fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) analysis to assess EMB-9::mCherry fluorescence
recovery in wild-type and mig-6 mutants. (A) Images show a single confocal z slice of the head region. ROI of
photobleached regions is indicated by circles (m for muscle and p for pharynx). A control region located outside of
the animal is also used (not shown). (B) Quantification of normalized fluorescence recovery in wild-type and mutant
mig-6 young adults, in pharynx basement membrane and in muscle after 0, 2.5, 5, 7.5, and 10 hours. After
photobleaching a specific region of EMB-9::mCherry in muscle and pharyngeal basement membrane, we measured
FRAP and normalized the data against an unbleached control region. n.s., not significant (t-test).
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Fig. A 8 Refractive index measurements, as well as Brillouin shift, linewidth, and loss tangent quantifications, in wild-
type and mig-6 mutant animals.

(A) Absolute values of the refractive index of ROIs measured in wild-type and mig-6 mutant animals are not
significantly different. Error bars are the standard error of the mean; n.s., not significant (t-test); sample sizes and
data in Supplementary Information). (B) Quantification of Brillouin shift, linewidth, and loss tangent in each ROl in
wild-type and mig-6 mutant animals at L2 and L4 stages. (C) The posterior zone of the head region around the pharynx
(indicated by brackets) shows less elasticity in mig-6 mutants. Brillouin shift images of wild-type and mig-6 mutant
animals at L2 and L4 stages; scale bar, 20 um. Table provides the quantification of the percentage of ROIs with a
lower Brillouin shift in this posterior zone.
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Fig. A 9 emb-9(RNAI) treatment decreases collagen IV levels as expected, and pxn-2(RNAi) treatment does not
significantly affect the penetrance of the fibrotic phenotype.

(A) Quantification of fluorescence intensity of EMB-9::mCherry in the head region in 2-day-old adult animals, which
were subjected to control (empty vector) or emb-9(RNAI), indicating efficient collagen IV depletion. A.U., arbitrary
units. Error bars are the standard error of the mean. Asterisks denote significant difference: *P < 0.05, ***P < 0.001
(Wilcoxon Mann-Whitney test ); P-values were corrected by multiplying by the number of comparisons, Bonferroni
correction; sample sizes and data in Supplementary Information). n.s., not significant. (B) Quantification of
percentage of 2-day-old animals displaying fibrotic-like structures in adult animals, which were subjected to control
(empty vector) or pxn-2(RNAi). pxn-2 depletion does not significantly decrease the percentage of animals displaying
fibrotic-like structures (however, the number and continuity of these fibrotic-like structures are profoundly affected
by pxn-2(RNAI), see Fig. 2.16B, C, D). n.s., not significant (z-test).
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Table. A 1 List of strains used.

