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RESUME

Le nématode Caenorhabditis elegans est un organisme polyvalent et unique pour |'étude de la
biologie du développement, de la neurologie et des mécanismes complexes de signalisation
des GTPases. Ce modele animal offre une opportunité unique pour I’étude du réle des
protéines dans le développement neurologique et les maladies. Les recherches portaient sur
trois genes : pix-1, git-1 et pak-1. Chez les mammifeéres, GIT / PIX / PAK agissent comme
une plateforme d'intégration de la signalisation des GTPases Rho et Arf dans les processus
biologiques tels que: la polarité cellulaire, la migration, le trafic vésiculaire, la formation des
synapses et la morphologie des épines dendritiques. Ces recherches ont amené 1’utilisation
des approches génétiques et microscopiques pour établir que pix-/, git-1 et pak-1 contrdlent
les phases précoces et tardives de I’¢longation de I’embryon par la régulation de ’activité des
chaines légeéres de myosine (CLM). Les résultats de recherche suggérent un positionnement
de pix-1 et pak-1 dans l'une des voies de signalisation contrélant la phosphorylation de ces
CLMs en parallele de la voie mel-11 / let-502. MEL-11 est une phosphatase des CLMs
agissant de fagon antagoniste a8 LET-502 (une kinase effectrice des Rhos) dans I'une des deux
voies de signalisation redondantes qui assurent I’étape précoce d’élongation embryonnaire.
Les résultats suggerent, de plus, I’implication de mel-11 et let-502 au cours de la phase
tardive de l'allongement. Un certain nombre de résultats suggerent aussi une implication des
intégrines ina-/ dans ces processus. La caractérisation fonctionnelle de pix-1, git-1 et pak-1
chez les nématodes adultes démontre leur implication dans le contréle du comportement de
recherche de nourriture (comportement de forage). Ce comportement dépend de la
neurotransmission glutamatergique et dopaminergique et implique des mdécanismes
cellulaires similaires a la plasticité synaptique chez les mammiferes. Un lien a ét€ établi entre
I'expression des récepteurs au glutamate AMPA homologue de GLR-1 et PIX-1 en utilisant la
microscopie quantitative, la cytométrie de flux et des tests de comportement dans des
labyrinthes micro-fluidiques secs. Les résultats suggerent que les animaux mutants pour pix-/
contrbleraient la neurotransmission glutamatcrgique de fagon indirecte. La conservation
fonctionnelle du complexe GIT / PIX / PAK chez les invertébrés permettrait d’utiliser notre
mode¢le dans l'identification de cibles thérapeutiques et de composés actifs contre les
pathologies associées a des mutations dans aPIX et PAK3. II aidera en outre a fournir des
éclaircissements sur la fonction et les mécanismes de régulation des GTPases.

Mots Clés : GTPases monomériques, GIT/PIX/PAK, C. elegans, signalisation cellulaire,
développement embryonnaire, neuro-transmission glutamatergique.



CHAPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE ET INTERETS DE
L’ETUDE

].1 GTPASES MONOMERIQUES ET SIGNALISATION CELLULAIRE

L’objet de cette étude vise la caractérisation d’une plate-forme de signalisation de la super
famille des Ras, composé de régulateurs des GTPases Rhos (Homologue de la famille des
Ras) et des GTPases Arfs (Facteurs de Ribosylation de 1’Adénosine diphosphate) la plate-
forme PIX/GIT. Cette section révisera la régulation de ces deux familles de GTPases ainsi

que les interactions communicatives entre les sous-familles de GTPases monomériques.
1.1.1 PROPRIETES DES GTPASES MONOMERIQUES ET DE LEURS REGULATEURS

Les GTPases monomériques de la superfamille des Ras se classent en cinq sous-familles
(Rab, Arf, Rho, Ran et Ras) et comptent plus de 170 membres. Les GTPases monomériques
sont des commutateurs cellulaires qui permettent la transduction des signaux provenant de
I'extérieur de la cellule en une réponse biologique appropriée. Elles cyclent entre une forme
active liée au GTP (guanosine triphosphate) et une forme inactive liée au GDP (guanosine
diphosphate). Les GTPases monomériques possédent une activité intrinséque d’hydrolyse du
GTP et une activité intrinséque d’échange du GDP pour le GTP (Takai, Sasaki et Matozaki,
2001). Par contre, ces activités intrinséques des GTPases sont faibles et sont catalysées par 3
types de régulateurs: les GAPs (GTPase activating protein), qui régulent [|’activité
GTPasique intrinseque et permettent de passer de la forme active liée au GTP a la forme

inactive liée au GDP, les GEFs (GDP exchange factor), qui régulent I’activité d’échange du



GDP en GTP et permettent de passer de la forme inactive a la forme active, et finalement les
GDIs (GDP dissociation inhibitor), qui séquestrent la GTPase sous sa forme inactive liée au
GDP (Figure 1-1). En plus de bloquer les GTPases sous leur forme inactive liée au GDP, le
régulateur GDI a la capacité de désancrer les GTPases des membranes, en les sé¢questrant
dans le cytoplasme et/ou en leur servant de navette pour [’adressage de ces protéines aux
divers compartiments membranaires. En effet, les GTPases monomériques possedent aussi
des modifications lipidiques post-traductionnelles : elles peuvent étre farnésylées',
géranylgéranylées, palmytoylées ou myristoylées. Ces modifications lipidiques permettent
une distribution subcellulaire précise et 1’ancrage des GTPases au niveau de membranes
cellulaires qui leur sont spécifiques. L’étude des voies de signalisation impliquant les
GTPases est complexifi¢e du fait qu’une méme GTPase régule de multiples voies de
signalisation. Elles s’assemblent en complexe multi-modulaires avec les composantes de la
voie de signalisation qu’elles régulent, cllcs peuvent lier leur effecteur ou leur cible et
s’assembler en complexe multi-modulaire variable, par leurs régulateurs, qui donnent la
spécificité de signalisation et ainsi des processus cellulaires disparates. De plus les GTPases
sont souvent fonctionnellement lices entre elles de maniére hiérarchique dans une voie de
signalisation menant a un processus cellulaire particulier. Done, les voies de signalisation

régulées par les GTPases ne sont jamais strictement linéaires (Hall, 1998)
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FIGURE 1-1 : REGULATION DE L’ACTIVITE DES GTPASES. Les GTPases sont
des commutateurs moléculaires activées par les GEFs, qui catalysent ’activité¢ d’échange du
GDP pour le GTP. A I'inverse, les GTPases sont désactivées par les GAP, qui catalysent
Pactivité d’hydrolyse du GTP en GDP. Le GDI permet de désancrer la GTPase des
membranes, la maintient sous sa forme inactive liée au GDP et lui sert de navette. Tiré de
(Harel et Jenna, 2010)

1.1.2 LES GTPASES ARFS

Les GTPases de la sous-famille des Arfs régulent le bourgeonnement des vésicules, ainsi que
la dynamique du cytosquelette d’actine durant le transport vésiculaire (Radhakrishna et al.,
1999). Chez les mammifeéres, six GTPases Arfs ont été identifices, soit Arfl a Arf6. Les
Arfs comportent, elles aussi, une modification post-traductionnelle : elles sont myristoylées
en position N-terminale. Les Arfs liées au GDP sont retrouvées au niveau du cytosol, vu leur
configuration particuliere masquant la portion myristoylée. Lorsqu’elles sont activées par leur
GEF spécifique, il y a échange du GDP pour le GTP et modification de la conformation, ce
qui permet I’interaction entre la protéine Arf et les phospholipides de la bicouche lipidique de
la membrane. Le changement de conformation permet, de plus, I'interaction de la protéine
Arf avec ses effecteurs, des protéines du manteau sur les vésicules (Goldberg, 1998 ; Roth,

1999). En fait, les protéines Arfs ont la capacité de recruter, au niveau de la membrane, des
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protéines du manteau vésiculaire telles que COPI et COPII (Protéine morphogénique
Constitutive I et II), ainsi que les protéines adaptatrices du complexe Clathrine (AP1 et AP2
(Apatela | et 2)) (Zhu, Drake et Kornfeld, 1999). Ainsi, les Arfs peuvent initier le
bourgeonnement d’une vésicule. Une fois le bourgeon formé, une GAP hydrolyse le GTP et
la protéine Arf est larguée dans le cytosol pour procéder au bourgeonnement de la vésicule
suivante (Figure 1-2). Leur fonction cellulaire se traduit par la régulation du recyclage des
endosomes, la régulation de I’endocytose médiée par les récepteurs, le remodelage du
cytosquelette d’actine sous-jacent a la membrane cellulaire, la propagation des cellules et le
froissement des membranes. Les protéines Arfs régulent donc le remodelage de la membrane.
De fagon intéressante, les GAPs pour les Arfs régulent aussi le remodelage membranaire
induit par la polymérisation de I’actine du cytosquelette, mais de fagon partiellement
indépendante de ’effet des protéines Arfs sur la membrane (Randazzo, Inoue et Bharti,
2007). En fait, les GAPs pour les Arfs agissent en protéines d’échafaudage et peuvent
recruter des effecteurs et des régulateurs des GTPases Rhos. En quelque sorte, la Arf GAP
sert de plateforme d’intégration des signaux cellulaires, conduisant & des changements
coordonnés au niveau de la membrane et du cytosquelette d’actine, nécessaires & la migration
cellulaire par exemple (Randazzo, Inoue et Bharti, 2007). La coordination des GTPases Rhos

et Arfs est ici clairement démontrée.
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FIGURE [-2: CYCLE D’ACTIVATION DES GTPASES ARFS. La GTPase Arf
inactive cst ancrée a la membrane par sa modification lipidique, ou elle pourra interagir avec
sa GEF. Sous sa forme active, liée au GTP, Arf peut interagir avec les protéines du manteau
et lier les récepteurs CARGO de la vésicule en formation. Arf est reléguée au cytosol suite a
son inactivation par sa GAP (Takai, Sasaki et Matozaki, 2001).




1.1.3 LES GTPASES RHOS

Les GTPases de la sous-famille des Rhos régulent ’expression génique, mais sont surtout
reconnues pour leur role de régulateurs de la dynamique du cytosquclette d’actine. Dans le
cadre de cette étude, nous nous intéressons de plus pres a la fonction, mais surtout aux
mécanismes d’intégration et de régulation des GTPase Rhos. Les GTPases Rhos subissent
des modifications lipidiques  post-traductionnelles de  type palmitoylation,
géranylgéranylation et farnésylation en position C- terminale. L’interaction entre les GTPases
Rhos et leurs régulateurs se déroule au niveau de la membrane. C’est par leur modification
lipidique que les GTPase Rhos deviennent en mesure d’interagir avec la membrane. Dans le
cytoplasme, les GTPases Rhos sont retrouvées en complexe avec une GD] Rho (Olofsson,
1999). La modification lipidique permet a ce complexe Rho- GDP/GDI d’étre recruté a la
membrane puis dissocié, de maniére a libérer la GDI. Au niveau de la membrane, une GEF
catalyse I’activité d’échange du GDP pour le GTP (Bokoch, Bohl et Chuang, 1994) et la
GTPase ainsi activée peut interagir avec ses effecteurs, avant d’étre inactivée par une GAP

qui catalyse I’hydrolyse du GTP en GDP (Figure 1-3).
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FIGURE 1-3 : CYCLE D’ACTIVATION DES GTPASES RHOS. Les GTPases Rhos
sont solubles dans le cytosol grace a leur interaction avec GDI, qui les cible a la membrane.
Les GTPases Rhos seront maintenues a la membrane par leur modification lipidique, ou elles
pourront interagir avec leurs régulateurs. Au niveau de la membrane, la GTPase est activée
par une GEF. Sous forme active, la GTPase interagira avec son effecteur pour diriger une
fonction biologique.



L activité des GTPases Rhos, qui se regroupent en 6 classes (Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoD et
TTF), est régulée par des signaux extracellulaires provenant de divers types de récepteurs
membranaires tels que les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs des cytokines,
les récepteurs RTK (Récepteur a activité Tyrosine Kinase) et les récepteurs d’adhésion. Les
Rhos sont activées par les GPCR (G protein coupled receptors) de maniére GTPase-
dépendante vers une sous-unité¢ Ga ou Gfy (Goetzl et An, 1998). Certaines Rhos peuvent
aussi étre activées de manicre GTPase-indépendante, par leur module protéique PDZ
(domaine d’interaction a PSD95 DIgA Zonula occuldens 1), qui permet une interaction
directe avec le GPCR. Les GTPases Rhos peuvent étre activées par une cascade hiérarchique
partant de ’activation de Cdc42, suivie de I’activation de Rac, qui aboutit a I’activation de
Rho (Nobes et Hall, 1995). Dans certains contextes, Ras peut mener a I’activation de Rac
(Walsh et Bar-Sagi, 2001). Ras activera certains effecteurs, qui permettront l’activation
séquentielle de Rac. Parmi ces effecteurs, on rctrouve PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase).
Plus précisément, ’activité kinase de PI3K permet I’enrichissement dcs membranes en PIP3
(Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), ce qui permet le recrutement de diverses GEF
par leur domaine PH (domaine d’homologie a la pleckstrin), telles que Tiaml (T-cell
lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1), Sos (son of sevenless) et Vav
(Rameh et al., 1997). L’activation de ces GEF peut aussi se faire par phosphorylation, par les
Tyrosine kinases de la famille Src (sarcoma). Le signal, dans ce cas, est transmis en passant
soit par les récepteurs aux facteurs de croissance, soit par les intégrines. Divers régulateurs
des Rhos, dont Tiaml et OPHNI (oligophrenine 1), interagissent respectivement avec les
récepteurs au glutamate NMDAR (N-methyl-D-aspartate receptor) et AMPAR (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) (Govek et al., 2004 ; Tohas ef al.,
2005) et transmettent les signaux cellulaires provenant de ces récepteurs en modulant
’activité de RhoA et Rac. En fait, les GTPases Rhos intégrent la multitude de signaux
cellulaires provenant de ces différents récepteurs. Elles traduisent ces signaux en modulant
des voies de signalisation qui menent a la régulation de processus cellulaires complexes, tels
que la migration cellulaire, qui nécessite la coordination hiérarchisée de plusieurs événements

cellulaires et moléculaires.



Les Rhos sont impliquées dans une multitude de processus cellulaires qui requiérent une
réorganisation coordonnée du cytosquelette d’actine : croissance axonale, excroissance des
neurites, morphologie cellulaire, contraction vasculaire, trafic membranaire, adhésion
cellulaire, cytokinese, polarité et division cellulaire. De plus, durant la derniére décennie, leur
implication dans la régulation de I’expression génique et de la prolifération cellulaire a été
mise en évidence (Hall, 1998 ; Van Aelst et D'Souza-Schorey, 1997). Les Rhos sont
impliquées dans la migration cellulaire et les mécanismes métastatiques. Elles régulent aussi
’activation de la voie JNK (c-Jun N-terminal kinases) et NFkB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), ainsi que la NADPH (Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) oxydase. Par contre, les mécanismes par lesquels leurs effecteurs
stimulent les réponses biologiques restent a ce jour peu détaillés. Pareillement,
I’identification des effecteurs reste incompléte. Parmi leurs effecteurs les plus étudiés, on
retrouve une série de kinases, PAK (p2l activated kinase), MRCK (Myotonic dystrophy
kinase related Cdc42-binding kinase), PI3K, MLK (mixed lineage kinase), MLCK (Myosin
light chain Kinase) et ROCK (Rho-associated protein kinase), qui participent toutes a

"organisation du cytosquelette d’actine et la transcription génique.

1.1.4 INTERACTION COMMUNICATIVES ET INTEGRATION DES SIGNAUX
CELLULAIRES PAR LES GTPASES MONOMERIQUES

Les GTPases monomériques régulent des voies de signalisation conduisant a la traduction
d’un signal en un processus cellulaire complexe qui nécessite la coordination de plusieurs
GTPases. Elles jouent un réle clé non seulement en fonction du temps, mais aussi dans la
détermination spatiale des fonctions cellulaires spécifiques. 1l est devenu clair que de
multiples GTPases monomériques forment des cascades de signalisation qui sont impliquées
dans diverses fonctions cellulaires. Les GTPases Rhos se coordonnent entre elles, par
exemple pour la migration des fibroblastes par la trés caractérisée cascade Cdc42/Rac-
1/RhoA (Nobes et Hall, 1995). La coordination entre des GTPases de sous-familles
distinctes existe aussi, par exemple la coordination des GTPases Arfs et Rabs pour le trafic
vésiculaire (Nielsen, Cheung et Ueda, 2008). Dans divers processus cellulaires, tels que la

régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine et le trafic membranaire, il y a



accumnulation d’évidences quant a une coordination entre les GTPases Rho et Arfs (Santy et
Casanova, 2002). En effet, Arfl, permettrait le recrutement de paxillin au niveau des
adhésions focales, alors qu’Arf6 conduit au désassemblage des fibres de stress et la formation
des lamelipodes (D'Souza-Schorey et al, 1997 ; Norman et al., 1998 ; Radhakrishna,
Klausner et Donaldson, 1996), un ensemble de processus auxquels participent les GTPases
Cdc42/Rac/RhoA. Ce type de coordination inter-famille existe aussi entre les GTPases Ras et
Rho et Rab et Rho pour stimuler la prolifération et la mobilité cellulaire (Imamura et al.,
1998 ; Sahai, Olson et Marshall, 2001). De plus, deux GTPases monomériques distinctes
peuvent réguler des fonctions cellulaires de fagon coopérative ou antagoniste. L.’antagonisme
fonctionnel des GTPases Rac/Cdc42 versus la GTPase RhoA est bien caractérisé et se
reproduit dans divers systémes cellulaires et processus. Les GTPases Rhos et Ras, quant a
elles, cooperent par leffecteur de Rac/Cded2, PAK qui permet de faire converger leurs
signaux en activant la voie ERK (extracellular signal regulated kinase)/MAPK (mitogen
activated protein kinase). Une seule GTPase monomérique peut aussi exercer diverses
réponses biologiques a travers son interaction avec différents effecteurs en aval, soit par une
activation séquentielle des effecteurs, au moyen d’une localisation spécifique ou encore par la
formation de plateformes de signalisation, telle la plateforme GIT/PIX, formée de régulateurs
des GTPases Arfs et Rhos. Globalement, les GTPases monomériques exercent ainsi leurs

fonctions en coordonnant leurs actions.

1.1.5 LES GTPASES CHEZ C. ELEGANS

Chez I’homme, on retrouve plus de 170 GTPases de la superfamille des Ras, dont 23
GTPases Rhos (Colicelli, 2004). L’activité de ces 23 GTPases est contrélée par 53 Rho
GAPs (Peck et al., 2002) et 22 Rho GEFs (Schiller et al., 2006). En laboratoire, il est
laborieux d’étudier la signalisation des GTPases a 'aide de modeles murins, en raison de la
grande redondance fonctionnelle des GTPases chez les mammiféres. Cette réalité justifie
I"intérét d’utiliser un modele animal multicellulaire simple tel le nématode C. elegans pour
disséquer les voies de signalisation impliquant les GTPases Rhos. Chez le nématode C.
elegans, on retrouve 6 GTPases Rho : rho-1, cdc-42, mig-2, ced-10 , rac-2 et crp-1. L’état
d’activation de ces GTPases est contrdlé par 13 Rho GEF (Ziel, Matus et Sherwood, 2009) et



20 Rho GAPs. Ces orthologues ne partagent pas seulement une homologie de séquences, les
domaines fonctionnels aussi sont conservés sur ces protéines. Par exemple, on observe la
conservation de la multimodularit€ des Rhos GAPs, ce qui est une indication de la
conservation fonctionnelle entre ’homme et C. elegans (Figure 1-4). Les membres de la
sous-famille des GTPases Rhos, ainsi que leurs cibles, semblent étre assez bien conservés et
ce, de la levure a I'homme. Cette conservation implique que les voies de signalisation et les
fonctions contrélées par ces GTPases puissent également étre conservées dans I’évolution des
eucaryotes.  Ainsi, les études des GTPases utilisant une approche réductionniste, via
I"établissement de modéles génétiquement altérables comme Drosophila megalonaster et C.
elegans, devraient se révéler extrémement utiles pour la caractérisation précise des réseaux de
signalisation régulés par les GTPases, ainsi que pour la détermination de la spécificité de
leurs réponses in vivo. D’ailleurs, I’étude des GTPases Ras dans le contexte systémique du
nématode C. elegans nous a déja permis d’élargir notre compréhension du réseau moléculaire
complexe gouvernant I’activité de Ras. De plus, I’é¢tude des Ras a permis de réaliser que la
voie RTK-Ras-MAPK fonctionne en coordination avec d’autres voies de signalisation, afin
de générer une réponse biologique appropri¢e (Eisenmann ef al., 1998 ; Gleason, Korswagen

et Eisenmann, 2002 ; Moghal et Sternberg, 2003 ; Simske et Kim, 1995).
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FIGURE 1-4: CONSERVATION DES RHO GAPS ENTRE L’HOMME ET LE
NEMATODE. Les domaines protéiques sont conservés entre les Rho GAPs humaines et
celles du nématode, suggérant une conservation fonctionnelle.

1.2 GTPASES RHOS ET DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE

1.2.1 LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE CHEZ LES METAZOAIRES

L’embryogénése est le processus par lequel un embryon se forme et se développe. Le
développement embryonnaire chez les métazoaires permet d’engendrer la diversité cellulaire
et I’organisation cellulaire nécessaires au développement d’un organisme fonctionnel. Ceci
nécessite une régulation précise et spatio-temporelle des signaux cellulaires menant a la
différenciation cellulaire et a la morphogenese des tissus. Le développement adéquat de
’embryon nécessite que I’organisme soit en mesure de coordonner une multitude de signaux

cellulaires menant a des modifications de la morphologie d’une cellule, de son adhésion et de
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sa migration. Ces processus cellulaires, sont le résultat de ’intégration d’une série de

mécanismes qui s’enchainent de maniére hiérarchique.

Certaines des plus importantes étapes du développement embryonnaire sont conservées a
travers les phyla. Le développement des métazoaires passe donc par six étapes communes :
1) la prolifération cellulaire, 2) la différenciation cellulaire, 3) la formation de structure, qui
consiste en l'agglomération des divers types cellulaires, 4) la motilité et la migration
cellulaires, 5) 1'apoptose et 6) la morphogenése de l'embryon, qui paracheve le

développement.

La division cellulaire est étroitement liée a la différenciation cellulaire, puisque la condition
requise pour la division cellulaire dépend du besoin de 1’organisme pour les divers types
cellulaires. De méme, la détermination du destin cellulaire se poursuit parallelement a la
formation des structures cellulaires. La formation de ces structures nécessite 1’organisation
spatiale des divers types cellulaires afin qu’ils fagonnent des tissus ou des organes. Ce
processus peut s’accompagner de migration cellulaire. Bref, les étapes morphogéniques
consistent en la modification de la forme de I’embryon et ou de ses organes et les GTPases
Rhos sont des joueuses clés de chacun de ces événements dévelopementaux. Par contre, cette

¢tude ce concentrera sur les évenements de morphogenese de I’embryon.

1.2.2 LA MORPHOGENESE

La morphogenése de I’embryon résulte de modifications de la structure et des interactions
cellulaires (cellules/cellules; cellules/substrat), lors de la formation des tissus et des organes.
Un schéma fixe est établi au début du développement : la taille et la forme de I’organisme
sont prédéterminées.  Les processus morphogénétiques dépendent de la plasticité

morphologique des cellules, de leurs points d’ancrage et de la communication intercellulaire.

1.2.3 ADHERENCE CELLULAIRE
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Il existe deux types d’adhérence : I’adhérence intercellulaire et I’adhérence cellulaire a la
matrice extracellulaire. Dans le cas de I’adhérence intercellulaire, les cellules sont liées par
des jonctions serrées, des jonctions adhérentes et des desmosomes, alors que dans le second
cas, les cellules sont liées a la matrice par les adhésions focales et les hémi-desmosomes.
Trois familles de protéines transmembranaires ont ¢té identifiées comme responsables de

I’adhésion cellulaire : les cadhérines, les intégrines et les immunoglobulines.

Les cadhérines forment une famille de glycoprotéines transmembranaires calcium-
dépendante impliquée dans 1’adhésion cellule-cellule et de I’adhésion cellule-matrice
extracellulaire. En effet, elles sont des composantes des jonctions adhérentes et des
desmosomes et se retrouvent aussi aux adhésions focales (Ashburner ef al., 2000 ; Barbe ef
al., 2008). Elles sont nécessaires au bon fonctionnement cellulaire et au maintien de
’architecture cellulaire. Selon les systémes biologiques et les cadhérines en jeu, elles
régulent positivement ou négativement [’adhésion cellulaire et dans d’autrescas, favorise la
migration cellulaire (Ivanov ef al., 2004 ; Mukoyama et al., 2007). Les différents membres
de la famille des cadhérines possédent un patron d’expression tissulaire qui leur est
spécifique. L’expression des cadhérines dans I’embryon est régulée de maniere
spatiotemporelle stricte pour coordonner une variété d’événements morphogéniques
(Takeichi ef al., 1989). Les cadhérines modulent la ségrégation des populations cellulaires
durant le développement et cette ségrégation se fonde sur les interactions homophiliques
entre les cadhérines exprimées a la surface de deux cellules en contact. Cette spécificité
d’adhérence qualitative fournit un mécanisme pour l’assemblage des différents types

d’agrégats cellulaires.

Les intégrines forment une famille de récepteurspermettant I’interaction entre la membrane
cellulaire et Ja matrice extracellulaire ou encore entre deux cellules. Par conséquent, tout
comme les cadhérines, les intégrines sont des composantes des adhésions focales et des hémi-
desmosomes et ont pour ligands la fibronectine, le collagene et la laminine, trois composantes
de la matrice extracellulaire, ainsi que les filaments d’actine. Les intégrines sont des

régulateurs de la mobilité et de la morphogenese cellulaires. Les connections établies entre la
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matrice extracellulaire, la membrane et le cytosquelette d’actine permettent a la cellule de
supporter des forces de traction, tout en restant attachée a la matrice. La création de ces
connexions, entre la cellule et la matrice, est d’une importance cruciale dans les processus

morphogenétiques.

Ensemble, les cadhérines et les intégrines sont responsables de ’adhérence cellulaire et
coordonnent la migration cellulaire. Aux adhésions focales, _on retrouve certaines cadhérines
(Barbe et al., 2008) et les intégrines, mais ces structures cellulaires sont, en réalité,
composées de méga-complexes protéiques ou on retrouve aussi, GIT-1 (G protein coupled
receptor kinase-interacting protein), B-PIX (p21 activated kinase interacting exchange factor),
PAK, la myosine (chaines Iégéres et lourdes), af-Parvin, ainsi qu’une série de kinases (FAK
(focal adhesion kinase), LIMK (LIM motif-containing protein Kinase), ILK (integrin-linked
kinase)) et de régulateurs des GTPases Rhos, entre autres (GO _REF :0000023) (Ashburner et
al., 2000 ; Barbe et al., 2008). 1l existe deux types de complexes d’adhésion focaux, soit les
complexes Rho-dépendants et les complexes Rac/Cdc42-dépendants. Le premier permet la
formation d’adhésions focales trés stables, qui supportent I’adhérence de la cellule sur son
substrat. Le second permet la formation de complexes focaux, qui ont une stabilité transitoire
et qui aident la cellule a avoir un point d’attachement pour générer les contractions
nécessaires a sa migration. La transition entre les complexes Rhos dépendants et les
complexes Rac/Cdc42 dépendant permet [I’initiation de la migration ou vice versa,

’attachement de la cellule a son point d’arrivée.

L’altération de la capacité d’adhérence cellulaire peut conduire a diverses pathologies dont
des troubles cardiovasculaires, des malformations, des troubles immunitaires et diverses

myopathies.

1.2.4 LA MIGRATION CELLULAIRE

La migration cellulaire est un processus nécessaire au développement et au maintien de
Uintégrité¢ des métazoaires. La formation des structures cellulaires (tissus et organes) découle

de la motilité d’une cellule et de son déplacement dans une direction donnée vers son
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emplacement définitif. La motilité cellulaire est donc initiatrice de nombreux processus

morphogénétiques durant I’embryogénése.

La migration cellulaire est un processus dynamique et cyclique. La cellule migrante cycle
d’un état d’adhérence a un état d’extension, suivi d’un état de contraction et d’une ré-
adhérence (Figure 1-5). Ce cycle se répétent jusqu’a [’atteinte de I’emplacement définitif. La
cellule adhérente est liée a son substrat qu’est la matrice extracellulaire et migre vers les
complexes d’adhérence focale, qui incluent les intégrines. Les intégrines sont le lien entre la
matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine, par leurs interactions avec des complexes
protéiques, eux-mémes associés a I’actine. Elles sont adressées a la membrane saillante
(avant de la cellule) et, quand elles se retrouvent a I’arriere, elles sont endocytées et recyclées
pour étre ciblées a nouveau a la membrane saillante. La migration de la cellule est amorcée
par I’extension de filopodes/lamellipodes, qui sont une projection du cytosquelette d'actine a
Iextrémité mobile de la cellule en migration. Lors de I’étape d’extension, il y a
polymérisation locale de ’actine par I’action d” Arp2/3 (Nuclear actin-related protein 2/3),
qui sert de site de nucléation pour les nouveaux filaments d'actine, ce qui crée le mouvement
de la membrane. Les lamellipodes sont riches en micro-filaments d’actines et ces derniers,
lorsqu’ils s’étendent, s’attachent au substrat qu’est la matrice extracellulaire, au moyen des
sites d’ancrage temporaires, les complexes d’adhésion focale, toujours par I’interaction des
intégrines avec la matrice. Il s’agit de I’étape de ré-adhérence. Cette étape est suivie d’une
contraction de I’appareil actine-myosine, qui permet la translocation de la cellule (cytoplasme
et organelles) vers la partie saillante de la membrane. Finalement, la libération des
connexions adhésives a l'arriere de la cellule et la rétraction de la queue terminent le cycle.

(Figure 1-5).
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FIGURE 1-5: LES ETAPES DE LA MIGRATION CELLULAIRE. La migration
cellulaire s’effectue en 3 étapes. Elle est initiée par la formation de protubérances
filopode/lamellipode a I’avant de la cellule. Elle est suivie d’une adhérence de ces
protubérances et se termine par une dé-adhésion, qui est en fait une rétraction de I’arriere de
la cellule.

Cette cascade d’événements conduisant a la motilité cellulaire est trés bien caractérisée et
implique les GTPases de la sous-famille des Rhos. Cdc42 promeut la formation de filopodes,
qui sont en fait de minces projections cytoplasmiques, qui s'étendent jusqu’a la pointe des
cellules en migration. Cdc42 favorise aussi ’activation de Rac, qui régule la formation des
lamellipodes. Les lamellipodes contiennent un maillage d’actine bidimensionnelle, qui
permet a la structure toute entiere de la cellule de se mouvoir sur son substrat. Rac stimule
ensuite ’activation de Rho. Rho régule la formation de fibres de tension. Les fibres de
tension sont des structures d'ordre élevé dans les cellules et se composent de filaments
d'actine, de protéines de réticulation et de myosine de type Il. Les fibres de tension sont
ancrées a la membrane de la cellule et les sites de cet ancrage sont également reliés a des
structures de la matrice extracellulaire. Ces sites sont appelés les complexes d’adhérence
focale. Donc, Rac et Cdcd2 favorisent la migration par la polymérisation d’actine a
’extrémité saillante de la membrane, alors que Rho favorise la contraction de I’appareil
d’actine-myosine, suite a la ré-adhérence de par son effet sur [activité de la myosine II par
I’activation de ROCK (Figure 1-6). Cette contractilité favoriserait de surcroit la dissolution
des complexes d’adhésion focale transitoire a I’arriere de la cellule et permet de perpétuer le
cycle de la migration (Lauffenburger et Horwitz, 1996). Concurremment, Rho permet la

formation de complexes d’adhésion focale stables et durables, ce qui avantage la fixation des



16

cellules a la matrice extracellulaire. De maniére intéressante, durant la migration cellulaire,
Rho est exclusivement localisée a l'arriere de la cellule, alors que Rac et Cdc42 sont

localisées a la membrane saillante (Lauffenburger et Horwitz, 1996 ; Nobes et Hall, 1995).

Filopodia

y\\/Actin filaments

Lamellipodia
Ruffles

Stress fibers Q

Focal adhesion

FIGURE 1-6 : LA CASCADE DE SIGNALISATION PAR LES GTPASES AU
COURS DE LA MIGRATION CELLULAIRE. Dans une cellule en migration, la
GTPases Cdc42, est active a la membrane saillante et permet la formation de filopodes.
Cdc42 activera Rac a la membrane saillante qui permettra [’accumulation de filaments
d’actine et la formation des lamellipodes. Simultanément a ’arriére de la cellule, Rho
favorisera la formation de fibres de stress, qui permettent la contraction et ’avancement de la
cellule. Tiré et adapté de (Takai, Sasaki et Matozaki, 2001)

11 a été mentionné que, lors de la migration cellulaire, le trafic vésiculaire de certains
récepteurs, tels que les intégrines, joue un rodle important. 11 est aujourd’hui clairement
démontré que le recyclage des molécules d’adhésion est important pour la formation des
membranes saillantes et la migration cellulaire. De plus, la composition des membranes en
avant et en arriere de la cellule en migration différe, ce qui entraine une régulation

particuliére du trafic vésiculaire durant la migration cellulaire.
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Vu le role capital des GTPases Rhos dans la migration cellulaire et leur activation spatio-
temporelle qui semble étre essentielle a ce processus, 1l n’est pas surprenant que des
mutations des GTPases ou de leurs régulateurs soient responsables de pathologies telles que

le diabéte, les déficits immunologiques, la microphtalmie, etc.

1.3 GTPASE RHOS ET LE RETARD MENTAL

1.3.1 LE RETARD MENTAL

Le retard mental (RM) est une déficience globale des capacités cognitives d’un individu qui
se caractérise par un quotient intellectuel inférieur a 70 (Ramakers, 2002). Le RM est associé
a une altération de la structure et de la densité des €pines dendritiques (Blanpied et Ehlers,
2004). L’altération résulte d'un déséquilibre des voies de signalisation contrdlant la formation
des synapses (synaptogené¢se) et la modulation de l'efficacité de la transmission synaptique
(plasticité synaptique (PS)). Ces mécanismes dépendent de [’activation de récepteurs au
niveau des synapses, tels les récepteurs du glutamate (mGIluR (metabotropic glutamate
receptor), NMDAR, AMPAR), les récepteurs ephrin (Eph) et dopamine (DOP) entre autres
(Bourgin et al., 2007 ; Lau et Zukin, 2007 ; Malinow et Malenka, 2002 ; Murai et al., 2003).
Au niveau macro-anatomique, des études neuro-pathologiques ont montré que le RM est
associé a des altérations de la structure du cortex cérébral et de I’hippocampe. Les formes de
RM les plus séveres sont associées a des malformations du cerveau et a la microcéphalie
(Dierssen et Ramakers, 2006), ainsi qu’a une réduction du nombre de neurones. Dans certains
cas, le RM peut résulter d’une migration anormale des neurones du cortex cérébral. Ces
altérations entrainent une réduction significative du réseau d’interconnexion du cerveau. Les
formes 1égeres de RM se caractérisent plut6t par une pathologie au niveau des dendrites
(Kaufmann et Moser, 2000). En fait, ce type de RM dépend de [’altération de la connectivité
neuronale (Purpura, 1974). La caractéristique du RM non-spécifique est une réduction de la
densité des épines dendritiques et une prédominance des épines dendritiques longues et
minces, aux dépens des épines dendritiques matures présentant une morphologie de
champignon au niveau de I’hippocampe et du cortex cérébral. Cette corrélation entre la

forme, la densité, le développement de ’arbre dendritique et le RM a été montrée pour les
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syndromes de Down, du X fragile, de Rett, de Williams et de Rubinstein-Taybi (Armstrong ef
al., 1995 ; Guidi et al., 2008 ; Pfeiffer et Huber, 2007 ; Pogacar, Nora et Kemper, 1973), ainsi
que pour les formes de RM non-spécifiques (Kaufmann et Moser, 2000). Les troubles de la
régulation de I’activité synaptique et de la morphogenése des épines dendritiques scmblent

donc étre liés a des mutations de geénes en cause dans la pathologie du RM (Figure 1-7).

Rétrécissement des
épines dendritiques
Internalisation des récepteurs

Maturation des épines dendritiques
Accumulation des récepteurs aux MPS

FIGURE 1-7 : PATHOLOGIES DENDRITIQUES ET RETARD MENTAL. A) Le
syndrome de Rett se caractérise par une accentuation de la DLT au niveau des neurones de
I’hippocampe et a une diminution de la densité des ¢pines dendritiques. Le syndrome du X
fragile se caractérise par une augmentation de la densité d’épines dendritiques longues et
fines au niveau des neurones de I’hippocampe et du néocortex. B) L’ établissement de la PLT
est associé a une augmentation de I’efficacité de transmission synaptique au niveau des
neurones de I’hippocampe, a la maturation des boutons post-synaptiques qui adoptent une
morphologie en forme de champignon, I’accumulation des récepteurs au glutamate au niveau
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des membranes post-synaptiques et a la création de nouvelles synapses (synaptogenése).
L’établissement de la DLT est associé aux processus cellulaires inverses. Tiré de (Harel et
Jenna, 2010)

1.3.2 LE SIEGE DE LA COGNITION

La cognition correspond a la capacit¢ d’un individu a apprendre par le traitement et
'intégration de I’information mémorisée et disponible dans son environnement. Le
séquengage du génome humain a permis d’identifier plus de 300 génes responsables du retard
mental chez I’homme. Les études anatomiques des cerveaux de gens atteints de retard mental,
une pathologie caractérisée par un déficit cognitif, ont permis d’identifier que I’hippocampe,
mais aussi le cortex cérébral sont structurellement altérés dans la majorité des cas de retard
mental : diminution du nombre de synapses, diminution du nombre de neurones, migration et
développement neuronal altérés. D’ailleurs, I’hippocampe et le cortex cérébral sont
aujourd’hui largement reconnus comme le siége de la cognition. Leurs altérations cntrainent,
entre autres, une réduction du réseau d’interconnexions du cerveau. L’établissement de la
cognition et de la mémoire, ainsi que [’acquisition de nouveaux apprentissages, sont régis
par différentes régions du cerveau et dépendent des connections entre ces différentes régions.
L’hippocampe est le siége de la mémoire spatiale, la mémoire de reconnaissance et la
mémoire a court terme (Lynch, 2004). Le cortex est, quant a lui, responsable de la mémoire
spatiale et de la mémoire a court terme, mais aussi des mémoires sensorielles (visuelle,
tactile, gustative, et auditive) (Morris et al., 1990). Le cervelet participe aux apprentissages
par conditionnement et a I’apprentissage des habiletés motrices (Pascalis et Bachevalier,
1999 ; Squire, Amaral et Press, 1990). La cognition dépend donc non seulement de ’intégrité
de ces régions du cerveau, mais aussi de ’intégrité du réseau d’interconnexion de ces

régions.
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1.3.3 LA PLASTICITE SYNAPTIQUE ET LA COGNITION

La plasticité synaptique (PS) consiste en la propension d’une synapse a moduler efficacité
de transmission synaptique. La transmission synaptique est une mesure de la communication
entre 1'axone et les dendrites (Richter et Klann, 2009), reflétant ainsi I’ampleur de ces
connections synaptiques. La transmission synaptique peut étre modifiée par la fréquence et la
durée de stimulation des synapses. La PS dépend donc de processus moléculaires et
cellulaires permettant une optimisation de I’efficacité de transmission synaptique, qu’on
appelle aussi la potentialisation a long terme (PLT) ou encore une dépréciation de I’efficacité
de transmission synaptique, soit la dépression a long terme (DLT). L’équilibre entre la PLT
et la DLT est sous-jacent a I’établissement de la cognition. Pour décupler I’efficacité de
transmission synaptique, I’augmentation de la réceptivité de la cellule post-synaptique aux
signaux provenant de la cellule pré-synaptique est nécessaire (Malenka et Bear, 2004). La
PLT permet cette amélioration de la réceptivité de la cellule post-synaptique aux
neurotransmetteurs en augmentant le nombre et 'activité des récepteurs glutamatergiques a la
surface de sa membrane (Malenka et Bear, 2004). La DLT résulte, quant a elle, d’une
diminution de la densité des récepteurs glutamatergiques a la membrane post-synaptique et
possiblement d’une diminution du largage des neurotransmetteurs dans la fente synaptique.
Plusieurs formes de RM sont associées a une altération de la morphologie des épines
dendritiques (Kaufmann et Moser, 2000). En effet, la PLT et la DLT peuvent entrainer
I’altération de la morphologie des épines dendritiques. La morphologie des épines
dendritiques est importante pour une efficacité de transmission optimale, puisque le volume
d’une épine dendritique est proportionnel a I’aire de la synapse, au nombre de récepteurs
post-synaptiques et au nombre de vésicules pré-synaptiques larguées dans la fente synaptique
(Nusser ef al,, 1998 ; Schikorski et Stevens, 1997). La PS inclut aussi des modifications
structurales de I’arbre dendritique, qui entrainent soit une augmentation ou une dimtnution du
nombre total de synapses (Chklovskii, 2004 ; Dillon et Goda, 2005). Ainsi, il a été montré
que la PLT stimule la formation de nouvelles épines dendritiques pour les neurones recevant
la stimulation (Engert et Bonhoeffer, 1999). La cognition dépend donc de 1’équilibre entre le

développement de nouvelles synapses et la suppression de synapses existantes. L’ensemble
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de ces processus de plasticité synaptique constitue la base cellulaire de la cognition et des

apprentissages.