Strain Genotype Transgene Reference
(Brenner,
N2 1974)
(Hutter,
VH648 hdis26 Il Podr-2::cfp; Psra-6::DsRed2 2003)
(Sarafi-
Reinach et
al., 2001),
VQ51 oylsi14 Vv Psra-6::gfp; lin-15(+) further
outcrossed
for this
study
Pmig-17::mig-17::gfp; (Kawano et
vaizss evis213 unc119(+) al., 2009)
) Pemb-9::emb-9::mCherry; (Ihara et al.,
NK364 unc-119(ed3) lll; qyls46 X unc-119(+) 2011)
(Ihara et al.,
2011),
Pemb-9::emb-9::Dendra + further
vaiass qyls161 unc-119(+) outcrossed
for this
study
NK2326 emb-9(qy24[emb-9::mNG+loxP]) IlI emb-9::mNG+loxP knock in gjeezlg;oit
(Levy-
. Strumpf et
DE60 dnis13; him-5(e1490) V Pgly-18::gfp; unc-119(+) Culotti
2014)
3 (Bénard et
NK2565 qy76 X mNeonGreen::pxn-2 al., 2009)
P (Campagnol
VQ2147 StEX30 ZZL’I’ ;’Ozé)G]F pimyo-3+ 1ol etal,
2002)
Neuronal phenotype characterization
VQ307 sax-7(qv24) IV; oyls14 V This study
VvVQ373 sax-7(qv24) IV; qvl8 oyls14 V This study
VvVQ1061 sax-7(qv30) IV; hdis26 111 This study
vVQ1076 mig-6(qv33) V; hdis26 Il This study
VvQ1077 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdis26 IlI This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 IlI; Lo .
VQ1138 QVEX336 Pmig-6::mig-6S This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 III; Co .
VQ1139 QUEX337 Pmig-6::mig-6S This study
vQ1152 mig-6(k177) V; hdls26 Il This study
vQ1154 mig-6(ev700) V; hdls26 Ill This study
VvQ1074 mig-6(ev701) V; hdls26 Ill This study
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VvVQ1070 mig-6(sa580) V; hdls26 Il This study
VvQ1130 dpy-11(e224) oylsi4 vV This study
vVQ1178 mig-6(e1931)/dpy-11(e224) oyls14 V; hdis26 IlI This study
vVQ1153 sax-7(qv30) IV; mig-6(k177) V; hdis26 Il This study
VQ1155 sax-7(qv30) IV; mig-6(ev700) V; hdis26 Il This study
VvVQ1075 sax-7(qv30) IV; mig-6(ev701) V; hdis26 IlI This study
VQ1069 sax-7(qv30) IV; mig-6(sa580) V; hdis26 Il This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(e1931)/dpy-11(e224) .
vQ1213 oyIs14 V; hdls26 Il This study
. . ) (Bénard et
OH8608 zig-3(tm924) zig-4(gk34) X; hdls26 Il al., 2009)
mig-6(qv33) V; zig-3(tm924) zig-4(gk34) X; .
VQ1195 hdls26 1] This study
vQ1l169 dig-1(n1321) hdlis26 Il This study
vQ1l231 mig-6(qv33) V; dig-1(n1321) hdis26 Il This study
vVQ2379 dig-1(ky188) hdis26 Il This study
dig-1(ky188) hdlis26 Ill; mig-6(qv33)/ dpy- .
vVQ2443 11(e224) oyis14 V This study
vQ1l251 mig-17(k174) V; hdis26 I This study
vQ1l256 sax-7(qv30) IV; mig-17(k174); hdis26 IlI This study
VvVQ1309 mig-6(qv33) mig-17(k174) V; hdis26 Il This study
sax-7(qv30); mig-6(qv33) mig-17(k174) V; .
VQ1328 hdls26 Il This study
VvQ1252 mig-17(k174)/dpy-11(e224) oyls14 V; hdis26 IlI This study
sax-7(qv30) IV; dpy-11(e224) oyls14/+ V; .
vQl717 hdls26 Il This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33)/dpy-11(e224) .
Va0 oyls14 V; hdls26 il This study
sax-7(qv30) IV; mig-17(k174)/dpy-11(e224) .
vaizsy oyls14 V: hdls26 il This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) mig-17(k174)/dpy- .
vaiess 11(e224) oyls14 V: hdis26 llI This study
VvQ1235 adt-2(wk156) X; hdls26 Il This study
vQ1243 sax-7(qv30) IV; adt-2(wk156) X; hdis26 Il This study
vQl177 mig-6(qv33) V; adt-2(wk156) X; hdis26 Il This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; adt-2(wk156) X; .
vQ1244 hdls26 [l This study
vVQ1436 oyls14 V; qyls46 X This study
VQ2067 sax-7(qv30); oyls14; qyls46 This study
Rescue assays with mig-6S minigene
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 IlI; o .
vVQ1138 QVEX336 Pmig-6::mig-6S This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 IlI; P .
VQ1139 QUEX337 Pmig-6::mig-6S This study
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Rescue assays with recombinant versions of MIG-6S

sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 I,

Pmyo-3::mig-6SAPapilin

vaiszz qvEx608 cassette/Lagrin repeats This study
R s
vatsss a0 SO VRGeS st st
vaisso s 0 W g G VIS b vl strs iy
Control strains for rescue assays with recombinant versions of MIG-6S

VQ1961 hdls26 Ill; quEx616 Z:’;’; gai e’;’) iﬁ;ﬁ?ﬁ;’g;zams This study
VQ1986 hdls26 I1l; quEx607 ;;’;’tl gaie'; ig/,’;f?fsg;zams This study
Tissue-specific rescue assays