1.3.4 LES VOIES DE SIGNALISATION CONTROLANT LA PLASTICITE
SYNAPTIQUE

Deux types de voies de signalisation sont sollicités dans la plasticité synaptique, soit une voie
rapide et une voie lente. La voie lente entraine I’initiation de la transcription et/ou de la
traduction de certains genes importants pour la consolidation de la PLT. En effet, 'utilisation
d’inhibiteurs de la transcription ct dc la traduction interrompt la consolidation de la PLT
(Ran et al., 2009). De plus, des études ont exposé que I’on retrouvait des ribosomes, des
facteurs de traduction et des ARNm dans le corps cellulaire des neurones, mais aussi au
niveau des synapses et des dendrites (Sutton et Schuman, 2006 ; Zhong, Zhang et Bloch,
2006). Ces données suggerent fortement qu’une synthese locale de protéines puisse aussi
étre responsable de [’établissement d’une plasticité synaptique soutenue. Par corrélation,
I’établissement de la mémoire a long terme nécessite aussi la consolidation et le maintien des
changements induits par la PLT. Plusieurs génes identifiés dans des formes non-
syndromiques de retard mental codent pour des protéines jouant un réle dans la régulation de
la transcription ou encore dans la régulation de la synthése locale de protéines (Figure 1-8).
Les principales voies comprennent, entre autres, FMRP (Fragile X Mental Retardation
Protein), une protéine affine de I'’ARNm, responsable du syndrome de I’X Fragile (Huber et
al., 2002), et NF1 (neurofibromin 1), une protéine responsable du retard mental chez les
patients souffrant de neurofibromatose de type-1. NF-1 est une GAP pour Ras et régule
négativement la voie ERK/MAPK qui conduit a la transcription de génes codant pour des
protéines connues pour leur réle dans la plasticité et la morphologie synaptiques (Trovo-
Marqui et Tajara, 2006). D’autres membres de la cascade ERK/MAPK ont été identifiés pour
étre responsables de forme de retard mental syndromique, comme RSK2 (Ribosomal S6
protein kinase 2) et CBP (Creb binding protein), qui sont respectivement en cause dans le
syndrome de Coffin Lowry et de Rubinstein-Taybi (Petrij et al., 1995 ; Trivier et al., 1996).
En fait, RSK2 et CI%P se dissocient suite a la phosphorylation de RSK2 par ERK et sont

transloqués au noyau, ou ils promeuvent I’ouverture de la chromatine et favorisent ainsi la
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transcription génique (Chrivia ef al., 1993 ; Sassone-Corsi et al., 1999). FMRP régule le
transport et Ja stabilit¢ des ARNm et sa liaison aux ARNm réprime la traduction de ces
ARNm au niveau des synapses et des dendrites (Laggerbauer et al, 2001). Par exemple,
FMRP a été mise en évidence pour lier I’ARNm de Rac et inhiber sa traduction (Schenck et
al., 2003). De fagon intéressante, PAK est un effecteur de Rac qui mene a ’activation de la
voie ERK/MAPK (Meng et al., 2005) et qui interagit physiquement avec FMRP (Hayashi et
al., 2007). PAK est aussi concernée dans la pathologie du retard mental et son inactivation
par des inhibiteurs chimiques restaure le phénotype sauvage chez le modele de souris pour le
syndrome du X fragile (KO pour FMRP) (Hayashi et al., 2007). PAK est une protéine qui
joue un rble pivot dans la plasticité synaptique, puisqu’elle est comprise dans la régulation de
la transcription dans les évenements de plasticité synaptique soutenue, mais aussi dans la
régulation d’évenements plus dynamiques, tels que la réorganisation du cytosquelette

d’actine.

Transcription génique

FIGURE 1-8 : LA VOIE LENTE MENANT A LA CONSOLIDATION DE LA PLT.
L’établissement d’une plasticité synaptique soutenue implique des voies de signalisation et
des protéines ayant un role dans la régulation de la transcription et de la traduction.
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La voie rapide est, quant a elle, responsable de modifications instantanées et non persistantes,
telles que le remodelage du cytosquelette d’actine et I’adressage des récepteurs au glutamate
a la membrane post-synaptiques, qui correlent avec I'initiation de la consolidation de la PLT
et I’établissement de la mémoire a court termc. La voie rapide nécessite I’activation rapide du
protééme synaptique. Le role de PAK dans la régulation de la dynamique du cytosquelette
d’actine a été mentionné précédemment et suggére I’implication des GTPases Rhos dans ces
processus de plasticité synaptique a court terme. En effet, les GTPases de la sous-famille des
Rhos sont reconnues pour leur fonction dans la régulation de la dynamique du cytosquelette
d’actine, mais aussi dans le trafic vésiculaire des récepteurs. 1l est intéressant d’observer que
certaines composantes de la voie lente sont aussi présentes dans la voie rapide (Figure 1-7 et
1-8), soit PAK, mais aussi NF] et Ras qui peuvent stimuler I’activation des GTPases Rhos,
directement ou en activant leur GEF spécifique (Figure 1-9). Les GTPases Rhos, dont Rac-1,
Cdc42 et Rho-1, participent a la réorganisation du cytosquelette d’actine et plusieurs de leurs

régulateurs ont ét¢ identifiés dans la pathologie du RM (Ramakers, 2002).
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FIGURE 1-9 : LA VOIE RAPIDE MENANT A L’INITIATION DE LA PLT. Les
modifications instantanées et non persistantes conduisant a 'initiation de la PLT passent par

la régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine, un processus sous le contréle des
GTPases Rhos.

1.3.5 IMPLICATION DES GTPASES MONOMERIQUES ET RETARD MENTAL

Le séquencage du génome humain a facilité I’identification des génes responsables du RM.
Parmi eux, plusieurs sont des régulateurs ou des effecteurs des petites protéines G (Figure 1 -
10). Entre autre, oligophrenin |, une GAP pour RhoA ((Billuart e al., 1998); a-P1X et FGD-
1, deux GEF de Rac et Cdc42, (Estrada, Caron et Gorski, 2001 ; Kutsche ef al., 2000 ; Zheng
et al., 1996), PAK3, une kinase effectrice de Rac/Cdc42 (Bagrodia ef al., 1995), MEGAP et
OCRLI1 des GAPs de Rac et Cdc42 (Endris et al., 2002 ; Faucherre ef al., 2003). D’autres
régulateurs de la superfamille des Ras ont aussi été identifiés : TSC2 cst une GAP de Rapl et
Rab5 (Wienecke, Konig et DeClue, 1995 ; Xiao ef al., 1997), NFI, une GAP de Ras
(Gutmann, Wood et Collins, 1991) et GDI1, un GDI des GTPases Rab (Bachner ez al., 1995).

La machinerie de régulation des petites protéines G est donc vivement sollicitée dans la
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morphogenese des épines dendritiques et la plasticité synaptique chez les mammiféres. Elles
contrdlent les voies de signalisation qui maintiennent 1’équilibre entre PLT et la DLT, entre la
synaptogenése et 1’¢lagage des synapses et ce en aval des récepteurs NMDAR, AMPAR,
mGluR, EphR, Notch, Dopamine et FGFR (fibroblast growth factor receptor). Ces voies de
signalisation contrdlent l'accumulation d’ AMPARS et des protéines associées a la membrane
post-synaptique, l'activation de la traduction locale, ainsi que la morphologie des épines

dendritiques et des synapses, grace au contréle du remodelage du cytosquelette d'actine

(Figure 1-10).
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FIGURE 1-10: LES GTPASES MONOMERIQUES ET LE RETARD MENTAL.
Sont représentées les GTPases identifiées pour leur implication dans la pathologie du retard

mental (en bleu) ainsi que leurs régulateurs, les GAP (en rose) et les GEF (en vert).

1.3.6 GTPASES RHOS ET PLT/DLT

La consolidation de la PLT, comme mentionné précédemment, se produit en deux phases :

une phase initiale (consolidation rapide), d’une durée de 10 a 30 minutes, et une phase lente

(consolidation tardive), qui nécessite la synthése de nouvelles protéines. La phase initiale suit

I’induction de la PLT qui cause [apparition d’actine-F (actine filamenteuse) et,
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subséquemment, une modification cyto-architecturale de I’épine dendritiquc et de la synapse.
Des €tudes récentes ont souligné I"importance de Iintégrit¢ du cytosquelette pour le maintien
et I’établissement de la PLT. L’utilisation d’agents bloquant la polymeérisation de ’actine a
pour effet de déstabiliser 1’établissement de la PLT (Krucker, Siggins et Halpain, 2000).
Alors, ’hypothése selon laquelle les GTPases Rho pourraient avoir un rdle direct dans
I’établissement de la PLT et, donc, de la mémoire & long terme est extrémement plausible vu
leur réle central dans la régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine. Ce n’est que
trés récemment qu’un lien direct entre la signalisation par les GTPases Rhos et la PLT fut
établi. 11 a été démontré que ’induction de la PLT active une voie de régulation de 'actine et
altere la morphologie des synapses des €pines dendritiques recevant le signal dans un systéme
de culture de cellules de ’hippocampe (Chen et al., 2007). Dans cctte étude, il a €té montré
que le nombre d’épines dendritiques exprimant PAK phosphorylé et Cofilin phosphorylé, une
cible de PAK impliquée dans la réorganisation du cytosquelette d’actine, est augmenté et que
ces ¢pines ont des synapses plus larges et une morphologie en champignon offrant une
surface plus importante. Ces données montrent le role de PAK dans la stabilisation de la PLT
et I’importance de la morphologie en champignon pour la consolidation de la PLT. PAK étant
un effecteur connu des GTPases Rho, Rac et Cdc42, il ne manque qu’un lien pour confirmer
’implication de la signalisation des GTPases Rhos dans I’établissement de la PLT. Trés
récemment, une étude a démontré I"implication de deux voies de signalisation nécessaires a
la consolidation de la PLT (Rex et al, 2009). La premiére voie est régulée par RhoA, qui
mene a ’activation de ROCK, une kinase eftectrice de Rho, qui phosphoryle Cofilin et qui
promeut la réorganisation du cytosquelette d’actine. La seconde voie implique Rac et PAK,
qui stabiliseront les filaments d’actine nouvellement formés. Les mécanismes de régulation
de la morphologie et de la connectivité de I’arbre dendritique dépendent donc de la
dynamique du cytosquelette d’actine, qui est elle-méme régulée par les GTPases Rhos. La
modulation de ’activité des GTPases Rhos a donc un effet direct sur le réarrangement du
cytosquelette d’actine, sur l’augmentation de la neurotransmission et de la plasticité
synaptique, ainsi que sur 1’amélioration des capacités cognitives (apprentissages et mémoire)
(Diana et al., 2007). En fait, le maintien de I’équilibre entre la PLT et la DLT permet le

développement, la maturation et les modifications morphologiques des épines dendritiques,
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en plus de ’augmentation du nombre de récepteurs a la membrane post-synaptique. 11 s’agit

d’un ensemble de processus cellulaires connus pour étre régulés par les GTPases Rhos.

1.3.7 GTPASES RHOS ET FORMATION/MORPHOLOGIE DES EPINES
DENDRITIQUES ET DES SYNAPSES

Une des caractéristiques des patients souffrant de RM est la structure et la morphologie
altérées des dendrites et des synapses de leurs neurones (Kaufmann et Moser, 2000). Les
épines dendritiques et les synapses sont trés plastiques et sont capables de modifier leur
morphologie de maniére trés dynamique. Un défaut de la régulation du cytosquclette d’actine
peut, par conséquent, affecter la dynamique sous-jacente a ces modifications structurales et
morphologiques nécessaires au développement des connexions neuronales. Les GTPases
Rhos sont des régulateurs clés de cette dynamique. L’utilisation de mutants dominants
négatifs (DN) ou constitutivement actifs (CA) des différentes GTPases a souligné que le
déséquilibre, dans un sens comme dans ’autre, conduit a une altération structurale et
morphologique des dendrites et des synapses (Govek, Newey et Van Aelst, 2005). Ceci
souléve I’importance de la succession cyclique d’activations et d’inactivations des GTPases
dans le contrdle de la plasticité synaptique (Govek, Newey et Van Aelst, 2005). De cette
maniere, les régulateurs GEF et GAP de ces GTPases sont d’une importance capitale dans le
controle de ces processus. Il a ét€¢ montré & maintes reprises que RhoA, dont Iactivité est
régulée par la GAP OPHNI, engendre un effet négatif sur le développement de ’arbre
dendritique, dans différents modeéles expérimentaux tels que les cellules du ganglion de la
rétine de Xenopus (Ruchhoeft et al., 1999), les neurones chez la Drosophile (Lee et al.,
2000), ainsi que les neurones hippocampiques de rats et de souris (Ahnert-Hilger et al., 2004
; Pilpel et Segal, 2004). Cet effet est concilié par I’activation de la kinase effectrice ROCK
(Riento et Ridley, 2003). RhoA est aussi impliqué dans la morphogenese des épines
dendritiques. Des mutants de RhoA constitutivement actifs (CA) ont permis de mettre en
évidence son role négatif sur la formation et le maintien des épines dendritiques des neurones
de I’hippocampe (Nakayama, Harms et Luo, 2000). La réduction de I’expression d’OPHN1
récapitule les effets de RhoA CA, alors que I'inhibition de ROCK, I'effecteur de RhoA,

permet de rétablir la morphogenése normale. Ceci suggere que I’effet de RhoA et OPHN-1,
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sur la morphologie des épines dendritique et la structure de I’arbrc dendritique, est dii en
partie a une régulation altérée du cytosquelette d’actine (Govek ef al., 2004). Rac et Cdc42,
telles que mises en évidence dans d’autres systemes cellulaires (ex. : fibroblaste), ont aussi
une fonction antagoniste a Rho. L’effet de Rac/Cdc42 CA et de Rac/Cdc42 DN est contraire
aux effets de RhoA CA et DN. Ainsj, ’activité de Rac et Cdc4?2 est nécessaire a la formation
et au maintien des €pines dendritiques (Nakayama, Harms et Luo, 2000}, tout comme elle est
un important déterminant de la structure de ’arbre dendritique a 1'égard des branchements et
du remodelage. Tiaml, une GEF de Rac, stimule la formation des épines dendritiques et
I’¢élaboration d’un arbre dendritique complexe au niveau des neurones de I’hippocampe
(Tolias et al., 2005). PIX, une GEF pour Cdc42, participe aussi a la morphogenése et la
formation des dendrites (Zhang et al., 2005). Cette GEF est recrutée par GIT aux protrusions
des synapses en formation (Bagrodia ef al., 1999 ; Zhang ef al., 2005). PAK est I’effecteur
principal qui traduit les signaux cellulaires provenant de Rac et Cdc42, vers le cytosquelette

d’actine (Kreis et Barnier, 2009).

1.3.8 GTPASES RHOS ET TRANSPORT VESICULAIRE

Les GTPases Rhos régulent de nombreuses étapes du trafic vésiculaire. Elles régulent
’endocytose clathrine-dépendante, mais aussi la macropinocytose, la phagocytose,
’exocytose, ainsi que le trafic de divers récepteurs. Entre autres, les GTPases Rhos
pourraient affecter I’endocytose clathrine-dépendante par leur action sur le cytosquelette
d’actine. En effet, la dynamique du cytosquelette d’actine et la contractilité de ’appareil
d’actine-myosine participent & diverses étapes du processus d’endocytose, telles que
I’invagination de la membrane, la dissolution de I’actine corticale et la fission des vésicules
du manteau (Ridley, 2006 ; Symons et Rusk, 2003). La localisation des GTPases Rhos a
différentes membranes peut justifier leurs fonctions disparates aux étapes distinctes du trafic
des récepteurs. Hypothétiquement, cette fonction des GTPases dans le trafic vésiculaire
passerait par la coordination de la dynamique du cytosquelette d’actine et les interactions
communicatives avec les GTPases des autres familles, dont les Arfs et les Rabs. Le lien entre
les GTPases Rhos, le cytosquelette d’actine et le trafic des récepteurs n’a jamais ét€¢ démontré

clairement. Par contre, il a été montré que le trafic du récepteur au glutamate AMPA
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nécessite la dynamique du cytosquelette d’actine (Bredt et Nicoll, 2003) et que Racl peut
induire ’adressage et I’accumulation des récepteurs au glutamate AMPA aux membranes
post-synaptiques (Wiens, Lin et Liao, 2005). RhoA a aussi été proposée pour réguler le trafic
de certains canaux loniques neuronaux (Stirling, Williams et Morielli, 2009). Le rdle des
GTPases Rhos dans le trafic des récepteurs neuronaux suggére leur implication directe dans

les événements de plasticité synaptique.

1.4 PIX GIT ET PAK: UNE PLATEFORME DE SIGNALISATION

Les GTPases Rhos régulent une abondance de processus cellulaires. 11 a été mentionné
précédemment qu’elles sont impliquées dans les événements de plasticité synaptique et dans
les évenements morphogénétiques durant le développement embryonnaire. Parmi les
protéines, régulatrices et effectrices des GTPases Rhos, nous remarquons que le complexe
GIT/PIX/PAK est redondant dans ces processus. 1l a été mis en évidence que le complexe
PIX/GIT/PAK régule les cascades de signalisation par le controle de I’activité des GTPases
Rhos. L’étude de la machinerie de régulation des GTPases Rhos est par conséquent d’un
grand intérét.  Notre étude visait [’¢lucidation de la fonction d’une plateforme de
signalisation, composé de PIX/GIT/PAK, chez le nématode Ceanorhabditis elegans. La
fonction de ces génes chez le nématode, a ce jour reste mal définie. Afin de comprendre la
direction que cette étude a prise, il est primordiale de faire une revue des connaissances
aquises a ce jour sur la fonction de ce complexe dans d’autres systémes (mammiféres). Pour
cette étude, nous nous sommes intéressés de plus pres a la fonction de PIX et PAK qui
forment un complexe de signalisation avec GIT-1. Ces protéines sont responsables de
diverses pathologies humaines. La dissection des voies de signalisation impliquant le
complexe de signalisation PIX/GIT/PAK, devrait permettre d’élargir nos connaissances sur
les mécanismes pathologiques liés aux mutations de GIT-1, af-PIX et PAK-1/3 chez
["humain, donc, d’élucider en partie la fonction de ces protéines dans le développement

animal.
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1.4.1 PAK

PAK] et PAK3 sont deux kinases, activées par p2l (p2l activated kinase) et retrouvées
respectivement sur les chromosomes 11 et X, chez I’homme. PAK1/3 sont les effecteurs
principaux des GTPases Rhos, conduisant le signal cellulaire entre celles-ci et régulant le
cytosquelette d’actine, ainsi que la cascade des MAP kinases. En effet, PAK1/3 sont des
sérine thréonine kinases impliquées dans la communication cellulaire, la dynamique du
cytosquelette d’actine, la mobilité cellulaire, la progression du cycle cellulaire et la
mort/survie cellulaire (Bokoch, 2003). Chez les mammiféres, PAK1/3 agissent aussi dans la
morphogenése des €pines dendritiques, la formation de synapses, la différenciation neuronale
et divers évenements de plasticité synaptique (Boda et al., 2006 ; Govek, Newey et Van
Aclst, 2005). PAK1/3 sont toutes deux exprimées dans le cerveau, plus précisément dans le
cortex et I’hippocampe, ainsi que dans le tissu musculaire (Allen et al., 1998 ; Jaffer et
Chernoff, 2002). PAK 1 est aussi exprimée dans les cellules sanguines (States et al., 2006).
Chez des patients souffrant de retard mental,, il a ét¢ montré que des mutations dans le géne
de PAK3 conduisent a la formation d’une protéine tronquée ne possédant plus d’activité
kinase, ou ayant perdu la capacité d’interagir avec les GTPases Rac/Cdcd42 (Allen ef al.,
1998 ; Bienvenu ef al., 2000 ; des Portes ef al., 1997 ; Donnelly ef al., 1996). Les PAKs sont
aussi connues pour leur rdle sur ’incidence de I’Alzheimer (Salminen, Suuronen et

Kaarniranta, 2008).

La structure des protéines PAK1/3 est trés conservée et leur séquence est homologue a 94%.
Elles se composent de deux principaux domaines conservés, dont un domaine kinase C-
terminal et un domaine N-terminal qui lie p21, mais aussi les GTPases Rac et Cdc42 (Figure
1-11). PAKI1-3 possedent aussi un domaine d’auto-inhibition (AID) juxtaposé au domaine
PBD (p21 binding domain). La liaison des GTPases sur le domaine PBD permet la libération
du domaine catalytique et léve [’auto-inhibition du domaine AID. Entre le domaine
catalytique et le domaine régulateur, se trouve une séquence riche en proline qui permet
I’interaction avec Grb2, NCK (non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1) ou

PIX (Kreis et Barnier, 2009).
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FIGURE 1-11 STRUCTURE DE PAKI! ET PAK3. Les PAKs sont constituées d’un
domaine régulateur en leur extrémité N-terminale et d’un domaine kinase en leur extrémité
C-terminale. Le domaine AID correspond a un domaine auto-inhibiteur, alors que le domaine
PBD lie p21, mais aussi les GTPases Cdc42/Rac. (PBD: P21 binding domain, AID auto-
inhibitory domain). Tirée de (Kreis et Barnier, 2009)

PAK3 et PAK1 ont plusieurs interactions et cibles communes. Les PAKs interagissent avec
des protéines partageant des annotations GO Processus, comme la croissance et
morphogenese cellulaire (Paxillin, Neurofibromin, Arp2/3, Filamine, Actine alpha,
Collagene), mais aussi celles qui partagent des annotations GO Fonction, telle la liaison au
cytosquclette d’actine. Ceci est en accord avec le role de PAK dans la régulation de la
dynamique du cytosquelette d’actine et les processus de migration cellulaire/morphogenese.
Les PAKs interagissent aussi avec plusieurs familles de protéines ayant un rdle dans la
transduction du signal et la communication cellulaire, dont des GTPases et leurs effecteurs
(Rac, Cdc42, afPIX, GIT1/2, Rafl...), divers récepteurs (ERa; récepteur estrogen o, AR;
récepteur androgéne), des protéines d’échafaudage (Merlin, Grb2; growth factor bound
protein 2) et des kinases/phosphatases (MEK (MAPK/ERK kinase), LIMK, MLCK, TLK,
PKA (cAMP-dependent protein kinase), PP2A (protéine phosphatase 2A), POPX2
(partenaire de PIX 2)) (Arias-Romero et Chernoff, 2008). Les PAKs phosphorylent
différentes cibles, dont LIMK, qui phosphoryle la cofiline, ce qui conduit a la stabilisation
des filaments d’actines. En paralléle, PAK régule négativement ’activité de MLCK , alors
que cette dernieére phosphoryle les chaines légeéres de myosine (CLM) et régule, par
conséquent, ’activité contractile de la myosine. L’inhibition de MLCK conduit donc a une
réduction de la contraction de ’appareil actine-myosine. L’intégration de ces deux voies
permet Ja formation des lamellipodes et le froissement des membranes. L’antagonisme entre

PAK, effecteur de Rac/Cdc42, et ROCK, kinase effectrice de Rho qui inactive une MLCP
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(Myosin Light Chain Phosphatase), suscite beaucoup d’intérét. 11 semble que ’antagonisme

entre ces GTPases soit attribuable a leurs effecteurs respectifs.