VQ1656 “fg))((;;g]v_?o) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 III; Prgef-1::mig-65 This study
VvVQ1657 “fg)((;(lqv_?o) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 III; Prgef-1::mig-65 This study
vQ1347 .;(\1/);—)(7!3;30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Ili; Prgef-1::mig-65 This study
vQ1659 2(‘1/);—);(3;30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Ili; Prgef-1::mig-65 This study
VQ1661 .;(\1/);(75(3-\5/30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Ili; Prgef-1::mig-65 This study
VQ1662 23)22(%30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Il Prgef-1::mig-65 This study
VvVQ1348 ;3);;73(%30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 III; Pdpy-7::mig-6S This study
VQ1663 “fg))((;(;]va’o) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Il Pdpy-7::mig-6S This study
VQ1664 “./sg)(;;g]v.a’o) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Ili; Pdpy-7::mig-65 This study
VQ1378 ;gg;?v.%) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 IlI; Pdpy-7::mig-65 This study
vVQ1674 .;(\1/);—)(7-’;(3;30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Ili; Pdpy-7::mig-65 This study
VQ1675 ;3);75(;;30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Il Pdpy-7::mig-6S This study
VQ1346 ;“’/’;(73@3’30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Il Pmyo-3::mig-65 This study
VQ1940 ;‘\7/’;76(2"1’30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Il Pmyo-3::mig-65 This study
vatess TS0 migSl@aT) VRSG5 gs Thisstucy
VQ1344 (5;3/);—);(67]\2/30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 IlI; Pmyo-3::mig-65 This study
vQ1380 ' \fg:é;?vao) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 Il Pmyo-3::mig-65 This study
VQ1396 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; hdls26 III; Pmyo-3::mig-6S This study
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IVEx405

sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) mig-17(k174) V;

VQ1536 \dlIs26 I1l; QUEX396 Pmyo-3::mig-6S This study
vQ1537 ' 512267 ﬁ"z S)E)'(‘:l"o’;”gﬁ(q"g 3)mig-170174) Vs o 0-3:mig-65 This study
Control strains for tissue-specific rescue assays

vVQ1389 hdis26 Ill; qvEx402 Prgef-1::mig-6S This study
VQ1670 hdis26 Ill; qvEx534 Prgef-1::mig-6S This study
VQ1383 hdis26 Ill; qvEx399 Prgef-1::mig-6S This study
vVQ1l671 hdis26 Ill; qvEx535 Prgef-1::mig-6S This study
VQ1672 hdis26 Ill; gvEx536 Prgef-1::mig-6S This study
vQ1673 hdls26 Ill; qvEx537 Prgef-1::mig-6S This study
VQ1676 hdlIs26 Ill; qvEx540 Pdpy-7::mig-6S This study
VQ1390 hdlis26 Ill; qvEx403 Pdpy-7::mig-6S This study
vQ1391 hdis26 Ill; qvEx404 Pdpy-7::mig-6S This study
vQi1677 hdis26 Ill; qvEx541 Pdpy-7::mig-6S This study
VQ1678 hdlis26 Ill; qvEx542 Pdpy-7::mig-6S This study
VQ1665 hdlIs26 Ill; qvEx529 Pmyo-3::mig-6S This study
VQ1666 hdis26 Ill; qvEx530 Pmyo-3::mig-6S This study
vQ1381 hdis26 Ill; qvEx397 Pmyo-3::mig-6S This study
VvVQ1667 hdlis26 Ill; qvEx531 Pmyo-3::mig-6S This study
VQ1382 hdlIs26 Ill; qvEx398 Pmyo-3::mig-6S This study
VQ1668 hdis26 Ill; qvEx532 Pmyo-3::mig-6S This study
Collagen IV phenotype characterization

vVQ1176 mig-6(qv33) V; qyls46 X This study
VvQ1570 mig-6(k177) V; qyls46 X This study
vQ1544 mig-6(e1931)/dpy-11(e224) oyls14 V; qyls46 X This study
vQ1443 mig-17(k174) V; qyls46 X This study
VQ1498 mig-6(qv33) mig17(k174) V; qyls46 X This study
vQ1477 mig-6(qv33)/dpy-11(e224) oylsi4 V; qyls46 X This study
vQ1563 mig-17(k174)/dpy-11(e224) oyls14 V ; qyls46 X This study
vQ1481 ;r;/ii;l66((§(v33) mig-17(k174)/dpy-11 oyis14 V; This study
vQ1470 evils213; qyls46 X This study
VQ1562 mig-6(qv33) V; evis213; qyls46 X This study
VQ1202 sax-7(qv30) IV; qyls46 X This study
vVQ1215 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; qyls46 X This study
vQ1573 sax-7(qv30) IV; mig-6(k177) V; qyls46 X This study
VvQi516 sax-7(qv30) IV; mig-17(k174) V; qyls46 X This study

Rescue assays for collagen IV fibrotic phenotype
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vVQ1428 mig-6(qv33) V; qyls46 X; qvEx434 Pmig-6::mig-6S This study
MIG-17 expression pattern

VQ1562 mig-6(qv33) V; evis213 ; qyls46 X

PXN-2 expression pattern

vQ1547 mig-6(qv33) V; qy76 X This study
Body wall muscles and other mesodermal cells marker

VQ1448 qyls46 X; dnls13; him-5(e1490) V This study
VQ1463 mig-6(qv33) V; qyls46; dnis13 This study
Body wall muscles structure characterization

VQ2301 mig-6(qv33)V; stEx30 This study
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Table. A 2 Detailed information on transgenic strains used.

Strain Genotype Transgene Reference
Rescue assay with mig-6S minigene
VQ1138  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB202 [Pmig-6::mig-6S] at 5 ng/uL,  This study
hdIs26 Ill; qvEx336 ttx-3::mcherrry, pBSK+. Line 1
VQ1139  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB202 [Pmig-6::mig-6S] at 5 ng/uL,  This study
hdis26 Ill; qvEx337 ttx-3::mcherrry, pBSK+. Line 2
Rescue assays with recombinant versions of MIG-6S
VQ1927  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCBA483 [Pmyo-3::mig-6SApapilin This study
hdlIs26 Ill; qvEx608 cassette/lagrin repeats] 1 ng/uL, pHP6
[Plgc-11::GFP], pBSK+. Line #1
VQ1928  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB483 [Pmyo-3::mig-6SApapilin This study
hdis26 Ill; qvEx609 cassette/lagrin repeats] 1 ng/uL, pHP6
[Plgc-11::GFP], pBSK+. Line #2
VQ1936  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB492 [Pmyo-3::mig-6SAKunitz This study
hdis26 Ill; qvEx610 domains]
1 ng/uL, pHP6 [Plgc-11::GFP], pBSK+.
Line #1
VQ1960  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB492 [Pmyo-3::mig-6SAKunitz This study
hdlIs26 Ill; qvEx615 domains]
1 ng/uL, pHP6 [Plgc-11::GFP), pBSK+.
Line #2
Control strains for rescue assays with recombinant versions of MIG-6S
vVQ1961 hdis26 Ill; qvEx616 pCB492 [Pmyo-3::mig-6SAKunitz This study
domains] 1 ng/uL, pHP6 [Plgc-
11::GFP], pBSK+. Line 1
VQ1986 hdis26 Ill; qvEx617 pCB492 [Pmyo-3::mig-6SAKunitz This study
domains] 1 ng/uL, pHP6 [Plgc-
11::GFP], pBSK+. Line 2
Tissue-specific rescue assays
VQ1656  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
dlIs26 lll; Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #1
qvEx520
VQ1657  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
dlIs26 1ll; Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #2
qvEx521
VvQ1347  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
hdis26 Il; qvEx522 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #3
VQ1659  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
hdis26 Ill; qvEx523 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #4
vQl661 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
hdis26 Ill; qvEx525 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #5
VQ1662 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
hdis26 Ill; qvEx526 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #6
VvQ1348  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.5 ng/uL, This study
dls26 1ll; Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #7
qvEx375
VQ1663 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.5 ng/uL, This study

dis26 11I;

Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #8
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qvEx527