1.4.2 GIT

GIT-1 (G-protein coupled receptor kinase interacting protein 1), est une protéine multi-
modulaire, possédant un domaine N-terminal ARF GAP stimulant, l’activit¢é ATPase
intrinséque aux GTPases ARF1 et ARF6 (Figure 1-12). Ce domaine est suivi d’un domaine
PBS (Paxillin binding sub-domain), qui permet I’interaction avec la paxillin. Un second
domaine d’interaction avec la paxillin se trouve en C-terminal et permet aussi ’interaction
avec HICS (hydrogen peroxide inducible clone 5), un homologue de la paxillin, et la
leupaxine (Gupta ef al., 2003 ; Nishiya et al., 2002 ; Turner et al., 1999). La paxillin, HICS et
la leupaxin sont toutes des protéines adaptatrices associées aux adhésions focales et
sollicitées dans la signalisation par les intégrines. GIT-1 posséde des répétitions ankyrines
ayant un réle dans [’auto-régulation de son activité (Totaro et al., 2007) et, possiblement,
dans sa localisation aux endosomes (D1 Cesare ef al., 2000). Une série de domaines coiled-
coil (CC), en torsade d’hélices alpha, permet son homo ou hétérodimérisation (Premont ef al.,
2004) (Figure 1-11). GIT-1 contient aussi un domaine SHD (Spa2 homology domain) (Figure
1-12), qui permet son interaction avec a et BPIX , mais aussi avec FAK , MEK, PLCy
(phospholipase C gamma), Picollo et possiblement PAK et les GTPases Rac et Cdc42, sous
forme de méga complexes oligomériques (Kim ef al., 2003 ; Premont ef al., 2000 ; Zhao et
al., 2000). L’appartenance de ces protéines a la machinerie de régulation de la motilité et de
la morphologie cellulaires est indicatrice de leur fonction dans la régulation de la dynamique
du cytosquelette d’actine. Finalement, un domaine FAH (Focal Adhesion targetting
homology) et un domaine SLD (synaptic localisation domain) sont présents dans la région C-
terminale de GIT-1 et permettent sa localisation aux adhésions focales ou aux protrusions

synaptiques respectivement (Figure 1-12).
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GiT | GAP ___IPESTIA [N K]

PBS2
FIGURE [-12 : STRUCTURE DE GIT1. GIT1 se compose de domaines GAP, PBS ,
ANK, SHD, CC et FAH tel que décrit dans le texte. Tiré de (Frank et Hansen, 2008)

Chez I’homme, GIT-1 est exprimée de fagon ubiquitaire, mais elle est plus abondante au
cerveau et aux dendrites matures et immatures. GIT-1 est, de toute évidence, une protéine
multifonctionnelle. Elle contréle la formation de vésicules du manteau, dans les voies de
sécrétions régulées de [’exocytose et de I’endocytose. GIT-1 joue aussi un réle dans le
recyclage des récepteurs par la voie d’endocytose clathrine-dépendante. Elle régule
’adressage des récepteurs AMPAR par une interaction avec la liprine o (Ko ef al., 2003).
Par son activit¢t GAP sur ARF6, GIT-1 régule le trafic des récepteurs P2-adrenergique
(Premont et al., 1998). En tant que protéine d’échafaudage, ¢lle joue un rdle crucial dans
I’organisation des protéomes post et pré-synaptiques. GIT-1 a aussi été retrouvée au niveau
des adhésions focales, dans des complexes protéiques cytoplasmiques et aux protrusions de
membranes. C’est par la formation in vivo d’un multimere avec ses différents partenaires que
GIT-1 assure ses fonctions multiples et critiques dans I’établissement de la plasticité
synaptique, dans la formation des épines dendritiques et des synapses, ainsi que dans la

motilité cellulaire.

En dehors de ses interactions avec des protéines comme PIX et PAK, qui sont impliquées
dans des pathologies telles que le cancer et le retard mental, GIT-1 est aussi un joueur
important dans la maladie d’Huntington. GIT-1 interagirait avec I’huntingtine et favorise son

aggrégation (Goehler et al., 2004).

1.4.3 PIX

Chez les mammiféres, au moins deux isoformes de PIX (p21 activated kinase Interacting
eXchange factor) codées par deux geénes différents ont été recensées, soit o et BPIX, qui

s’appellent aussi respectivement ARHGEF6 et ARHGEF7, ou Cool2 et Cooll. o et BPIX sont
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des GEF pour les GTPases de la famille des Rhos et catalysent ’activité d’échange du GDP
pour le GTP sur Rac et Cdc42. Plus particuliérement, a-PIX a une activité GEF vis-a-vis Rac
sous forme dimérique et une activité GEF vis-a-vis Cdc42 sous forme monomérique (Baird,
Feng et Cerione, 2005 ; Feng, Baird et Cerione, 2004). B-PIX, sous forme de dimére, a
affiché une activité catalytique envers Cdc42 seulement, in vivo (Feng et al., 2006). Les deux
protéines partagent les domaines suivants : SH3 (Src 3 homology domain), qui permet
I’interaction avec PAK ; RhoGEF, le domaine catalytique ; PH, qui permet le recrutement
aux membranes ; PR (proline riche), une région riche en proline qui permet le recrutement de
POPX2/1, une sérine-thréonine phosphatase régulant le cyclage de PAK sous sa forme
active/inactive ; GBD (GIT binding domain), qui permet I’interaction avec GIT-1 ; et un
domaine CC qui permet la dimérisation de PIX. Les deux isoformes de PIX different par un
domaine unique a o-PIX de liaison a la calponine (CH), nécessaire a I’interaction avec la -
parvine/affixine , alors que B-PIX possede plutét un domaine ZB, qui permet son interaction
avec Scribble et Shank (Figure 1-13). Scribble et Shank jouent un rble dans I’exocytose,
I’endocytose médiée des récepteurs, la maturation des €pines dendritiques et le maintien de la
polarité et de la morphogenese épithéliales (Audebert ez al., 2004 ; Bilder et Perrimon, 2000 ;
Lahuna ef al., 2005 ; Legouis et al., 2000 ; Park et al., 2003 ; Zhang et al., 2005). La -
parvine, est une protéine qui lie 1’actine et est associée aux complexes d’adhésion focale. La
B-parvine interagit aussi avec ILK (integrin linked kinase) et module I’interaction entre la

cellule et la matrice extracellulaire par les intégrines (Rosenberger et al., 2003).

aPiX Do) — i 0

pRIX -k o

FIGURE 1-13 STRUCTURE D’ a ET B-PIX. En plus de la cassette DH-PH (Dbl
homology et plekstrin homology) commune a toutes les GEF de la famille DBL, les protéines
PIX contiennent plusieurs domaines d'interactions protéiques : CH (calponine homology), de
fonction inconnue ; SH,3 combinant I’interaction avec PAK-1/3 et Racl ; PR (proline riche),
coalisant l’interaction avec POPX-1/2 ; GBD, médiant I’interaction avec GITIl ; CC,
permettant la dimérisation de PIX ; et ZB, permettant I’interaction avec Scribble et Shank.
tiré de (Frank et Hansen, 2008)
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Chez I’homme, o-PIX est exprimé de fagon (Kutsche et Gal, 2001). L’expression et/ou la
localisation altérée d’a-PIX a été¢ démontrée dans une grande variété de cancers (Filipenko et
al., 2005 ; Yokota et al., 2006). Ce fait peut étre justifié par le réle d’a-PIX dans la régulation
de la migration cellulaire qui promeut, par conséquent, I’induction du potentiel
invasif/métastasique des cellules cancéreuses. De plus, des mutations dans le géne o-PIX
menent a des formes de retard mental, légéres ou séveres, qui s’accompagnent dans certains
cas de dimorphismes et de troubles auditifs (Kutsche ez al., 2000). a-PTX se manifeste dans la
croissance axonale et dans le controle de la morphologie des épines dendritiques (Gallo et
Letourneau, 1998 ; Kutsche ef al., 2000) par son réle dans les voies de signalisation qui sont
unies par les intégrines et qui menent a ’activation de Rac et Cdcd2 (Rosenberger ef al.,
2003). B-PIX est exprimée majoritairement au cerveau sous différentes variantes d’épissage
et se situe aussi aux membranes synaptiques. 1l a été postulé que B-PIX puisse avoir un effet
similaire a a-PIX sur incidence des cancers, comme le cancer gastrique, mais il a été
désigné pour avoir un effet minimal et non primordial (Li ef al., 2002). Par contre, jusqu’a
récemment, aucune évidence n’établissait un lien direct entre D’altération de P-PIX et
I’émergence de pathologies telles que le retard mental. Ce n’est qu’en 2008 qu’une délétion
d’occurrence tres rare de la région chromosomique contenant B-PIX a été recensée chez 4
patients présentant un retard mental accompagné d’une microcéphalie (Walczak-Sztulpa ef
al., 2008). 1l faut retenir ici que a et B-PIX peuvent lier GIT-1 et PAK-1, pour ainsi créer un
complexe régulant, de maniere spatio-temporelle, le niveau d’activation des GTPases Rac et
Cdc42, lors de processus cellulaires tels que la motilité cellulaire, la formation des dendrites,
la morphologie des épithéliums et des synapes, ainsi que la régulation de la dynamique du

cytosquelette d’actine. 1Is sont des effecteurs de la signalisation par les intégrines.

1.4.4 REGULATION DU COMPLEXE PIX/GIT/PAK

Il a été clairement démontré que PIX et GIT sont des protéines multi-modulaires capables de
recruter une kyrielle de protéines qui donnent la fonction au complexe. P1X étant une GEF
de Rac et Cdc42 et GIT étant une GAP des Arf, la plateforme de signalisation se retrouve a

I’intersection des voies de signalisation régulées par les GTPases Rhos et Arfs. 11 s’agit d’une
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plateforme intéressante a étudier, puisqu’elle est un exemple évident des interactions
communicatives des GTPases et de la coordination de différents mécanismes moléculaires

pour I’exécution d’un processus cellulaire particulier.

L’étude des domaines protéiques conservés, combinée aux études de purification d’affinité, a
permis de mettre en évidence la capacité de PIX a former un homodimere ou un hétérodimeére
de of}-PIX et a s’associer avec GIT-1 dimérique pour former un oligomere (Premont et al.,
2004). L’oligomérisation de PIX est importante pour sa fonction physiologique. L’homo et
I’hétérodimérisation de PIX lui confere sa spécificité de localisation cellulaire, sa spécificité
catalytique et sa spécificité d’assemblage en un complexe protéique multimérique. Plus
récemment, le modéle répandu selon lequel PIX forme un dimeére a ét€¢ confondu par des
études de cristallographie a rayon X, qui ont permis de mettre en évidence [’association d’un
trimére de PIX et d’un dimére de GIT, pour former un complexe protéique pentamérique
(Schlenker et Rittinger, 2009). A la lumiére de cette découverte, certaines des conclusions

sur I’oligomérisation et la spécificité catalytique devront éventuellement étre réinterprétées.

Les interactions entre les membres de ce complexe ont une influence non seulement sur la
localisation, mais aussi sur la spécificité et la stimulation des activités catalytiques de chacun
des membres. L’association de PIX avec PAK stimule ’activit¢ GEF de PIX envers Cdc4?2.
De plus, I’association de PIX avec Cdc42 stimule I’activité GEF de PIX envers Rac (Feng,
Baird et Cerione, 2004). Il est important de savoir que I’interaction de PIX avec GIT est
nécessaire au recrutement de PIX au niveau des adhésions focales et des densités post-
synaptiques, mais n’est pas essentielle a I'activit¢ GEF de PIX (Feng ef al., 2002 ; Zhang et
al., 2003). Inversement, il semblerait que [’interaction de PIX avec GIT influence la

distribution de GIT (Vitale ef al., 2000), mais n’est pas nécessaire a I’activité GAP de GIT.

En ce qui concerne PAK, la stimulation de son activité kinase par Rac/Cde42 exige son
interaction avec le complexe GIT/PIX. Les GTPases Racl et Cdc42, sous leur forme active,
interagissent avec PAK inactif, provoquant un changement de conformation qui lui permet de
se ler a GIT/PIX grace a une interaction directe avec PIX. C’est ’augmentation de la

concentration locale de PAK, par son recrutement au complexe, qui permet son activation par
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autophosphorylation, en stimulant I'activité kinase de PAK et sa distanciation subséquente du
complexe GIT/PIX (Brown, West et Turner, 2002). Une étude révele comment GIT!
participe ¢€galement a lactivation de PAK. GITl a la capacit¢ de stimuler
l'autophosphorylation d’aPAK, ce qui requiert la participation de la région N-terminale de
GIT comprenant le domaine GAP. Par contre, ’activité Arf-GAP n’est pas requise pour cette
activation (Loo ez al., 2004). Dans certains systémes, tels que la voie de réponse au stress
hyperosmotique, il a été démontré que ’interaction entre PIX et PAK est nécessaire a
I’activité kinase de PAK et au roulement des complexes focaux (Chan, Lim et Manser, 2008).
L’activation de PAK semble donc pouvoir s’effectuer de maniére GTPase-dépendante et

(GTPase-indépendante.

1.4.5 PIX/GIT/PAK : MORPHOGENESE ET MIGRATION

Ce complexe, formé de régulateurs des GTPases Rho et Arf, peut réguler coopérativement la
dynamique des membranes et les réarrangements du cytosquelette d’actine. Par conséquent, il

peut participer a des comportements cellulaires qui nécessitent I’intégration de ces processus.

Ainsi que décrite précédemment (section 1.2.4), la migration cellulaire nécessite la formation
de complexes focaux a la membrane saillante de la cellule, ot ils servent de points de traction
pour soutenir la protrusion de la membrane. Le complexe focal croit en taille suite a la
translocation du corps cellulaire et mature en adhésion focale, qui permettra une fixation
stable de la cellule. Simultanément, une nouvelle cohorte de complexes focaux sont reformés
a la membrane saillante par le recyclage des intégrines et des autres composantes des
adhésions focales (Frank et Hansen, 2008). Ce processus, appelé roulement des complexes
focaux, dépend de la dissolution des adhésions focales et est régulé par le complexe
GIT/PIX/PAK. Ce dernier permet la structuration des complexes focaux et des adhésions
focales. Plus précisément, le complexe GIT-1/B-PIX, est recruté au niveau des adhésions
focales, par ’association de GIT-1 avec la paxillin, une protéine d’échafaudage qui s’intégre
dans le complexe focal des I’ancrage des intégrines. Le ciblage et I’intégration du complexe
GIT/PIX aux adhésions focales est soumis a une régulation trés complexe (Figure 1-14).

Premiérement, la paxillin est phosphorylée par PAK pour que son association avec GIT soit
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initiée (Nayal et al., 2006). Cette interaction permet de cibler GIT a la membrane saillante
(Manabe et al., 2002), ou I’interaction paxillin/GIT participe au désassemblage des adhésions
focales (Zhao et al., 2000). Deuxiémement, B-PIX, qui est liée & GIT, est phosphorylée par
FAK et cettc phosphorylation augmente 1’affinité de B-PIX pour Rac et leur intégration dans
les complexes focaux (Chang et al., 2007). L’absence de cette phosphorylation par FAK
perturbe donc le recrutement du complexe GIT/PIX/PAK/Rac aux adhésions focales. Le
rccrutement de GIT/PIX aux adhésions focales favorise la libération de la paxillin, ce qui
déstabilise les adhésions focales et avantage la motilité cellulaire. Le désassemblage des
adhésions focales en structure transitoire, les complexes focaux, se fait aussi par I’action
inhibitrice de PAK sur MLCK, ce qui résulte en une réduction de la contractilité et la
dissolution des adhésions focales, mais aussi en ’activation de Rac et Cdcd2 par Iactivité
GEF de PIX. Ceci entraine la transition des complexes Rhos-dépendants stables vers la
formation des complexes Rac/Cdc42-dépendants, plus instables. Rho et Rac/Cdc42 ont
encore une fois une action antagoniste sur le roulement des complexes focaux. Finalement,
GIT/PIX permet de restreindre la formation des lamellipodes initiée par Rac, aux sites
présentant des complexes focaux. Ainsi, GIT/PIX évite que la formation de lamellipodes et la

migration deviennent aléatoires.

et @j/

actin/myosin
contractility

%n.poma

disassembly

assembly < A A
FIGURE 1-14: ROULEMENT DES COMPLEXES FOCAUX. Les complexes focaux,
tels que décrits dans le texte ci-haut. Tiré de (Zhao et al., 2000).
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Le complexe GIT/PIX joue un réle primordial dans la polarité et la morphogenése cellulaires.
Un des mécanismes par lequel le complexe GIT/PIX promeut la polarité et la morphogencse
a été €lucidé par des expériences de fermeture de bréche. L’intérét de ce modele, c’est qu’il
prend en considération non seulement les stimuli d’initiation de la migration et de la
polarisation, mais aussi les interactions intercellulaires. Dans ce systéme expérimental, B-PIX
est recrutée a la membrane saillante de la cellule par I’interaction de son domaine PDZ avec
la protéine Scribble (Figure 1-15). Scribble controle la direction de migration cellulaire et est
un déterminant des adhésions intercellulaires accolées par les cadhérines dans les cellules
épithéliales des mammiféres (Dow ef al., 2007 ; Qin et al., 2005). L’interaction de PIX avec
Scribble est nécessaire pour le recrutement de PIX aux protrusions membranaires. Le
recrutement de PIX aux protrusions membranaires élicite I’activation de Cdc42, qui initie la

migration cellulaire.

FIGURE 1-15: p-PIX ET SCRIBBLE DANS LA POLARITE ET LA MIGRATION
CELLULAIRES. Scribble permet le recrutement de B-PIX a la membrane saillante pour une
activation localisée de Cdc42. Le rdle de GITI reste a élucider dans ce systéme. tiré de
(Frank et Hansen, 2008)

1.4.6 PIX /GIT/ PAK ET LA PLASTICITE SYNAPTIQUE

PIX/GIT/PAK sont des composantes des adhésions focales post-synaptiques. Les adhésions
focales ne sont pas seculement le lien entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette

d’actine, mais également des sites pour l'intégration d'une gamme diversifiée de signaux en
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provenance des récepteurs de la surface cellulaire (Tumer, 2000). Le complexe GIT/PIX, a la

synapse, régule les structures et la localisation des complexes protéiques.

De fagon similaire a la cellule en migration, la morphogenése des ¢épines
dendritiques/synapses débute par la formation de lamellipodes, ce qui permet 1’initiation de
I’élongation de 1’axone et des dendrites. Les synapses résultent de la maturation des
filopodes/lamellipodes dendritiques et de leur transition en synapses ovoides. Le complexe
GIT/PIX/PAK est recruté aux synapses en formation et remplit la fonction de complexes
d’échafaudage. 11 colocalise avec des protéines qu’il recrute, telles que picollo, liprine a,
PIX, PAK, nexine, Grb4 (growth factor receptor binding protein 4), shank, Rac ct Cdc42. Il
permet D’interaction avec la membrane axonale pré-synaptique par la signalisation de
’éphrine, ce qui permet de restreindre la formation des nouvelles synapses au site de
connexion avec le ligand éphrine (Figurc 1-16). Le complexe, qui se constitue & la membrane
post-synaptique des synapses en formation, est composé de protéines dont la fonction
converge vers la régulation de la structure synaptique. Cette fonction du complexe dans
Porganisation de la structure synaptique et la formation des synapses passerait par
P’activation des CLM (Figure 1-16). En effet, une étude sur des neurones de I’hippocampe de
rats a montré que ’activation des CLM régulatrices (CLMr) de la myosine 11 résulte en
’augmentation du nombre de protrusions dendritiques et du nombre de synapses, alors que
I'inhibition de lactivité ATPase de la myosine Il produit U'effet contraire (Zhang et al.,

2005). L’activation des CLMTr se ferait en aval de la voie GIT/PIX/Rac/PAK.

De plus, GIT-1 et PIX-1 pourraient agir sur I’adressage du récepteur au glutamate AMPAR
(Figure 1-16). En effet, I'interaction de GIT-1 avec la liprine o permettrait |’adressage
d’AMPAR aux membranes post-synaptiques (Ko ez al., 2003), alors que PIX1 a été désignée,
du moins chez la drosophile, pour réduire I’accumulation d’une sous-unité de récepteurs au
glutamate AMPAR aux membranes post-synaptiques des jonctions neuro-musculaires
(Parnas et al., 2001).
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FIGURE 1-16 : FONCTION DU COMPLEXE GIT/PIX/PAK A LA SYNAPSE. PIX
et GIT sont recrutées a la membrane via Grb4 et 1’éphrine, ce qui permet de restreindre
I’activation locale de PAK et Rac pour la morphologie des épines dendritiques. La formation
et la morphologie des synapses dépendraient de I’activation des CLMr par PAK. GIT semble
engagée dans le ciblage des récpeteurs AMPAR aux membranes post-synaptiques. Adapté de
(Frank et Hansen, 2008)

1.4.7 PIX/GIT/PAK CHEZ C. ELEGANS

Chez C. elegans, les orthologues d’ af-PI1X, PAK-1/3 et GIT-1 sont respectivement appelés
pix-1, pak-1 et git-1. Ces derniers partagent une homologie de séquence en acides aminés
respective de 24, 52 et 34% avec leurs homologues humains. Par contre, de fagon plus
importante, les domaines protéiques permettant I’interaction entre P1X-1, GIT-1 et PAK-1,
ainsi que plusieurs de leurs partenaires moléculaires, sont conservés entre le nématode et
I’homme (Figure 1-16), suggérant fortement que ces protéines forment aussi chez le

nématode une plateforme de signalisation intégrant les voies des Arfs et GTPases Rhos.