VQl664  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.5 ng/uL, This study
dlIs26 IlI; Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #9
qvEx528
VQ1378  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.5 ng/uL, This study
dIs26 111, Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #10
qvEx394
VQ1674  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/uL, This study
dIs26 11l; qqvEx538 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #11
VQ1675 sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/uL, This study
dIs26 11; qqvEx539 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #12
VQ1346  sax-7(qv30) IV ; mig-6(qv33) V; pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL,  This study
dIs26 111, Pceh-22::GFP, pBSK+. Line #13
qvEx373
VQ1940  sax-7(qv30) IV ; mig-6(qv33) V; pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
hdls26 IiI; Pceh-22::GFP, pBSK+. Line #14
qvEx611
VQ1669  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL,  This study
hdis26 Ill; qvEx533 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #15
vQ1344  sax-7(qv30) IV ; mig-6(qv33) V; pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
hdlis26 Ill; qvEx372 Pceh-22::GFP, pBSK+. Line #16
VQ1380  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
diIs26 111, Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #17
qvEx396
VQ1396  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; CB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
dls26 1ll; Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #18
qvEx405
Dependency of mig-6S rescue on mig-17 function
VQ1536  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) mig- pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
17(k174) V; hdis26 Ill; qvEx396 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #17
VvQ1537  sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) mig- pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
17(k174) V; hdls26 Ill; qvEx405 Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #18
Control strains for tissue-specific rescue assays
VQ1389 hdlis26 IlI; qvEx402 pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #1
VQ1670 hdlIs26 Ill; qvEx534 pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP pBSK+. Line #2
VQ1383 hdis26 Ill; qvEx399 pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #3
vQl671 hdis26 Ill; qvEx535 pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #4
VQ1672 hdis26 Ill; qvEx536 pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #5
vVQ1673 hdis26 Ill; qvEx537 pCB408 [Prgef-1::mig-6S] at 7 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #6
VQ1676 hdis26 Ill; qvEx540 pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line # 1
VQ1390 hdis26 Ill; qvEx403 pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #2
vQ1391 hdis26 Ill; qvEx404 pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/uL, This study

Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #3
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vQ1677

VQ1678

hdis26 Ill; qvEx541

hdis26 Ill; qvEx542

pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/ uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #4
pCB409 [Pdpy-7::mig-6S] at 0.1 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #5

VQ1665

VQ1666

vQ1381

vQ1667

vQ1382

VQ1668

hdis26 Ill; qvEx529
hdis26 Ill; qvEx530
hdis26 Ill; qvEx397
hdIs26 Ill; qvEx531
hdis26 Ill; qvEx398

hdlIs26 Ill; qvEx532

pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #1

pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #2

pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #3

pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP rfp, pBSK+. Line #4

pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL,  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #5

pCB416 [Pmyo-3::mig-6S] at 1 ng/uL, This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line #6

Rescue assays of collagen IV fibrotic phenotype

vQ1428

mig-6(qv33) V; qyls46 X; qvEx434

pZH125.3 [Pmig-6::mig-6S] at 5 ng/uL  This study
Plgc-11::GFP, pBSK+. Line 1
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Table. A 3 List of primers used.

PCR product

Gene Primer Sequence (bp)
sax-7(qv30)
Mutant specific oCB747 tctctcaaaattcttcgcaage
336
oCB1025 cgggaagaaatgaaacagga
Wild-type specific  0CB1022 tggtggtagegatggtgtag
609
oCB1023 agttcgatgttctcggetgt
mig-6(qv33)
0CB2241 ctcccaaggaagagcctatcc 586
0CB2242 cgagcagttagagcatccg
BamHI digestion
Mutant specific 586
Wild-type specific 203 and 383
mig-6(k177) sequencing
0oCB1602 acacggacacaagactcgtcg 501
0CB1603 ttggcaacatcagcttcaagg
mig-6(ev700) sequencing
oCB1574 gttgagtgtgccaccattge 357
oCBQc21 gaaggatgatcgctcacatcc
mig-6(ev701) sequencing
oCB1574 gttgagtgtgccaccattge 357
oCBQc21 gaaggatgatcgctcacatcc
mig-6(sa580) sequencing
oCB1571 cgaagaccgaattcggatgce 547
oCB1572 gcacgagtctttccgtctgg
adt-2(0k595) sequencing
OCB1388 ttaccagacaaccggtaggg 554
OCB1389 tgatgacatgatatgcttgg
zig-3(tm924) sequencing
Mutant specific oCBQc39 aaaaatgctgctcatctgeatatctgtec
oCBQc40 Ttaagcaatatgttttttggtggg 544
Wild-type specific  0oCBQc40 gggtcctacagtcgagtcagg 413
oCBQc38 ccactggattttccggatgagaa
zig-4(gk34) sequencing
Mutant specific oCBQc43 ggcccgttcaggagtacaacgacaacacag
oCBQc42 Cgcggttgggtaaaggaatgtttcttggeg 924
Wild-type specific  oCBQc41 atgtgatataatgtccactcctgetgetacc
oCBQc42 cgcggttgggtaaaggaatgtttcttggeg 596
zig-5(ok1065)
Mutant specific 0oTB34 aatgctagcggtaccatgtttcgtectatecg 721
0oTB52 gcatgttcccgttatcgattttggeg
Wild-type specific oTB34 aatgctagcggtaccatgtttcgtectatecg 469
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0oCB120