En particulier, les domaincs fonctionnels sont conservés sur PAK-1, soit celui d’interaction
avec PIX (PR) et avec les GTPases (PBD) (Smart e-value = 1.40e-12), incluant le domaine
kinase (Smart e-value = 8.13e-97). Chez le nématode, deux autres homologues de PAK sont

recensés, soit MAX-2 et PAK-2 (Figure 1-17). L’homologic de séquence est plus



43

significative entre PAK-1 du nématode et PAK-3 des mammiféres, mais la différence est
minime. max-2 et pak-2 sont possiblement des duplications géniques qui ont une fonction
redondante avec pak-/ et, par conséquent, pourraient démontrer la pression de sélection au
cours de I’évolution pour le maintien du chevauchement fonctionnel de ces génes. Ceci
corréle bien avec I'importance de la fonction de pak-/ qu’on observe déja dans les
organismes supérieurs. Il sera alors intéressant d’évaluer l’altération phénotypique des
nématodes portant une mutation pours ces genes, afin d’évaluer la fonction de ces protéines

et leur redondance dans les phénomenes cellulaires et moléculaires étudiés.

noeakys [ [eeo [ ] Tser/thrkinase | |

cepac1 | [peo | Sl [sevthrkinase | ]
Ce MAX-2 | | PBD | - [&rﬁhrl{inase I ‘ "
cepacz  [[eeo | [ [sethrkinase | |

FIGURE 1-17 : HOMOLOGUE DE PAK-1/3 HUMAIN CHEZ LE NEMATODE. La
figure illustre la conservation des domaines fonctionnels des homologues de PAK-1/3, soit
PAK-1, MAX-2, PAK-2 chez le nématode. (Hs : Homo sapiens, Ce : C. elegans, PR; proline
riche).

PIX-1 partage une plus grande homologie de séquences avec a-PIX, ce qui porte & croire que
PIX-1 est ’homologue fonctionnel d’a-PIX chez le nématode. Par contre, en termes de
conservation des domaines fonctionnels, PIX-1 ressemble davantage a p-PIX, vu ’absence
du domaine CH qui serait unique a a-PIX. La région riche en proline (PR), qui permet
I’interaction avec la phosphatase POPX-2, dont I’homologue est FEM-2 chez le nématode,
est aussi conservée et correspond a une séquence PPXXPP. Le domaine SH3 (Smart e-value=
2.44e-20) permettant ’interaction avec PAK, le domaine DH donnant la fonction catalytique
de GEF (Smart e-value= 8.24e-33)et le domaine PH (Smart e-value= 6.96e+02), permettant
’ancrage aux membranes sont aussi conserves, de méme que le domaine GBD (Smart e-

value= 1.70e+03) permettant I’interaction avec GIT-1 (Figure 1-18).
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FIGURE 1-18 : HOMOLOGUE DE PIX HUMAIN CHEZ LE NEMATODE. La figure
illustre la conservation des domaines fonctionnels de I"homologue d’af-PIX, dont PIX-1
chez le nématode, comparativement a I’homme. (Hs : Homo sapiens, Ce : C. elegans)

A cela sajoute la présence potentielle d’un domaine PDZ en position C-terminale de PIX-1
(identifié ZB sur la Figure 1-18). En effet, suite a un alignement CLUSTAL W (Waterhouse
et al., 2009), en utilisant 36 séquences de domaines PDZ présents sur des protéines de C.
elegans, on remarque que la région C-terminale de PIX-1 semble partager la séquence
consensus du domaine sans seuil ou avec un seuil restrictif de 50 (Figure 1-19). La présence
du domaine d’interaction avec Scribble et Shank et I’absence du domaine d’interaction avec

la calponine sont une forte indication que PIX-1 est I’homologue fonctionnel de 3-PIX.
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FIGURE 1-19 : SEQUENCE CONSENSUS DU DOMAINE PDZ DE PIX-1. Panncau
supérieur : Alignement ClustalW de la séquence consensus du domaine PDZ avec PI1X-1 sans
seuil restrictif, Panneau inférieur : Alignement ClustalW de la séquence consensus du
domaine PDZ avec PIX-1 et un seuil restrictif de 50.

GIT-1 chez C. elegans conserve aussi son domaine d’interaction avec PIX (SHD) (Smart e-

value= 4.19¢-08) ainsi que son domaine catalytique GAP pour les GTPases Arf (Smart e-
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value= 6.95e-51) (Figure 1-20). Les domaines Ankyrine sont aussi conservés (Smart e-

value= 1.27e+03 et 7.83¢-03).

Hs GIT-1 Iml I _ e | ] = I |p35 |.”"'

FIGURE 1-20 : HOMOLOGUE DE GIT-1 HUMAIN CHEZ LE NEMATODE. Chez
le nématode, GIT-1, I’homologue de GIT-1 (Hs : Homo sapiens, Ce : C. elegans)

Le domaine d’interaction avec la paxillin (PBS), en position C-Terminal est absent alors que
le domaine PBS en C-terminal (Figure 1-20), ne ressort pas des analyses de domaines
conservés (smart.org). La séquence en acide aminés requise pour I’interaction entre GIT-1 et
la paxillin chez les mammiferes est (STEDVILKTEQVTKNIQELLRAAQEFKHDS) (Zhang
et al., 2008). Un alignement CLUSTAL W (Waterhouse ef al., 2009) arrive a faire ressortir
une séquence consensus et I’homologie est suffisante pour générer un alignement 2BlastP

(Figure 1-21).

I60 5 580 QO 600
{30 e STEDVILK HIQELLHAAQ EFKHDS
&/1-670 SSSLSRSSENPSCLNREEVKTRVEQQ HIKTLLDE@«HNGNLDMNARG@

o AN e
e s e afla == 3 G- GE _.1 g .. d

B T T e IR B =
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FIGURE 1-21 : IDENTIFICATION DU DOMAINE D’INTERACTION AVEC LA
PAXILLIN EN POSITION C-TERMINALE DE GIT-1. La séquence supérieure
correspond a la séquence en acide aminés du domaine PBS présent sur GIT-1 mammifere.
L’alignement avec la séquence compléte de GIT-1 du nématode permet de retrouver, dans la
région C-terminale, la séquence du domaine PBS et d’obtenir aussi une séquence consensus
pour ce domaine.
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La conservation structurale des protéines indique qu’il y a probablement conservation
fonctionnelle. Alors que le complexe GIT/PIX/PAK est largement étudié dans une variété
d’especes et de systémes, de la drosophile a 'homme en passant par la souris, chez C.
elegans, ce complexe protéique est a ce jour peu €tudié. La premiére étude sur la fonction de
ce complexe chez le nématode fut publiée a la fin de I’année 2008. Cette premicre étude a

mis en évidence deux voies de signalisation impliquant ce complexe.

En effet, le complexe GIT/PIX/PAK serait soumis a la signalisation par les intégrines et
participerait, de manicre indépendante des GTPases, a I’¢longation des gonades. Cette voie
de signalisation fonctionne en paralléle & une seconde voie, qui est GTPases-dépendante.
Dans cette voie, les GTPases Rac et Cdc42 permettent ’activation de PAK-1 et, de maniére
redondante, de MAX-2 (Figure 1-22) (Lucanic et Cheng, 2008). 11 s’agit la de la seule étude
montrant la fonction de ces protéines en complexes chez le nématode. La gonade, chez C.
elegans, est un repere biologique qui s’est avéré fort utile pour 1’étude de la biologie du
développement et des processus cellulaires du développement conservés a travers les
métazoaires, dont la différenciation, la morphogenése (migration, adhérence, remodelage) et
’apoptose (Hubbard et Greenstein, 2000). Par conséquent, la signalisation de la
morphogenése de la gonade pourrait aussi &tre traduite a d’autres étapes du développement

du nématode, en considérant que les machineries de signalisation sont conservées.
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!

PAK-1, MAX-2

FIGURE 1-22: GIT/PIX/PAK REGULE L’ELONGATION DES GONADES.
L’élongation des gonades est contrdlée par deux voles en aval des intégrines: une voie
GTPases dépendantes envers le complexe GIT/PIX/PAK et une voje GTPases dépendantes
par les kinases PAK -1 et MAX-2.

GIT-1, chez le nématode a aussi été rapporté pour colocaliser, & la membrane pré-synaptique
de certains neurones, avec des protéines telles que SYD-2 (liprin o). GIT-1 participerait a
'organisation hiérarchique de l'assemblage des complexes protéiques pré-synaptiques durant

la synaptogenese (Patel es al., 2006).

Quant a pix-/, il est trés peu caractérisé chez le nématode. Il a ét¢ identifié pour sa fonction
dans le processus d’¢longation des gonades (Lucanic et Cheng, 2008) et pour son implication

dans le processus d’élongation de I’embryon (Harel, Lee et Jenna, 2009).

PAK-1 est beaucoup plus étudié. Tout d’abord, son expression spécifique aux limites des
cellules hypodermiques, au cours de 1’¢longation de I’embryon, a été signalée (Chen et al.,
1996). PAK-1 colocalise aussi avec Racl et Cdcd42 durant cette étape du développement
(Chen et al., 1996). PAK-1 est exprimé aussi au niveau des cellules des muscles, du pharynx
et des nerfs moteurs le long de la corde ventrale (Iino ct Yamamoto, 1998). PAK-1
participerait a la dynamique de structuration des protéines des jonctions apicales des

épithéliums (Muller et Bossinger, 2003). PAK-1 a été désigné pour fonctionner en paralléle a
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MAX-2 pour Iorientation des excroissances axonales, en aval de la signalisation par CED-

10, MIG-2 (Lucanic et al., 2006) et RAC-2 (Quinn, Pfeil et Wadsworth, 2008).

Pressenti par plusieurs chercheurs depuis 1996, le role de PAK-1 dans I’élongation a été mis
en ¢vidence a 'automne 2009. PAK-1 a ainsi été montré pour étre une kinase phosphorylant
directement 1’homologue des chaines légeéres de myosine, MLC-4, régulatrice de la myosine
11, ainsi qu’une seconde protéine participant a la coordination de I'élongation de I’embryon
(Gally et al., 2009). MLC-4, sa fonction et les voies régulant son activité sont depuis
longtemps ¢étudiées. L’activité de MLC-4 serait régulée, en partie, par une voie engageant
LET-502 (Homologue de ROCK) et MEL-11 (homologue de MLCP) (Pieckny, Wissmann et
Mains, 2000) (Figure 1-23).

X target

/]

LET-502 PAK-1

|

MLC-4

ELONGATION

MRCK-1 ——— MEL-11

FIGURE 1-23: PAK-1 REGULE L’ACTIVITE DES CLM DURANT
L’ELONGATION DES EMBRYONS CHEZ C. ELEGANS. PAK-1 est parali¢le a LET-
502/MEL-11 pour phosphoryler ML.C-4 dans le processus d’élongation. Tiré de (Gally ef al.,
2009)

Tout comme chez les mammiferes, les recherches réalisées a ce jour chez le nématode C.
elegans laissent présager que GIT, PIX et PAK puissent fonctionner en complexe, de manicre
GTPases-dépendante ou indépendante. De plus, a I’instar de leur réle chez les mammiferes, il
semblerait que ces protéines puissent jouer un rdle durant le développement embryonnaire
(PAK-1) et dans certains processus neurologiques (PAK-1 et GIT-1). La fonction de PIX-1

reste pratiquement inconnue a ce jour.
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1.5 LE DEVELOPPEMENT CHEZ C. ELEGANS

1.5.1 DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE ET MORPHOGENESE

Le développement chez C. elegans se déroule en trois grande phases : une premicre, suite a la
fécondation ou sont observés principalement la multiplication cellulaire et 1’établissement des
axes dans I’embryon ; une seconde, qui inclut la différenciation cellulaire et la morphogenése
sans prolifération cellulaire ; puis la troisiéme phase, qui ne sera pas abordée ici, comprenant

le développement post-embryonnaire,

La morphogenese de I’embryon chez C. elegans nécessite, comme chez tous les métazoaires,
la coordination de la migration cellulaire, ’adhérence cellulaire et la modification de la
morphologie cellulaire. La morphogenese de I’embryon est concomitante & la prolifération
cellulaire et s’amorce avec la gastrulation. La gastrulation est le premier événement
morphogénétique, qui débute au stade de 26 cellules et dépend principalement de la
migration cellulaire. Chez le nématode, 1’étape de gastrulation nécessite I’acquisition de la
polarité baso-apicale des cellules de I’embryon (Rohrschneider et Nance, 2009). Il s’cnsuit
des processus d’intercalation dorsale, de fermeture ventrale et, finalement, d’élongation qui
permettront de déterminer la forme de I’embryon et de la larve, suite a la prolifération

cellulaire (Chisholm et Hardin, 2005).

1.5.2 I’ INTERCALATION DORSALE DES CELLULES HYPODERMIQUES

L’intercalation dorsale des cellules épidermiques consiste en la fusion de deux rangées de
cellules épidermiques, qui s’intercalent pour ne former qu’une seule rangée (Figure 1-24). Ce
processus nécessite la coordination de deux comportements cellulaires, soit la migration
cellulaire et la modification de la morphologie cellulaire (de ronde a cunéiforme).
L’intercalation dorsale des cellules épidermiques se fait par 'allongement de protubérances
de la membrane baso-latérale. La polymérisation du cytosquelette d’actine est essentielle a ce

processus morphogénétique (Priess et Hirsh, 1986). D’ailleurs, Arp2/3, protéine permettant
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I’initiation de la polymérisation de I’actine lors de la migration cellulaire, semble nécessaire a
’intercalation (Severson, Baillie et Bowerman, 2002). Le processus d’intercalation passe
donc fort probablement par une signalisation via les GTPases Rhos, plus particuliérement les
GTPases de type Rac (CED-10, RAC-2 ou MIG-2) ou CDC-42. Du reste, deux geénes, parmi
les rares genes identifiés pour leur fonction dans le processus d’intercalation, soit gex-2 et
gex-3, codent pour des protéines interagissant avec les GTPases Rac (Severson, Baillic et

Bowerman, 2002).

a

FIGURE 1-24 : L’INTERCALATION DES CELLULES DORSALES. Les cellules
dorsales sont en bleu sarcelle, les cellules de I'épiderme sont en jaune. Les cellules dorsales
nées sur le coté droit de 'embryon sont plus claires que celles nées sur la gauche. Les deux
derniéres paires de cellules €pidermiques dorsales & s'intercaler (voir *) sont les « cellules

pointeuses » et servent de marqueurs du progres de l'intercalation dans les embryons wt.
Tiré de (Chisholm et Hardin, 2005)

1.53 LA FERMETURE VENTRALE

La fermeture ventrale de ’hypoderme implique la propagation bilatérale des cellules formant
I’épiderme (Figure 1-25). Ce processus morphogénique dépend de la capacité de migration
des cellules épidermiques et donc de la formation de filopodes. Il s’effectue, en partie,
simultanément & I’intercalation dorsale. Suite & la migration des cellules ¢épidermiques, la

fermeture se compléte par la formation de jonctions adhérentes avec les cellules
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controlatérales voisines qui ont migré bilatéralement et simultanément. Ce processus
morphogénique permet d’entourer I’embryon d’un épithélium continu et I’intégrité de cet

¢épithélium est nécessaire a I’étape subséquente d’élongation (Chisholm et Hardin, 2005).

Pochette
ventrale

.\I Al T ‘: Y \ . .I.' | ‘IIC&HUlés:' -. :
AR . directricag

FIGURE 1-25: LA FERMETURE VENTRALE Les cellules ventrales sont en rose, les
cellules épidermiques latérales sont en jaune et les dorsales, autour de la queue, sont en bleu
sarcelle. Les autres cellules internes sont représentées en gris. Les deux premieres paires de
cellules ventrales qui atteignent la ligne médiane ventrale sont appelées « cellules
directrices ». Aprés que les cellules directrices aient formé un contact au niveau de la ligne
médiane, les cellules de la pochette ventrale sont les deuxiemes a étendre des protubérances
et a atteindre la ligne médiane. Tiré de (Chisholm et Hardin, 2005)

Plusieurs protéines ont été identifiées pour participer au processus de fermeture ventrale.
Entre autres, on retrouve les récepteurs de I’éphrine (efn-1/4), les molécules d’adhésion
cadhérine et caténine, les protéines interagissant avec le cytosquelette d’actine et la GTPase

homologue de Rac (ced-10), ainsi que leurs interactants (Chisholm et Hardin, 2005).

1.5.4 L’ELONGATION

L'é¢tape d'élongation au cours de I’embryogénese permet l'allongement d'un embryon
sphérique, qui tend ainsi a devenir une larve vermiforme. Cet événement morphogénique
nécessite des modifications importantes de la morphologie cellulaire. Les cellules
épidermiques s’allongent sur leur axe longitudinal, de maniére concomitante a une réduction
de leur diametre transversal (Figure 1-26). Ce processus morphogénique est le mieux

caractérisé chez le nématode.
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FIGURE 1-26 : L’ELONGATION DES CELLULES DE L’EPIDERME. Le schéma
montre une coupe latérale des modifications morphologiques des cellules épidermiques
latérales, au cours de 1’élongation. Les cellules épidermiques latérales représentent le début
de 1'élongation et les fléches indiquent la direction de la contraction des FAC (CFB en bleu).
Les cellules latérales changent de forme, devenant ainsi plus longues sur leur axe longitudinal
avec un raccourcissement transversal concomitant, ce qui entraine un changement de forme
dans le sens des fléches. Les cellules épidermiques latérales sont li€es par les Al (jonctions
adhérentes, en rouge). Tiré de (Piekny et Mains, 2003).

L’allongement de I’embryon se fait par une régulation stricte de la contraction des filaments
d'actine circonférentielle (FAC), située au pdle apical des cellules €pidermiques (Figure |-
27A). L'épiderme du nématode se divise en trois couches : ventrale, latérale et dorsale, liées
entre elles par des jonctions adhérentes (Figure 1-27A). L’élongation précoce, qui permet de
passer du stade coma au stade plié 1,5 fois (Figure 1-27B), requiert la contraction des FACs
dans les cellules latérales épidermiques par phosphorylation des CLMr, MLC-4 (Figure 1-
27A). Ce processus d'élongation précoce est suivi d'une étape ultérieure impliquant les
muscles qui sont attachés aux cellules épidermiques dorsales et ventrales, par des structures
appelées attachements trans-épidermiques (ATE) (Figure 1-27A). Les ATE sont des
structures composées de filaments intermédiaires d’actine faisant le lien entre la paroi
musculaire, située au pole baso-latéral, et la cuticule, située au podle apical de I'épiderme,
(Figure 1-27A). Au stade plié 1,75 fois, les sarcoméres musculaires sont entierement
fonctionnels et se contractent. La force de contraction musculaire est transmise a I’épiderme
embryonnaire par les ATE et permet la complétion de I’élongation jusqu’au stade pli€ 4 fois

(Figure [-27A-B) (Cox et Hardin, 2004 ; Labouesse, 2006).
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— Filament d’actine Circonférentielle (FAC)
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L Attachement trans-épidermal
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FIGURE 1-27 : STRUCTURE DE L’EPIDERME EMBRYONNAIRE ET STADE
D’ELONGATION. A) L’épiderme se compose de cellules épidermiques ventrales, dorsales
et latérales (en orange, rose et jaune), qui sont liées par des jonctions adhérentes. Les FACs
se retrouvent a la face apicale et permettent la contraction des cellules épidermiques latérales,
pour I’élongation du stade coma au stade plié 1,5 fois. Les cellules dorsales et ventrales sont
attachées a la paroi musculaire du corps par les ATE et permettent I’¢longation du stade plié
1,75 fois au stade plié 4 fois (tiré de (Harel, Lee et Jenna, 2009) . B) L’embryon ovoide
s’allonge de quatre fois sa longueur initiale, en passant par 5 stades discernablcs qui sont les
stades haricot, coma (virgule) et plié¢ 1,5, 2 et 3 fois.

Une panoplie de genes ont été identifiés pour contrdler le processus d’élongation. Ces génes
représentent trois structures/machineries cellulaires. On retrouve les génes codant pour des
protéines permettant la formation des jonctions apicales, dont ajm-1, dlg-1, hmr-1, hmp-1/2
(caténines et cadhérines), au pdle apical des cellules épidermiques(Pickny et Mains, 2003).
On retrouve aussi les genes codant pour I’appareil contractile d’actine-myosine et leurs
régulateurs, soit : mlc-4 (chaines légéres régulatrices de la myosine II), nmy-1/2 (chaines

lourdes de myosine), mel-11 (phosphatase des CLMr) (Piekny ef al., 2003). Finalement, on
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retrouve plusieurs GTPases Rhos, leurs régulateurs et leurs effecteurs (Piekny et Mains,

2003).

1.5.5 REGULATION DE LA FORMATION DES JONCTIONS APICALES

Chez C. elegans, les jonctions apicales sont trés similaires, en composition, aux jonctions
adhérentes des mammiféres. Elles sont composées de cadhérines et caténines, de vinculine et
d’a-actinine et sont essentielles au maintien de I’intégrité de I’épiderme. De plus, les FACs,
qui se contractent lors de 1’élongation, sont ancrés aux jonctions apicales. L’ancrage des
FACs aux jonctions apicales est en partie attribuable a VAB-9, une claudine localisée aux
jonctions par son interaction avec les caténines et les cadhérines. Ainsi, I'intégrité des
jonctions apicales est indispensable a la formation de I’épiderme et a une élongation normale.
Deux autres protéines participent au maintien des jonctions apicales, soit DLG-1 et AIM-1,
des protéines d’échafaudage, situées a la base des jonctions apicales (Cox et Hardin, 2004).
Les mutants pertes de fonctions de ajm-/ et dlg-1 présentent un phénotype d’arrét
d’élongation entre le stade pli¢ 2 fois et le stade pli¢ 3 fois. Finalement, la polarité des
jonctions apicales est établie et maintenue par I’action de LET-413, ’homologue de Scribble.
II est intéressant de se souvenir ici que Scribble est un partenaire fonctionnel de PIX chez les

mammifeéres (section 1.4.5) (Cox et Hardin, 2004 ; Labouesse, 2000).