ctcgaaataggtacatgtcaacc

zig-8(ok561)
Mutant specific

Wild-type specific

0oCB210
oCB209
0oCB201
0oCB209

aataagatcgctaaccgttataag
gcaagagcgataataggtagg

gtgtaggctaggaaatcggtggg
gcaagagcgataataggtagg

335

316
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Table. B 1 List of strains used.

Strain Genotype Transgene Reference
N2 (Brenner, 1974)
VH648 hdlis26 Il Podr-2::cfp; Psra-6::DsRed2 (Hutter, 2003)
Integration of dzEx1622 [Pmig-
6::mNeonGreen::mig-6S]. .
valzaz quisI Il dzEx1622 described in (Ramirez- This study
Suarez et al., 2019)
. (Hagedorn et al.,
NK245 qyls7 X lam-1::gfp 2009)
NK364  unc-119(ed3) lll; qyls46 X ’;j;'}f }9 semb-9zmCherry;unc-— - et al, 2011)
NK2565 pxn-2(qy76) X mNeonGreen::pxn-2 N-term (Keezlc(e)\;g)t a,
NK2579  fbl-1(qy62) IV mNG+loxP::fbl-1 (Keezlt(e)»; g)t al.,
BW1940  ctis40 X dbl-1(+) + Psur-5::GFP (Suzuki et al.,
1999)
TLG182  texIs100 IV Pdbl-1::dbl-1:gfp ; Pttx-3::rfp (SCh;gi:)t i
(Morita, Chow et
NU3 dbl-1(nk3) v Ueno, 1999)
(Krishna, Maduzia
LT186 sma-6(wk7) Il et Padgett, 1999)
sma-6(wk7) Il; zdIs13 IV; yxEx615 [Psma-6::sma-6; Punc- (Baltaci et al.,
RJP1553 XEx615 122::gf0] 2022; Zhang et
% ~g7Ip, Zhang, 2012)
. (Wang, Tokarz et
€S152 sma-3(wk30) 1; qgclsé Savage-Dunn,

[GFP::SMA-3 + rol-6(d)]

2002)

Neuronal phenotype characterization

(Nadour et al.,

VQ1061  sax-7(qv30) IV; hdis26 Iil 2025)
VQ1076  mig-6(qv33) V; hdls26 i (Nadzo(;’zrse)t al.
VQ1077 Z‘Z/)/(_;Z(gﬁw IV; mig-6(qv33) V; (Nad;(;:zrse)t al.,
VQ1828  sma-6(wk7) Ii; hdls26 Il This study
VQ1852 221266(‘;;/(7 ) 1l; mig-6(qv33) V; This study
VQ1866 ZZ' 1266(‘1”1’1'(7 ) 1l; sax-7(qv30) 1V; This study
VQ1905 fnn,';g((:\/g)) '\’/ 5:;1'572(‘67‘;/310) v This study
VQ1933 sax-7(qv30) IV; hdls26 III; This study

ctls40 X
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mig-6(qv33) V; hdls26 III;