1.5.6 REGULATION DE L’APPAREIL CONTRACTILE D’ACTINE-MYOSINE
DURANT L’ELONGATION

La contraction des FACs dans les cellules latérales au cours de I’élongation précoce repose
sur une limitation stricte de ’activité des chaines régulatrices de myosine MLC-4. L’activité
de MLC-4 est controlée par trois kinases, LET-502/ROK, MRCK-1 et PAK-1(Gally et al.,
2009), et une phosphatase, MEL-1 1 (Piekny, Wissmann et Mains, 2000). LET-502 et MRCK-
| ont été désignées pour promouvoir la phosphorylation de MLC-4 et, par conséquent, la
contraction des FACs en inhibant la fonction de MEL-11 dans les cellules latérales de
I’épiderme ou LET-502 et RHO-1 sont exprimées (Figure 1-28). Afin d'éviter une rupture des

embryons au cours de l'élongation, la contraction de l'appareil actine-myosine est inhibée
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dans les cellules dorsales et ventrales de I’épiderme. L’inhibition de la contraction dans les
cellules de I'hypoderme dorsales et ventrales est due a la faible expression de LET-502,
combiné a ’expression de RGA-2 dans ces cellules. RGA-2 est une Rho-GAP qui inactive

RHO-1 et qui permet la levée de l'inhibition de LET-502 sur de MEL-11 (Figure 1-28).

apical

basolateral Dorsal Lateral Ventral

FIGURE 1-28: REGULATION SPATIALE DE LA CONTRACTION DE
L’APPAREIL ACTINE-MYOSINE. Lors de [’élongation, les cellules latérales se
contractent. Pour initier la contraction on retrouve une machinerie de signalisation favorisant
’activation des CLMr. Rho-1 y est active, elle active LET-502 ¢t MRCK qui inactiveront
MEL-11. De plus LET-502 phosphorylera MLC-4. En parallele PAK-1 phosphoryle aussi
MLC-4. Ces processus favoriseront la contraction des cellules latérales. Simultanément, au
niveau des cellules dorsales et ventrales, une GAP inactivant Rho-1 (RGA-2) est exprimée

favorisera un état de relaxation qui évitera la rupture de I’embryon durant 1’élongation (Harel,
Lee et Jenna, 2009).

11 n’est pas exclu que LET-502 puisse directement phosphoryler MLC-4, tout comme le ferait
aussi PAK-1. De plus, LET-502 et PAK-I, phosphoryleraient/activeraient une cible
supplémentaire, possiblement une protéine conduisant aussi a la phosphorylation des CLM
ou régulant autrement ’activité¢ de ’appareil contractile d’actine-myosine (ACAM)(Gally et
al., 2009). Selon Gally et a/, leurs résultats sont cohérents avec la fonction de MRCK et
ROCK proposée par une étude 1dentifiant les kinases régulatrices des CLMr, avec des extraits
de cellules de carcinomes (Wilkinson, Paterson et Marshall, 2005). Les auteurs de cette

étude mettent aussi en €vidence la présence d’une protéine encore non identifiée ayant une
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fonction régulatrice sur les CLMr, en paralléle 8 ROCK et MRCK. Ils supposent qu’il
pourrait s’agir d’une MLCK (myosin light chain kinase) (Wilkinson, Paterson et Marshall,
2005). Cette hypotheése a été vérifiée chez le nématode, avec I’homologue le plus prés de
MLCK, le gene ZC373.4. Ce dernier ne se positionne pas en parallele 8 LET-502 ou MRCK
(Gally et al., 2009). PAK-I serait la kinase permettant la phosphorylation des CLMr en
paralléle de LET-502 et MRCK (Gally et al., 2009). Par contre, ces résultats n’écartent pas la
possibilité qu’une quatriéme kinase puisse fonctionner en parall¢le a LET-502 et MRCK, afin
de pallier leur absence simultanée (Gally et al., 2009). Chez C. elegans, aucune MLCK n’a

été établie & ce jour pour avoir une fonction au cours du processus d’élongation.

Une mutation perte de fonction (null ou hypomorphe) de mel-/1/, conduit a un phénotype
d’hypercontraction entrainant la rupture des embryons au stade plié 1,5 fois (Diogon ef al.,
2007), alors qu’une mutation perte de fonction (null ou hypomorphe) de ler-502 conduit a un
phénotype d’hypocontraction et les embryons ne s’allongent pas au-dela du stade plié 1.5 fois

(Diogon et al., 2007).

1.5.7 REGULATION DE LA FORMATION DES CORPS DENSES

Les corps denses sont des structures tres similaires en composition aux adhésions focales des
mammiferes. Ils se composent d’intégrine, de perlecane, de vinculine, d’a-actinine et de
taline. Les corps denses sont nécessaires pour la transduction des forces de contraction
musculaire a 1’appareil contractile d’actine-myosine de I’épiderme. Les mutations altérant
I’assemblage des sarcomeres ou l’ancrage de |’appareil contractile d’actine-myosine a la
membrane des cellules musculaires cause un arrét d’élongation au stade pli¢ 2-fois dii & une
paralysie musculaire (Hresko, Williams et Waterston, 1994 ; Williams et Waterston, 1994).
Ce phénotype est appelé PAT. Les mutants des intégrines a et § (PAT-2 et PAT-3) présentent

ce phénotype d’élongation altérée.
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1.5.8 LA SIGNALISATION DES GTPASES RHOS LORS DE L’ELONGATION
EMBRYONNAIRE

Considérant les processus cellulaires sous-jacents a I’étape morphogénique d’élongation et
les joueurs moléculaires y participant, il n’est pas étonnant de voir que les GTPases Rhos y
jouent un role essentiel. Toutes les GTPases Rhos de C. elegans jouent un réle durant son
développement. Leur fonction est d’ailleurs souvent redondante avec d’autres GTPases. Rho-
| est engagée dans les étapes précoces du développement, soit dans la cytokinése (Jantsch-
Plunger et al., 2000), et semble plus tardivement responsable de I'intégrité de I’épiderme. Les
genes mel-11 et let-502 participent a ces processus en aval de rho-1 aux étapes précoces du
développement (Piekny et Mains, 2002), mais aussi durant [’¢longation (Piekny, Wissmann
et Mains, 2000). En effet, MEL-11 et LET-502 ont des fonctions antagonistes durant
1”¢longation. MEL-11 inhibe les contractions de I’appareil contractile d’acto-myosine, alors
que LET-502 favorise les contractions. La GTPase MIG-2 , a été décrite pour fonctionner en
amont de la voie de MEL-11 et pour avoir une fonction inhibitrice de la contraction. La GEF
UNC-73, a été positionnée en parallele a MEL-11 et régulerait négativement [activation de
MLC-4. Dans ce processus, la fonction de MIG-2 est donc antagoniste a la fonction de RHO-
I (Piekny, Wissmann et Mains, 2000). La GEF UNC-73 est une GEF pour RHO-1, CED-10
et MIG-2, et ceci indique une possible redondance ou complémentation de ces GTPases. Or,
I’alléle unc-73 (rh40) utilisée dans 1’étude de Piekny est une mutation ponctuelle inactivant
I’activité GEF de unc-73 vis-a-vis des Racs, mais pas de Rho-1.(Piekny, Wissmann et Mains,
2000). 1 a précédemment ¢été signalé que la mutation de UNC-73 (nulle) aggrave plus
fortement le phénotype de mel-11 que la mutation de mig-2 (nulle), ce qui implique que
UNC-73 ne peut pas agir uniquement via MIG-2 (Wissmann, Ingles et Mains, 1999). Les
études épistatiques effectuées a ce jour ne permettent pas d’affirmer qu’UNC-73 n’active pas
la GTPase MIG-2 (Piekny, Wissmann et Mains, 2000). Si tel était le cas, UNC-73 serait
impliquée a la fois en amont et en parallele de MEL-11 puisque UNC-73 aggrave le
phénotype du double mutant /et-502/mel-11 alors que mig-2 ne le fait pas. Par contre, UNC-
73 activerait soit CED-10 soit RAC-2 lors de ces processus. La surexpression d’une forme
constitutivement active de CED-10 induit un défaut d’¢longation similaire a ceux induits par

les mutations réductions de fonction de /et-502 (Pedone et al., 2008). Ceci suggére que CED-
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10 joue un réle dans I’élongation, de fagon antagoniste a la voie RHO-1/ LET-502 (Pedone et
al., 2008). Le role de CDC-42 dans les étapes d’élongation reste a démontrer. La co-
localisation de PAK-1 et de CDC-42 aux jonctions adhérentes des cellules de I’épiderme, au
cours de I’élongation, indique la possibilité d’une fonction pour CDC-42 durant I’élongation

(Chen et al., 1996).

1.6 LE COMPORTEMENT CHEZ C. ELEGANS
1.6.1 LES RECEPTEURS AU GLUTAMATE ET LE COMPORTEMENT

La fonction des récepteurs au glutamate, chez le nématode, peut étre étudiée par I’observation
des altérations comportementales. Les mutations pertes de fonction ou gains de fonction des
différents récepteurs glutamatergiques conduisent a des altérations comportementales, dont la
réponse au toucher du nez et aux stimuli osmotiques, I’apprentissage ou les mouvements de
recul et d’avancement, ainsi que le contréle de I’activité pharyngale (Voir Table 1-1). De
nouveaux phénotypes comportementaux ont été identifiés pour étre régulés par la
transmission glutamatergique, dont la transition spontanée du mouvement d'avancement au
mouvement de recul (Zheng et al., 1999) et le comportement de forage (Hills, Brockie et
Maricq, 2004). 11 s’agit d’autant de phénotypes qui peuvent étres étudiés afin d’identifier une

altération de la signalisation glutamatergique chez le nématode

TABLE 1-1 : PHENOTYPES DES MUTANTS gir tiré de (Brockie et Maricq, 2006)

Gene Not Osin Octanol | Learning | Forward Glutamate- gated current
aveidance movement
gir-d + -+ Defective | Defective | Increased Non-NMDA- component absent
gir-2 — + ND ND ND Non-NMDA- component reduced
amr-4 et e+ ND ND Increased NMDA- component absent
Phenotype of zir-1  gir-2 and mmr-1 mutants, + indicates the response 1o aose touch (Not) or osmotic stumuli (Osm)
compared to wild-type where ——+ represents wild-type behavior. ND, not determmed.
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1.6.2 MECANISMES DE LOCALISATION DE GLR-1

Déja plusieurs protéines ont été identifiées pour affecter la localisation de GLR-1. GLR-1 est
un récepteur au glutamate dont ’adressage aux densités post-synaptiques dépend, entre

autres, de son interaction avec des protéines possédant un domaine PDZ (Rongo et al., 1998).

La CAMKII, UNC-43, est responsable de |’adressage de GLR-1 aux membranes post-
synaptiques et serait comprise dans la formation de nouvelles synapses (Rongo et Kaplan,
1999). Chez les mammiféres, les membres de la cascade Calmoduline Kinase
(CAMKII/CAMKK/CAMK 1) forment un complexe avec GIT-1 et B-PIX et déterminent une
voie de signalisation moléculaire qui relie ’activité neuronale a la formation de nouvelles

synapses (Saneyoshi et al., 2008).

Chez C. elegans, le trafic et le recyclage du récepteur GLR-1 sont régulés par la voie
d’endocytose clathrine-dépendante et la voie du protéasome ubiquitine-dépendante (Burbea
et al, 2002). Le complexe APC (Anaphase promoting complex), qui est en fait une
ubiquitine ligase, contrdle aussi I’accumulation des récepteurs GLR-1 aux membranes post-
synaptiques (Juo et Kaplan, 2004). De maniére intéressante, les nématodes mutants pour les
génes de ces diverses machineries, présentent tous un comportement de forage altéré. Ainsi,
les mutants pertes de fonction de la machinerie de dégradation ou d’endocytose présentent un
taux de recul plus élevé (Figure 1-29) (Burbea et al., 2002 ; Juo et Kaplan, 2004). Ce
comportement de forage est donc un excellent marqueur pour identifier une altération de la

signalisation glutamatergique.
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FIGURE 1-29 COMPORTEMENT DE FORAGE ET SIGNALISATION
GLUTAMATERGIQUE. Le comportement de forage est contrdlé par la neurotransmission
glutamatergique et requiert l'activité de NMR-1, GLR-1 et MGL-1. Les all¢les perte ou
réductions de fonction de ces génes conduisent a une réduction de la fréquence de recul.
Aussi, Daltération de la machinerie d’endocytose clathrine-dépendante résulte en une
augmentation du taux de recul.

1.6.3 LE COMPORTEMENT DE FORAGE

Vu le role de GIT/PIX/PAK au niveau des neurones de ’hippocampe, il est intéressant de
confirmer le réle de ce complexe dans les événements de plasticité synaptique chez le
nématode. On se souvient que le complexe régule potentiellement le ciblage d’AMPAR aux
membranes post-synaptiques chez les mammiferes. PIX-1 posseéde un domaine d’interaction
avec le domaine PDZ de Shank (Park et al., 2003), une protéine permettant 1’assemblage des
densités post-synaptiques et |’adressage des récepteurs NMDA et AMPA, chez les
mammiféres (Baron ef al., 2006 ; Boeckers, 2006 ; Roussignol et al., 2005). L’équivalent de
Shank chez C. elegans, shn-1, présente des phénotypes comportementaux altérés typiques
d’un défaut de signalisation neuronale, soit des troubles de pharynx, de défécation et de
mouvement rythmique (Jee et al., 2004 ; Oh et al., 2006). De plus, PIX-1 forme chez les
mammiféres un complexe de signalisation avec les Cam Kinase qui, chez le nématode tout
comme chez les mammiféres, joue un role dans la formation des synapses. Finalement, GIT
et PAK possedent une fonction neuronale chez C. elegans (section 1.4.7). GLR-1 est

’homologue de AMPAR chez C. elegans et est impliqué dans |’établissement de la PLT, une
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forme de plasticité¢ synaptique (Lynch, 2004). Le mécanisme conduisant a la PLT n'est pas
complétement résolu, en partie parce que la PLT est régie par des mécanismes multiples. La
PLT dépend, entre autres, d’une meilleure communication et est principalement établie par
'amélioration de la sensibilité de la cellule post-synaptique aux signaux regus de la cellule
présynaptique (Malenka et Bear, 2004). En effet, la PLT améliore la sensibilité de la cellule
post-synaptique en augmentant, a la membrane, ’activité et le nombre de ses récepteurs de

neurotransmetteurs (Malenka et Bear, 2004).

Les comportements de forage en Zone de Recherche Restreinte (RZR) et de dispersion, sont
contrdlés par la signalisation glumatergique et dopaminergique (Hills, Brockie et Maricq,
2004). Le comportement de recherche de nourriture RZR consiste en une augmentation du
taux de recul et du nombre de tours d’un animal immédiatement apres qu’il ait ét€ en contact
avec une source de nourriture. Le comportement de dispersion, en absence de nourriture,
consiste en ’augmentation de la zone de recherche et donc en une réduction du taux de recul
et du nombre de tours. Les mutants perte de fonctions g/r-/ montrent un taux de reculons
réduit, alors que les mutants gain de fonction présentent un taux de reculons

significativement plus élevé lors du forage en RZR (Hills, Brockie et Maricq, 2004).

Huit neurones se sont révélés étre inclus dans le contréle du taux de recul. Parmi eux, trois
ont des effets inhibiteurs sur le recul : AIY, RIM et I'ASI. Les cing autres, soit AWC, ASK,
AIB, RIB et AVA, favorisent le mouvement de recul au cours du comportement de recherche
de nourriture (Figure 1-30) (Gray, Hill et Bargmann, 2005). L'homologue du récepteur
AMPA chez C. elegans, GLR-1 est exprimé dans les interneurones AVA, AVB, AVD, AVE
et PVC, mais aussi dans les neurones AIB, MDM, RIM, SMD, AVG AVJ DVC, PVQ RIG
RIS RMD et RMEL / R. 1l est présent a un degré moindre dans les neurones AVG, PVQ et
URY (Maricq et al., 1995).
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FIGURE 1-30: NEURONES CONTROLANT LE COMPORTEMENT DE FORAGE.
Les neurones en rouge ont un effet inhibiteur sur le reculon et les neurones en bleu régulent
positivement le taux de reculons. Les neurones soulignés (RIM, AIB et AVA) expriment
GLR-1 Tiré de (Gray, Hill et Bargmann, 2005).

1.7 OBJECTIFS DE L’ETUDE ET HYPOTHESES
1.7.1 HYPOTHESES

Connaissant la fonction et les partenaires moléculaires de GIT/PIX/PAK chez les
mammiferes, ainsi que la fonction de ces partenaires moléculaires chez C. elegans, nous
voulons confirmer la conservation fonctionnelle du complexe chez le nématode. Donc,
considérant la conservation potentielle des machineries nécessaires a la motilit¢ cellulaire
(intégrines, Rho, CLMr) et a I’adhésion (intégrines, cadhérine, caténine, scribble), ainsi que
I’implication de ces derniéres dans les étapes d’¢longation de ’embryon chez le nématode,
nous supposons que GIT/PIX/PAK participent a ce processus morphogénique. Nous
tenterons d’élucider les voies de signalisation impliquant GIT/PIX/PAK lors de I’élongation

embryonnaire en utilisant une approche génétique.

De plus, nous tenterons de mettre en évidence la fonction neuronale du complexe chez le
nématode. Déja, une fonction neuronale a été identifiée pour GIT-1 et PAK-1. Nous
supposons que le complexe GIT/PIX/PAK puisse jouer un role chez le nématode dans
’adressage des récepteurs neuronaux, tels que GLR-1. Pour confirmer cette fonction, nous
¢tudierons les comportement rhytmés des nématodes présentant des mutations pour pix-/, git-

1 et pak-1.
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1.7.2 OBJECTIFS

L’étude visait les objectifs suivants :

I, Caractérisation des phénotypes développementaux résultant de I’altération génétique
de pix-1, git-1 et pak-1;

2. Positionnement de pix-1, git-1 et pak-1 dans les voies de signalisation contrélant
I’¢longation embryonnaire;

3. Identification des intégrines (ina-/) comme partenaires fonctionnels de pix-1, git-1 et
pak-1 au cours de I’élongation embryonnaire;

4. Identification des GTPases impliquées dans les fonctions de pix-/, git-1 et pak-1 au
cours de I’élongation embryonnaire;

5. Identification d’altérations de comportement associées aux mutations de pix-/, git-1
et pak-1;

6. Identification de ’origine moléculaire des altérations comportementales associées

aux mutations dans pix-/, git-1 et pak-1.

1.7.3 CONTRIBUTIONS

Les résultats générés par cette étude devraient permettre d’éclairer la fonction, a ce jour non-
¢lucidée, de git-1, pix-1 et pak-] chez le nématode C. elegans. De plus, I’étude d’un
complexe qui intégre les signaux cellulaires de différentes familles de GTPases nous
permettra d’élargir notre compréhension de ces mécanismes complexes de signalisation
cellulaire coordonnés par les GTPases. Notre étude permettra, de plus, ’examen de ces
mécanismes de coordination dans un contexte multicellulaire, ce qui est extrémement

difficile dans les organismes plus complexes tels que la souris.

Le comportement de recherche de nourriture de C. elegans repose en partie sur des
mécanismes trés similaires a la LTP, qui est montrée chez les mammiféres pour étre
responsable des apprentissages et de la mémoire. Disséquer les mécanismes biologiques

sous-jacents au comportement de forage pourrait permettre d’identifier les mécanismes
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pathologiques et les acteurs moléculaires a l'origine de |’établissement et du maintien des
apprentissages chez les mammiféres. L étude de la fonction du complexe GIT/PIX/PAK dans

les évenements de plasticité synaptique devrait permettre d’accroitre notre compréhension de

ces phénomenes.



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODE

2.1 METHODES STANDARDS
2.1.1 CULTURE DE C. ELEGANS

Les nématodes ont ét¢ maintenus sur le nematode growth medium (NGM) (ImM CaCly,
ImM MgSO,, 1TmM KxPO, pH6.0, Cholestérol S0ug/L, Agar 15g/L, Extrait de Levure
2.5g/L, NaCl 3g/L) (Brenner 1972} avec la souche d’Escherichia coli OP50 comme source de
nourriture. Typiquement, les souches de C. elegans sont maintenues en croissance a 18°C et
conservée a I’état dauer a 15°C, sauf indication contraire. N2 Bristol a été utilisé comme
souche sauvage. La liste des alléles, des souches et des transgenes utilisés et générés pour

cette étude est contenue dans la Table 2-1.



TABLE 2-1 : LISTE DES SOUCHES UTILISEES OU GENEREES POUR CETTE

ETUDE.