vQ1934 ctlsd0 X This study
VvQ1935 hdlIs26 Ill; ctls40 X This study
Tissue-specific rescue assays
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; . . .
VQ2024 hdis26 I1l; qUEX632 Pelt-3::sma-6::gfp This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; . . .
VQ2096 hdis26 I1l; QUEX667 Pelt-3::sma-6::g9fp This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; 3 3 .
VQ2097 hdis26 I1l; QUEX668 Pelt-3::sma-6::gfp This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; 3 .
VQ2044 hdlis26 I1l; qEX641 Prab-3::sma-6 This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; 3 .
VQ2045 hdls26 IIl; qEX642 Prab-3::sma-6 This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; B .
VQ2046 hdls26 Ill; qUEX643 Prab-3::sma-6 This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; B .
VQ2075 hdls26 Ill; QUEX653 Pmyo-3::sma-6 This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; B .
VQ2076 hdls26 Ill; qUEX654 Pmyo-3::sma-6 This study
sax-7(qv30) IV; mig-6(qv33) V; 3 .
VQ2077 hdls26 Ill; QUEX655 Pmyo-3::sma-6 This study
Control strains for tissue-specific rescue
assays
VQ2071 hdis26 Ill; qvEx650 Pelt-3::sma-6::gfp This study
VQ2073 hdlis26 Ill; qvEx652 Pelt-3::sma-6::gfp This study

EMB-9/Collagen IV expression pattern

(Nadour et al.,

vVQ1776 mig-6(qv33) V; emb-9(qy24) Il 2025)
vQ1843 sma-6(wk7) Il; emb-9(qy24) Ill This study
. . (Nadour et al.,
vQl1l76 mig-6(qv33) V; qyls46 X 2025)
VvQ1795 sma-6(wk7) Il; qyls46 X This study
sma-6(wk7) Il; mig-6(qv33) V; .
VQ1839 qyIs46 X This study
VQ1997 qyls46 X; yxEx615 Psma-6::sma-6 This study

PXN-2/Peroxidasin expression pattern

(Nadour et al.,

vQ1547 mig-6(qv33) V; pxn-2(qy76) X 2025)

VvVQ1938 sma-6(wk7) Il; pxn-2(qy76) X This study
sma-6(wk7) Il; mig-6(qv33) V; .

VQ1946 pxn-2(qy76) X This study

VQ2034  pxn-2(qy76) X; yxEx615 Psma-6::sma-6 This study

VQ2035 mig-6(qv33) V; pxn-2(qy76) X; Psma-6::sma-6 This study
yxEx615

FBL-1/Fibulin expression pattern

vVQ1837 mig-6(qv33) V; fbl-1(qy62) IV This study
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vQ1904  sma-6(wk7) II; fbl-1(qy62) IV This study
sma-6(wk7) Il; mig-6(qv33) V; .
VQ1906 fbl-1(qy62) IV This study
VQ2113  fbl-1(qy62) IV; yxEx615 Psma-6::sma-6 This study
LAM-1/Laminin expression pattern
vQ1175 mig-6(qv33) V; qyls7 X This study
vQ1876  sma-6(wk7) II; qyls7 X This study
VQ1880 sma-6(wk7) Il; mig-6(qv33) V; This study
qyls7 X
VQ2152  qyls7 X; yxEx615 Psma-6::sma-6 This study
MIG-6S/Papilin expression pattern
vQ1998  dbl-1(nk3) V; qvis9 Il This study
VQ2013  qvis9 Il; yxEx615 Psma-6::sma-6 This study
DBL-1 expression pattern
vQ1971  mig-6(qv33) V; texIs100 IV This study
GFP::SMA-3
vVQ1996  qcls6 This study
VQ2017  mig-6(qv33) V: gcls6 This study
Table. B 2 List of primers used.
Gene Primer Sequence PCR product Note
(bp)
sax-7(qv30)
Mutant oCB747 TCTCTCAAAATTCTTCGCAAGC 336
specific
0CB1025 CGGGAAGAAATGAAACAGGA
Wild-type oCB212 GAAATACACACAAATACGAGTGC 592
specific
oCB723 TAGTTGATTAAAATGTTTCAAGATTG
mig-6(qv33)
0CB2241 CTCCCAAGGAAGAGCCTATCC 586 BamHI
digestion:
0CB2242 CGAGCAGTTAGAGCATCCG Mutant,
band 586 bp
WT, two
bands at 203
and 383 bp
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