Souches Génotype Source
N2 wt CGC
VC863 pix-1 (gk416)X CGC
VC651 pix-1 (0k982) X CGC
RB689 pak-1 (0k448)X CGC
RB1540 git-1 (0k1848)X CGC
KP4 glr-1(n2461)111 CGC
vV(C259 pak-2(0k332) V CGC
VM487 nmr-1(ak4) 11 CGC
HJ1 max-2(cy2) II; oxIsi2 X CGC
NG144 ina-1(gml44) 11 CGC
RW3568 pat-6(st561)/dpy-9(el2)IV CGC
VC1012 +/mT1 Il pxI-1(0k1483)/mT1[dpy-10(el28)] Il CGC
HR604 mel-11 (it26) unc-4(el20)/mnC1 11 Paul Mains
HR1237 mel-11(it26) unc-4 (el20)11let-502 (sb118)] Paul Mains
HR1157 let-502 (sb118)] Paul Mains
RB907 Cl11D9.1(0k772) 1 CGC
NG2517 him-5(e1490) V; gmls5 CGC
BC8553 dpy-5(e907) 1 ; PIX-1::mCherry Baillie/SH
BC15420 dpy-5(e907) [; git-1::gfp Baillie
GLR-1 ::GFP glr-1.::gfp Baillie
JS1-9 pix-1 (gk416)X ;glr-1::gfp SH
JS12-13 pix-1 (gkd16)X; him-5(el490) V; gmls5 SH
JS15 pix-1 (gk416)X; let-502 (sh118)] SH
JS16 pix-1 (gh416)X; mel-11 (it26) unc-4(el20)1] SH
JS17 pix-1 (gk416)X; let-502 (sbl18)I; mel-11 (it26) SH

unc-4(el20)I1
JS18 pak-1 (0k448)X; mel-11 (it26) unc-4(el20)1] SH
JS19 pak-1 (0k448)X; let-502 (sb118)] SH
JS20 pak-1 (0k448)X; let-502 (sb118)I; mel-11 (i126) SH

unc-4(el20)11

2.1.2 GENERATION DE MALES

Pour accroitre la proportion de méles disponibles dans la population, 20 a 40 hermaphrodites
au stade jeune adulte ont été déposés sur une plaque de NGM agar et incubés 6h ou 16h a
30°C. Les males ont subséquemment €été propagés en croisant 20 males avec 30

hermaphrodites au stade 1.4
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2.1.3 CROISEMENT

Pour les études génétiques, les croisements entre 3 males et 2 hermaphrodites ont été
effectués dans un puit d’une plaque de 24 puits contenant du NGM agar et une source de

nourriture, soit les OP50

2.1.4 GENOTYPAGES

Pour génotyper la progéniture d’un croisement et identifier la présence des all¢les mutants
pix-1(gk416), pix-1 (0k982), git-1 (0kl1848), pak-1 (0k448), ina-1 (gm-144), 10 vers au stade
L3 ont été piqués dans 10pl de solution de lyse (Tris-HCI pH 9.0 10mM, KCI 50mM, MgCI2
2mM, Triton X100 0.1%, Protéinase K 100ug/ml). Afin de faciliter la lyse, la cuticule est
craquée par deux cycles congélation/décongélation a -80°C, suivis d’une incubation a 65°C
lh, 95°C 15 minutes. Une réaction de polymérase en chaine (PCR) est effectuée dans 3pl de
mélange réactionnel (Tris HC1 pH9.0 10mM, KC1 50mM, MgCI2 2mM, Triton X100 0,1%,
Amorce 0,4uM, DNTP 0,2mM et Inl Taq polymérase dans un volume final de 20pl) et selon
le programme suivant : dénaturation 95°C, 3 minutes, [95°C 45s, 60°C 30s, 72°C
Iminute/kpb] pour 30 cycles, 72°C 7minutes. Les amplicons sont visualisés suite a une
migration sur gel d’agarose et les alleles sont-ségrégués selon la taille des amplicons. Les
alléles dont les mutations sont inconnues ou non-différenciables par PCR sont sélectionnés

par phénotype.
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TABLE 2-2 : AMORCES POUR LE GENOTYPAGE

Géne Séquence 5°-3’ Amplicon
Cible WT/mutant (pb)
pix-1 ERTGATCCH ITCTATGGATEG 1726/1135
(gh4116) 3

R GCCGATCCACGTTGTAAATC
pix-1 F  CGAGAGGTACTACAACTTGC 1990/988
(0k982)

R ATTTGTTAGGTCGTCGGTCG
pak-1 F  GCGGTAGCAGTTGAGTCATC 1803/500
(ok448)

R TCTTTCTAAGCCTGGAGAGG
git-1 F ACACGTTCCGAACCTTTCAC 3329/2000
(0k1848)

R TTCTCCGTTGTITTCCCAAG

2.1.5 SYNCHRONISATION A L’HYPOCHLORITE

Une population d’adultes capables de pondre est flottée avec Iml de M9 (47mM Na,HPO,-
7H,0, 22mM KH,PO,, 85mM NaCl, ImM MgS0,-7H,0) et centrifugée a 3 minutes a
3500rpm. Les vers sont de nouveau suspendus dans Iml de solution d’hypochlorite
(Hypochlorite de Sodium 0.8%, NaOH 0,5M) et sont dissouts pour une période de 4 minutes
avant d’étre centrifugés 3 minutes a 3500rpm. Le culot d’ceufs est lavé 4 fois avec du M9.
Les ceufs sont ensuite incubés 16 h dans du M9 sans nourriture et sous agitation a 18°C afin

de synchroniser la population au stade L1.

2.1.6 MICROSCOPIE

Les vers sont montés sur un coussin d’agarose 2% dans une solution de Levamisole 2mg/ml.
Les vers sont visualisés en utilisant un microscope Leica DM5500 équipé d’un objectif a
immersion a I’huile de 63X ou 100X et un oculaire de 10X. La morphologie des embryons
est observée sous illumination DIC (differential interference contrast). Les protéines

fluorescentes rouges et vertes sont observées par microscopie a fluorescence.
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2.2 BIOLOGIE MOLECULAIRE : GENERATION DES OUTILS POUR
L’ETUDE

2.2.1 GENERATION DE L’ORF DE PIX-/

D’apres les données de SAGE, ’ARNm de pix-/ est plus abondant durant le développement
embryonnaire. Par contre, & cause de la difficulté¢ de lyse des embryons, le second stade ou
I’expression de pix-/ est suffisamment abondante est le stade larvaire L3-L4. Une population
de N2 au stade L3-L4 a été lysée par Trizol (Invitrogen, Burlington, ON). Bri¢vement, de
trois pétris de 6cm contenant une population synchronisée, les nématodes ont €té flottés avec
Iml de M9 et lavés a trois reprises par des centrifugations successives de 3 minutes a
3500rpm. Le culot de nématode a été suspendu dans 1ml de Trizol (Invitrogen, Burlington,
ON) et congelé a -80°C. Le mélange a subi deux cycles de congélation/décongélation avant
d’étre vortexé jusqu’a dissolution des carcasses de nématodes. La séparation de phase a été
effectuée en ajoutant 0.2ml de chloroforme, suivie d’une agitation et d’une incubation de cing
minutes a 22°C, ainsi que d’une centrifugation de 10 minutes a 12 000xg a 4°C. Le
surnageant contenant ’ARN est récupéré. L’ARN est précipité avec 0.5ml d’isopropanol
suivi d’une incubation de 10 minutes a 22°C et d’une centrifugation de 10 minutes a 12
000xg a 4°C. L’ARN est ensuite lavé avec lml d’éthanol 75% et centrifugé cing minutes a
7500xg a 4°C. L’ARN est finalement suspendu dans de 1’eau traitée au DEPC (diethyl
pyrocarbonate). La qualité de ’ARN est évaluée par une migration sur gel d’agarose pour
mesurer le ratio 18S/28S et par calcul du ratio A260/A280. A partir de cet ARN, une
transcription inverse (TI) est effectuée avec les amorces spécifiques Gateway

suivantes (Alpha DNA, Montréal, Qc) (voir Table 2-3).

TABLE 2-3 : SEQUENCE DES AMORCES GATEWAY POUR L’ORF DE PIX-/

Géne Séquence 5°-3°
Cible

pix-I F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAACCTGTTTCGGGT

R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACAAGTCAAACGAGTTAGAT
CTCCTT

Caracteres gras: séquence Gateway, caracteres normaux: séquence pix-/
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La réaction de transcription inverse a été effectuée dans les conditions suivantes : 0.1pM
d’amorce spécifique, ImM DNTP (Invitrogen, Burlington, ON), 1000ng ARN et 8ul d’eau
traitée au DEPC. La réaction a été faite selon les instructions du fabricant en utilisant la
Superscript 1I (Invitrogen, Burlington, ON), la RNAse OUT (Invitrogen, Burlington, ON) et
la RNAse H (Invitrogen, Burlington, ON). L'ADNc généré a ensuite été¢ amplifié par PCR en
utilisant la PFX platinum Taq polymerase (Invitrogen, Burlington, ON), selon les instructions
du fabricant. Le cycle pour la réaction PCR est représenté a la Table 2-4. L’ORF amplifié
est nettoy€ avec le kit QiaQuick PCR Purification (Qiagen, Mississauga, ON) et cloné par
recombinaison Gateway dans un vecteur pDONR201 avec la BP clonase (Invitrogen,

Burlington, ON).

TABLE 2-4 : CONDITIONS PCR POUR L’AMPLIFICATION DE L’ORF DE pix-/

Etape Température Temps
31 Dénaturation 94°C 5 min
2 Dénaturation 94°C 40s
3 Hybridation 50°C 30s
4 Elongation 68°C 90s

5 Cycle des étapes 2 a 4 répété 4 fois

6 Dénaturation 94°C 40s

7 Hybridation 51°C+ 1°Cl/eycle 30s

8 Elongation 68°C 90s
9 Cycle des étapes 6 a 8 répété 14 fois

10 Dénaturation 94°C 40s

11 Hybridation 65°C 30s

12 Elongation 68°C 90s

Cycle des étapes 10 a 12 répété 14 fois
13 Elongation 68°C Smin
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2.2.2 CLONAGE DES ORFS POUR LA PRODUCTION D’ARN DOUBLE BRIN

Les ORFs de git-1, ina-1, pak-1, mig-2, rac-1, ced-10, cdc-42, rho-1, rac-2 ct crp-1 ont été
gracieusement offerts par le Dr Marc Vidal (Dana Farber Cancer Institute, Harvard medical
School, Boston). Les constructions suivantes ont préalablement été générées : pL4440-dest-
mig-2, rac-1, ced-10, cde-42, rho-1, rac-2 et egfp (Caruso ef al., 2005) . Les constructions
suivantes ont ét¢ générées pour cette étude, selon la méthode précédemment utilisée (Caruso
et al., 2005) : pL4440-dest-pak-1, dgn-1, ina-1, git-1, pix-1. Brievement, les ORFs ont subi
une recombinaison LR du vecteur pDONR20! vers le vecteur pL4440-dest. Ces
constructions ont été transformées dans la souche HT115 (DE3) (Timmons, Court et Fire,

2001) et sélectionnées sur Ampicilline 100pg/ml et Tétracycline 12.5ug/ml.

2.3 GENERATION DE TRANSGENIQUES
2.3.1 GENERATION DE FOSMIDES MODIFIES

Les vers transgéniques exprimant la protéine PIX-1 en fusion traductionnelle avec la protéine
fluorescente mCherry ont été générés en utilisant la méthode de Dolphin et Hope (Dolphin et
Hope, 2006). Briévement, le fosmide WRM0622aH06 contenant la séquence cible K11E4.4
(pix-1) a été obtenu du Dr David Baillie (Simon Fraser University, BC). La cassette de
recombinaision rpsL-TetA (C) (Stavropoulos et Strathdee, 2001) a été amplifice par PCR
avec la platinum HIFI Taq polymérase (Invitrogen, Burlington,On), avec les amorces de la
Table 2-5. La cassette de recombinaison mCherry a été amplifiée a partir du plasmide
pPD49.83, (gracieusement offert par Dr Richard Roy (Université McGill, Biologie,
Montréal) par PCR en utilisant les amorces de la table 2-5. La recombinaison a ét¢ effectuée
telle que décrite (Lee et al., 2001 ; Yu et al., 2000). Les conditions PCR sont identiques a
celles décrites par Dolphin et Hope (Dolphin et Hope, 2006).
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TABLE 2-5 : AMORCES POUR LA RECOMBINAISON

Cible Séquence 5°-3’

Cassette F GGG AGT TCC AGT ACT CCA AGA AAG GAG ATC AAC
rpsL- TCG TTT GAC TTG TCGCTGTCGAG ATATGACGGTG

TetA

R GTA ATT TCT AGC GCT CTC ACT CAT TCG AGA AAA CGC
TTT CAA CTA GTT TA GAT GAT AAG CTG TCA AAC ATG AG
Cassette F  CCA GAT GGG AGT TCC A GT ACT CCA AGA AAG GAG
mCherry ATC AACTCG TTT GAC TTG ATG GTG AGC AAG GGC GAG
GAG G
R GTA ATT TCT AGC GCT CTC ACT CAT TCG AGA AAA CGC
TTT CAA CTA GTT TA CTT GTA CA G CTC GTC CAT GCC

Caractére gras: S0bases de part et d’autre du codon stop de pix-/, caractére normal : bases
reconnaissant la cassette rpsL-TetA ou mCherry

2.3.2 INJECTION DES FOSMIDES MODIFIES

Les fosmides modifiés ont été injectés dans le Laboratoire du Dr Baillie (Simon Fraser
University, Burnaby, BC). Les vers dpy-5 ont été co-injectés avec [0ng/ul de
WRM0622aH06-pix-1:mCherry et 100ng/ul de pCeh361 (rescue dpy-5). Les vers ayant
intégré les fosmides modifiés sont sélectionnés dans la progéniture de premiére génération

selon I’expression de mCherry et l'abrogation du phénotype dpy-35.

2.4 CARACTERISATION PHENOTYPIQUE ET ALLELIQUE
2.4.1 LETALITE EMBRYONNAIRE ET LARVES NON-ALLONGEES

Afin de quantifier la létalité embryonnaire (Emb) et les larves non-allongées (NalLv), une
population d’adultes est synchronisée a I’hypochlorite. Les larves (20) synchronisées sont
déposées en triplicata sur une plaque de 24 puits contenant du NGM agar inoculé avec des
OP50 comme sources de nourriture et sont laissées a 18°C ou 25.5°C pour une période de
72h. Les vers adultes pondent pour une période de six heures avant d’étre flottés par S
lavages successifs avec 1ml de M9. Le nombre total d’ceufs est compté puis, 24 h plus tard,
les ceufs n’éclosant pas sont décomptés. Le rapport ceufs morts/total ceufs permet d’obtenir la

quantification du phénotype Emb. Les larves ayant ¢clos sont laissées 24 heures
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supplémentaires a 18°C ou 25.5°C pour se développer avant de faire le décompte des larves
non-allongées (NaLv). Le rapport NaLv sur le nombre total d’ceufs ayant éclos permet de

quantifier le phénotype de NaLv.

2.4.2 CONTRACTION DU PHARYNX

A partir d’une population synchronisée de nématodes, les larves non-allongées sont repérées
a I’aide d’un microscope a dissection avec un grossissement del 00X et sont observées avec
un grossissement de 400X. Le nombre de contractions du pharynx est compté sur une
période de 20 secondes et les résultats sont rapportés en nombre de contractions par minute.
Le taux de contractions du pharynx est mesuré de maniere identique pour les larves au stade

L3 qui servent de controdle.

2.4.3 TAUX DE PONTE

Le taux de ponte a été obtenu par deux méthodes en paralléle. Premiérement, une population
synchronisée de jeunes adultes est déposée sur une plaque de NGM agar, avec OP50 comme
source de nourriture, et la population pond pour une période de 5 ou 12 heures. Les adultes
sont enlevés, le nombre d’ceufs est compté et le taux de ponte est présenté en nombre
d’ceufs/vers/heure. Deuxiémement, de jeunes adultes provenant de la méme population sont
flottés, montés sur un coussin d’agar et paralysés avec du NaN3 [25mM. Le nombre d’ceufs
accumulés a lintérieur des vers est compté et les résultats sont exprimés en nombre
d’ceufs/vers, suite a une observation sous un microscope avec illumination DIC (Leica

DMS500). Ces expériences ont été répétées a 2 reprises.

2.4.4 TAUX DE DEFECATION

Une population de nématodes est synchronisée par traitement a I’hypochlorite. Les vers au
stade jeune adulte sont visualisés avec un microscope a dissection a un grossissement de

100x. Le temps entre deux contractions de ’anus est comptabilisé pour 10 contractions sur 10



75

vers différents. N2 bristol est utilis€ comme contrble. Les résultats sont représentatifs de 25

mesures pour chaque souche.

2.4.5 CARACTERISATIONS ALLELIQUES

L’allele git-1 (0ki848) n’ayant pas préalablement été caractérisé, nous avons procédé a
Pidentification de la mutation. git-1 (0k1848) comporte une délétion de 1000 nucléotides.

L’ADN génomique a été amplifi¢ avec les amorces de la table 2-6.

TABLE 2-6 : AMORCE DE L’IDENTIFICATION DE LA DELETION DE git-

1(0kl1848)
Cible Séquence 5°-3°
git-1 R EECRECE GHRGRTT G CCA AG
(0k1848)

R ACA CGT TCC GAA CCT TTC AC

La réaction de polymérase en chaine (PCR) est effectuée sur 3u] d’ADN génomique obtenu
tel que mentionné a la section 2.1.4, avec la Taq polymérase Platinum HiFi (Invitrogen,
Burlington, ON), selon les conditions spécifiées par le fabricant. Le cycle PCR utilisé est
rapporté dans la Table 2-7. L’amplicon a migré sur gel d’agarose, puis la bande a été extraite
et nettoyée a I'aide du kit QiaQuick Gel Extraction (Qiagen, Mississauga, ON), selon les
instructions du ‘fabricant. L’échantillon a été séquencé au centre d’innovation de I’Université

McGill et Génome Québec.



76

TABLE 2-7 : CYCLES PCR POUR L’AMPLIFICATION DE git-1 (0k448)

Etape Processus Température °C Temps
1 Dénaturation 94 3min
2 Dénaturation 94 45s
3 Hybridation 60 30s
4 Elongation 68 2min
5 Cycle de I’étape 2 a 4 répété 34 fois
6 Elongation 68 7min

Les outils bioinformatiques suivants ont été utilisés pour identifier la position de la délétion,
la protéine mutée correspondante ainsi que les domaines protéiques présents dans la zone
délétere : Worm Blat (wormbase.org), blastp, blastn, CDD, Cobalt

(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) et Smart (smart.org). Les mutations (délétions) sur les

alleles de pix-1 (gk416), pix-1 (0k982) et pak-1 (0k448) étant déja connues, seuls Smart et
ClustalW ont été utilisés respectivement pour identifier les domaines conservés et pour

confirmer la présence de certains domaines.

Afin d’évaluer la nature (récessive, dominante) de ces all¢les, le phénotype mutant a été
quantifi¢ pour les nématodes hétérozygotes. Pour ce faire, les mutants sont croisés avec des
nématodes sauvages et le phénotype est quantifié dans la progéniture de premiere génération
(100% hétérozygote) ou pour la progéniture de deuxiéme génération provenant d’un

hermaphrodite hétérozygote (25% wt, 25% homozygote mutant, 50% hétérozygote).

2.4.6 MICROSCOPIE DYNAMIQUE A QUATRE DIMENSIONS

Les hermaphrodites au stade adulte sont flottés avec du M9 et transférés dans un verre de
montre ou ils sont disséqués avec une aiguille de 25G, afin de libérer les embryons. Les
embryons sont déposés sur un coussin d’agar, sur une lame de microscope. Une lamelle est
déposée sur les embryons et est scellée avec de la gomme arabique. Le développement
embryonnaire entre le stade coma et 3 plis est filmé a 25°C avec un microscope Leica

DMS5500 équipé d’un objectif a immersion a I’huile de 63x sous éclairage DIC par
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intervalles de deux minutes. Le développement embryonnaire est visualisé avec le
programme Leica AF6000. Pour I’analyse des temps d’élongation, le stade coma est

considéré comme le temps 0. L’¢longation d’au moins 20 ceufs a été filmée.

2.5 INTERACTIONS GENETIQUES ET CHIMIO-GENETIQUES
2.5.1 GENERATION DE DOUBLES ET TRIPLES MUTANTS

Afin d’étudier les interactions génétiques entre pix-I (gh416) et pak-1 (0k448) avec mel-11
(it26) et let-502 (sbl18ts), des males pix-/ ou pak-1 ont été générés tels que décrit
précédemment et croisés avec des hermaphrodites mel-11 (it26), let-502 (sbl18ts) ou mel-
11(it26); let-502 (sbl18ts). Les phénotypes Emb et NaLv ont été déterminés tels que décrit
précédemment a 18°C et 25.5°C. La souche pix-1(gk416);mel-11(it26) est maintenue a 15°C
et 18°C. La souche pix-1(gk416);let-502(sbi18ts) et la souche pix-1(gh416); mel-11(it26);
let-502(sb118ts) sont maintenues a 18°C. Toutes les souches doubles et triples mutants de

pak-1 doivent étre maintenues a 15°C.
2.5.2 TRAITEMENTS AVEC INHIBITEURS CHIMIQUES

Afin d’évaluer si pix-1 , git-1 et pak-1 participent a des voies de signalisation conduisant a la
phosphorylation des chaines légeres de myosines régulatrices (CLMr) durant les processus
d’élongation, nous avons ftraité les mutants avec divers inhibiteurs de la machinerie de
phosphorylation des CLMr. Pour ce faire, nous avons traité¢ une population de nématodes
synchronisée a I’hypochlorite a partir du stade L1 jusqu’au stade adulte avec la blebbistatine
(Sigma- Aldrich, Oakville, On) 50 et 100uM, ML-7 (Sigma-Aldrich, Oakville, On) 2uM et la
calyculin A (Sigma-Aldrich, Oakville, On) 100nM. La population d’adulte est laissée sur le
milieu contenant I’inhibiteur pour pondre. Le phénotype de NaLv est évalué tel que décrit
précédemment. Afin de confirmer I’éventualité que tiam-1 soit une GEF participant aussi a ce

processus, le mutant C11D9.1 (0k772) a aussi été traité avec les divers inhibiteurs.
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2.6 INTERACTION GENETIQUES AVEC LES GTPASES RHOS ET
ARFS

2.6.1 TRAITEMENT A L’ARN INTERFERANT EN LIQUIDE

Pour cette étude, les différents vecteurs (pL4440-mig-2, pL4440-crp-1, pL4440-rhol,
pL4440-ced-10, pL4440-rac-2, pL4440-cdc-42 plL4440-arfl.1, pL4440-arl-1, pL4440-arl-3,
et pL4440-arf-6, pL4440-arl-6 et pL4440-gfp) ont été utilisés en combinaison avec les all¢les
suivants : wt, pak-1(0k448), pix-1 (gk416), pix-1 (0k982), git-1 (0k1848). Brievement, les
clones bactériens portant ces vecteurs sont sélectionnés sur LB agar contenant de
Pampicilline 100pg/ml et de la tétracycline 12.5ug/ml et ont poussé durant 16 heures a 37°C.
De 10 a 15 colonies sont ré-inoculées dans 2ml de milieu LB liquide contenant de
I’ampicilline 100pg/ml et de la tetracycline 12.5ng/ml et ont poussé pendant 16 heures a
37°C. De cette culture, 53ulL servent a ré-inoculer 2ml de NGM liquide contenant de
’ampicilline 100pg/mi et ont poussé pendant 3 heures avec agitation a 220rpm, a 37°C. La
production d’ARN double brin est induite par I’ajout d’IPTG a une concentration finale de
6mM et la croissance des bactéries est poursuivie pendant 5 heures avec agitation a 220rpm,
a 37°C. La culture est ensuite concentrée par centrifugation a 3500rpm pour 3minutes et
suspendue dans le tiers du volume initial de NGM liquide. La suspension est distribuéc dans
une plaque de 96 puits (100pl/puits). De 20 a 30 larves synchronisées au stade L1 sont
ajoutées a cette suspension dans un volume maximal de 5Sul de M9. Les larves sont traitées
avec ’ARN interférant contre les divers GTPases Rhos ¢t GTPases Arfs pour une période de
96 heures a 18°C, avec agitation a 100rpm. Apres 96 heures, le nombre total de larves
arrétées (NaLv) est compté et rapporté en fonction du nombre total de larves dans le puits.

L’expérience est faitc en triplicata et répétée au moins a trois reprises.
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2.7 INTERACTIONS GENETIQUES AVEC LES COMPOSANTES DES
CORPS DENSES

2.7.1 TRAITEMENT A L’ARN INTERFERANT SUR SOLIDE

Pour cette étude, les différents vecteurs (pL4440-ina-1, pL4440-pak-1, pL4440-git-1,
pL4440-pix-1 et pL.4440-gfp) ont été utilisés en combinaison avec les alléles suivants : ina-/
(gmi44), pak-1(0k448), pix-1 (gk416), pix-1 (0k982), pxi-1 (0k1483) et pat-6 (s1561).
Briévement, les clones bactériens portant ces vecteurs sont sélectionnés sur LB agar
contenant de I"ampicilline 100pg/ml et de la tétracycline 12.5ug/ml, et ont poussé durant 16
heures a 37°C. De 10 a 15 colonies sont ré-inoculées dans 2ml de milieu LB liquide
contenant de I’ampicilline 100pg/ml et de la tétracycline 12.5ug/ml et ont poussé pour 16
heures a 37°C. De cette culture, 53uL servent a ré-inoculer 2ml de NGM liquide contenant de
’ampicilline 100pg/ml et sont poussées pendant 5 heures avec agitation a 220rpm, a 37°C.
La production d’ARN double brin est induite par le dépot de la culture sur une plaque de 24
puits contenant 0.6ml de NGM agar, 100pg/ml d’ampicilline et une concentration finale
d’IPTG de 6mM. La croissance des bactéries est poursuivie pendant 16 heures a 37°C. De 10
a 20 larves synchronisées par traitement a [’hypochlorite au stade L1 sont déposées dans les
puits dans un volume maximal de SuL de M9. Les larves sont traitées avec I’ ARN interférent
pour une période de 72 heures a 18°C. Aprés 72 heures, les adultes sont flottés par cinq
lavages successifs avec Iml de M9. Les phénotypes Emb et NaLv sont quantifiés tels que

décrit précédemment. L expérience est faite en triplicatas et répétée au moins a trois repriscs.

2.8. INTERACTION AVEC GLR-1

2.8.1 QUANTIFICATION DU PHENOTYPE DE RECHERCHE EN ZONE RESTREINTE
ET DISPERSION

Afin de quantifier 1’altération du comportement des nématodes mutants en recherche de
nourriture, les souches wr ef pix-1 (gk416) ont été synchronisées par hypochlorite et leur

comportement de recherche de nourriture a été évalué au stade jeune adulte. Pour ce faire, un
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adulte est transféré sur une plaque de NGM agar sans nourriture a 'aide d’un capillaire
rempli de M9. Le nématode est laissé sur la plaque, libre de se mouvoir sur dix longueurs de
corps. Le nématode est alors transféré sur une nouvelle plaque de NGM agar sans nourriture
a ’aide d’un capillaire rempli de M9. L’excédent de M9 est absorbé avec un papier filtre.
Une période de 3 minutes s’écoule avant de débuter la vidéo-microscopie des mouvements du
nématode. Les mouvements sont ensuite enregistrés pour une période de 5 minutes, il s’agit
ici du phénotype de zone de recherche restreinte. Une période de 45 minutes s’écoule afin de
permettre au nématode de passer du comportement de recherche en zone restreinte au
comportement de dispersion. Le comportement du nématode est alors enregistré pour une
seconde période de 5 minutes. Les données suivantes seront tirées de 1’analyse des films : le
nombre de mouvements de recul, le temps de reculons, le nombre de mouvements
d’avancement et le temps d’avancement.  De plus, le mouvement oscillatoire (de gauche a

droite) de la téte en présence de nourriture a ét¢ observé sur une période de cing minutes.

2.8.2 ETUDES COMPORTEMENTALES DANS LES LABYRINTHES

Les nématodes ont été synchronisés par traitement a I’hypochlorite et incubés pour une durée
de 72 heures a 18°C sur le NGM agar, avec OP50 comme source de nourriture. La population
synchronisée au stade jeune adulte a ensuite été flottée avec du M9 et tavée des bactéries par
3 centrifugations successives a 3500rpm pour 3 minutes. Les labyrinthes en PDMS, sont
préalablement déposés sur un milieu de chimiotaxie (CTX) (10 mM Mops (pH 7.2), 0.25%
v/v Tween 20, 15 g/l agar). Ce milieu particulier est utilisé, puisque le chimiotactisme des
nématodes est influencé par plusieurs facteurs, dont la présence de certains ions (Na+ et Cl").
A la sortie du labyrinthe, Ipl de NaN; 250mM, ainsi que Ipl de Benzaldéhyde 0.1%, sont
déposés. Le NaN; agit comme paralysant, alors que le benzaldéhyde est un chémo-attractant.
Les nématodes sont déposés a lentrée du labyrinthe dans un volume minimal de MO9.
L’excédent de liquide est absorbé et les nématodes sont laissés libres de se mouvoir pour 1 ou
2 heures a température de la pieéce. Ensuite, les nématodes sont mis a 4°C pour arréter tout
mouvement. Le nombre de vers au début, au centre et a 'extrémité du labyrinthe est compté
et rapporté sur le nombre total de nématodes présents dans le labyrinthe. Cette expérience a

¢té effectuce a trois reprises en triplicata.
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2.8.3 QUANTIFICATION DE L’EXPRESSION DE GLR-1::GFP

Des nématodes transgéniques, exprimant le récepteur au glutamate GLR-1 en fusion
traductionnelle avec la protéine fluorescentc GFP, ont ¢té utilisés pour vérifier ’effet d’une
mutation de pix-1 sur I’expression de ce récepteur. Ainsi, les nématodes transgéniques ont été
croisés avec les mutants pix-/ (gk416). Les nématodes ont été synchronisés par traitement a
I’hypochlorite et incubés pendant 72 heures a 18°C sur le NGM agar, avec OP50 comme
source de nourriture. La population synchronisée au stade jeune adulte a ensuite été flottée
avec du M9 contenant 0.01% de Triton X100 et directement déposée dans la cupule du
cytométre en flux pour nématodes (COPAS BIOSORT, Union Biometrica). Les réglages du
COPAS étaient tels qu’indiqué dans les tables 2-8 et 2-9 avec un TOF (time of flight)

minimal de 10, un seuil de 80 et un filtre 418nm.

TABLE 2-8 : REGLAGES DE VISUALISATION DU COPAS BIOSORT

TOF 1024
EXT 2048
GREEN 2048
YELLOW 256

RED 1024

TABLE 2-9: REGLAGES D’AMPLIFICATION DU SIGNAL DU COPAS

BIOSORT
Gain Intensity
EXT 80 100
GREEN 200 200
YELLOW 200 200
RED 200 200

La fenétre de la distribution de "extinction (EXT) versus le TOF contenant la popuylation de
jeunes adultes a été définie pour les valeurs de TOF se situant entre 300 et 500 dans ce
contexte. Cette expérience a €té répétée au moins a trois reprises. Les nématodces N2 bristol
ont servi de contréle pour établir la valeur de ’auto-fluorescence, alors que les GLR-1::GFP

ont été comparés aux nématodes GLR-1::GFP ; pix-1 (gh416).
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2.8.4 QUANTIFICATION ET LOCALISATION DE GLR-1:GFP PAR MICROSCOPIE A
FLUORESCENCE

Une population de nématodes au stade jeune adulte est flottée avec du M9 et nettoyée des
bactéries par trois centrifugations d’une minute & 900g. Les nématodes sont, par la suite,
suspendus dans du levamisole (Sigma-Aldrich, Oakville, On) 10mM avant d’étre montés sur
un coussin d’agar 2% et visualisés a I’aide d’un microscope (Leica DMS5500) équipé d’un
filtre a épi fluorescence GFP et d’un objectif 63x. Une photo est prise sur une épaisseur de
6pm, & une exposition de 75ms ou 300 ms pour la région de la téte et de la corde ventrale
respectivement. L’analyse quantitative de la fluorescence est effectuée avec le logiciel Leica
AF6000, via la détermination de ROI (Region of interest). Une ROI correspond au corps
cellulaire de ’interneurone AVA (Figure 2-1 A), alors qu’une seconde ROI est utilisée pour
soustraire le bruit de fond. Cet interneurone a été choisi en raison de son implication dans la
régulation des mouvements de recul et par le fait qu’elle exprime le récepteur au glutamate
GLR-1 (Gray, Hill et Bargmann, 2005). Ensuite, au niveau de la région post-synaptique, soit
la corde ventrale, une ROI est positionnée antérieurement ou postéricurement a 30um de la
vulve. Une seconde ROI, de méme dimension, sert a soustraire le bruit de fond
(Figure 2-1 B). La wvariation du rapport de la fluorescence du corps cellulaire sur la
fluorescence au niveau de la corde ventrale permettra de quantifier le niveau d’expression de

GLR-1::GFP et de confirmer son accumulation ou sa dispersion dans ces zones.

A partir des mémes images de nématodes, unc ligne (POI : Path of interest) a été tracée dans
la ROI de la corde ventrale. Cette ligne recense tous les points de fluorescence qui
correspondent a des post-synapses exprimant le récepteur GLR-1::GFP. Il est alors possible
de quantifier le nombre de points retrouvés sur une région de 35um, située & une distance de
30pm antérieure ou postérieure a la vulve (Figure 2-1 B). De plus, le niveau de fluorescence
de chaque point est recensé, ce qui permet de quantifier la fluorescence au niveau de chacune
de ces post-synapses. Dans cette étude, les nématodes transgéniques GLR-1::GFP ont été

comparés aux nématodes GLR-1::GFP; pix-1 (gk416).
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FIGURE 2-1: METHODE POUR LA QUANTIFICATION ET LA
LOCALISATION DE GLR-1::GFP PAR MICROSCOPIE A FLUORESCENCE. La
photo représente un nématode transgénique pour GLR- ::GFP, vu en épifluorcscence. A)
Région de la téte d’un nématode et localisation de I’inter-neurone AVA pour positionner les
ROIs. B) Positionnement des ROIs au niveau de la corde ventrale et des POIs.

2.8.5 COLOCALISATION DE GLR-1::GFP ET PIX-1:MCHERRY

Des males transgéniques GLR-1::GFP ont ét¢ générés, comme décrit précédemment, et
croisés avec des hermaphrodites transgéniques PIX-1::mCherry. Des nématodes doubles
transgéniques ont €té isolés et visualisés a I’aide d’un microscope (Leica DMS5500) équipé

d’un filtre a épifluorescence GFP et d’un objectif 63x.



CHAPITRE 3

RESULTATS : pix-1/ git-1/ pak-1 ET LEUR FONCTION
DEVELOPEMENTALE

3.1 CARACTERISATION ALLELIQUE

Afin de pouvoir interpréter les résultats d’interactions génétiques, il est primordial d’évaluer
la nature des mutations utilisées. Pour ce faire, une analyse des altérations de la structure du
gene, de la fonction (gain, perte, récessivité et dominance) et, de la protéine résultante a été

effectuée.

3.1.1 L’allele de git-1 (ok1848)

En regard de la structure génomique, ’alléle ok/848 correspond a une mutation par délétion
de 887 nucléotides, incluant les exons 10 a 13, se traduisant par une protéine tronquée de 163
acides aminés en son C-terminal. Le domaine de liaison & la paxillin qu’on retrouve dans la
région C-terminale de la protéine humaine se compose de trente acides aminés
(STEDVILKTEQVTKNIQELLRAAQEFKHDS) (Zhang er al, 2008). Malgré une
divergence significative entre les séquences pour cette protéine entre le nématode et les
mammiferes, une séquence consensus est retrouvée dans la région C-terminale de
’homologue de GIT-1 chez C. elegans. Cette séquence correspond aux acides aminés 566 a
599 de la protéine du nématode (voir section 1.4.7). Ayant identifi€ par séquencage que la
protéine provenant de l’alléle 0k/848 a perdu son extrémité C-terminale entre les acides
aminés 508 et 671, nous avons confirmé que le domaine d’interaction avec la paxillin n’est

pas présent dans la protéine tronquée (Figure 3-1). Les domaines fonctionnels, tels que les
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domaines ANK, SHD et GAP restant inaltérés dans la forme mutante dc la protéine, nous

pouvons envisager que l’alléle mutant puisse coder pour une protéine partiellement

fonctionnelle.

670

] 507

FIGURE 3-1: CARACTERISATION MOLECULAIRE DE L’ALLELE git-/
(0k1848). L allele 0ki848 consiste en une délétion de 163 acides aminés en C-terminal.
Cette délétion résulte en 1’élimination du domaine d’interaction avec la Paxillin (PBS). Les
domaines catalytiques GAP, ankyrine et le domaine SHD médiant I’interaction avec ap-PIX,
Picolo et FAK chez les mammiféres sont conservés.

3.1.2 L’ALLELE DE pix-/ (0k982)

L’allele de pix-/ (0k982), montre que le produit génique altéré consiste en une délétion de
1002pb couvrant l'exon 8 a 11. Cet alléle coderait pour une protéine ayant maintenu ses
domaines en position N-terminale SH3 et RhoGEF (DH: Dbl domaine d'homologie),
permettant respectivement l’interaction avec PAK et activité GEF envers Rac et Cdc42
(Figure 3-2). Par contre, cette protéine aurait perdu les domaines d’interaction avec POPX-2
(FEM-2), GIT-1, Shank (SHN-1) et Scribble (LET-413). De plus le domaine PH, qui permet
le ciblage de PIX-1 aux membranes est absent. L’analyse des domaines fonctionnels de la
protéine mutante, indique qu’il s’agirait d’un alléle perte de fonction particlle, donc d’un
allele possiblement hypomorphe. En revanche, la nature de la mutation supprimant la plupart
des modules interactions protéine-protéine situcs a l'extrémité C - terminale de la protéine et
I’absence d’activité ciblée et impliquée dans la régulation et le ciblage de ’activité GEF de
PIX-1 pourrait aussi indiquer la possibilit¢ de la présence d’un allele néomorphe ou

hypermorphe.



86

3.1.3 L’ALLELE DE pix-1 (gk416)

La caractérisation moléculaire de ’allele de pix-1 (gh416) suggére qu’il s’agit d’un nul, tel
que publié précédemment (Lucanic et Cheng, 2008). En effet, I'all¢le mutant contient une
délétion de la région S’UTR (5’ untranslatted region) incluant les quatre premiers exons, ce
qui entraine un décalage du cadre de lectures et seulement 12 acides aminés de la protéine

seraient traduit (Figure 3-2).

™ CH [ N

Ce PIX-1 (gk416) I"'12

L 312

FIGURE 3-2: CARACTERISATION MOLECULAIRE DES ALLELES pix-/
(gk416) ET (0k982). 1dentification des domaines sur les protéines tronquées résultant de la
mutation de pix-/. L’allele gk4/6 est nul, avec seulement 12 acides aminés traduits, alors qu’
0k982, a perdu la majorité de ces domaines d’interactions protéiques.

3.1.4 L’ALLELE DE pak-1 (0k448)

Tel qu’indiqué précédemment (Gally et al., 2009 ; Lucanic et Cheng, 2008), pak-1 (0k448)
est considéré comme un all¢le nul. Cet alléle coderait pour une protéine ayant conservé sa
capacit¢ a lier PIX-1 et et les GTPases activées tout en ayant perdu son domaine kinase
(Figure 3-3). Cette mutation est fort intéressante puisqu’elle récapitule le type de mutation
retrouvé chez les patients atteints de retard mental i€ a I’altération de PAK3 (Allen et al.,

1998 ; Donnelly et al., 1996).
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FIGURE 3-3 : CARACTERISATION MOLECULAIRE DE L’ALLELE pak-1
(0k448). L’ allele 0k448 chez le nématode code pour une protéine PAK-1 ne possédant plus
son domaine d’activité kinase.

3.1.5 EVALUATION DE LA DOMINANCE DES ALLELES DE pix-/, git-1 ¢t pak-1

Les mutations de pix-/, git-1 et pak-1 résultent en un phénotype de larves non allongées
(NaLv), de 15%, 9% et 12% respectivement (Table 3-1). Lorsqu’un hermaphrodite mutant
homozygote est croisé avec un male de génotype sauvage, il génere une progéniture
hétérozygote. La quantification du phénotype NaLv de la progéniture hétérozygote, a permis
de mettre en évidence que les alléles pix-/ (gk416), pix-1 (0k982) et git-1 (0kl848) sont semi-
dominants pour ce phénotype, puisque la pénétrance du phenotype Nalv est non nulle (ie : 7,
2 et 9% respectivement) dans les populations hétérozygotes (Table 3-1). Concernant ’alléle
de pak-1 (0k448), ce dernier serait dominant ou récessif avec un effet maternel, puisque le
phénotype de la progéniture hétérozygote est indiscernable du phénotype du mutant
homozygote, qui sont respectivement de 13 et 12% (Table 3-1). Afin d’identifier s’il s’agit
d’une dominance stricte ou d’un effet maternel la quantification du phénotype a été répétée
en considérant la progéniture provenant d’un hermaphrodite hétérozygote. Dans ce dernier
cas, on doit retrouver dans la progéniture 50% d’hétérozygote et 25% d’homozygote sauvage
puis, 25% d’homozygote mutant, si [’allele est dominant on doit alors s’attendre a retrouver
environ 9% de NaLv dans la population totale. Ce n’est pas le cas, puisque dans cette
condition, on retrouve 1% de NaLv. Ceci est une indication que I’alléle de pak-1 (0k448) est

récessif avec un effet maternel.
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TABLE 3-1 : CARACTERISATION DE LA DOMINANCE ALLELIQUE DE pix-1,
git-1 et pak-1

Génotype Maternel Génotype progéniture NaLv% n
pix-1 (gk416) -/~ pix-1 (gk416) -/- 15 367
pix-1 (gk416) -/- pix-1 (gk416) -/+ 7 297
pix-1 (0k982) -/- pix-1 (0k982) -/- 15 390
pix-1 (0k982) -/- pix-1 (0k982) -/+ 2 264
git-1 (0k1848) -/- git-1 (okl1848) -/- 9 496
git-1 (0k1848) -/- git-1 (ok1848) -/+ 2 377
pak-1 (0k448) -/- pak-1 (0k448) -/- 12 434
pak-1 (0k448) -/- pak-1 (0k448) -/+ I3 518
pak-1 (0k448) -/+ 1 189

3.2 CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DE PIX-1, GIT-1 ET PAK-1

Afin de résoudre la fonction du complexe GIT/PIX/PAK chez C. elegans, une caractérisation
phénotypique exhaustive a été effectuée préalablement a 1’analyse fonctionnelle au niveau

moléculaire.

3.2.1 pix-1, git-1 et pak-1 MONTRENT UN DEFAUT D’ELONGATION ET UNE
LETALITE EMBRYONNAIRE

Les alleles de pix-1, git-1 et pak-1, présentent un phénotype de 1étalité embryonnaire (Emb).
Cette [étalité embryonnaire est trés faible et varie entre 1 et 6% a une température de 18°C
(Table 3-2). La Iétalité embryonnaire est légeérement augmentée a 25.5°C, passant a 2 a 11%
(Table 3-2). Des larves qui éclosent, une certaine proportion est arrétée au stade L1. Pour les
différents alleles ce phénotype de larves arrétées a été quantifié et est de 0% pour les
nématodes wit, 7% pour pix-I (0k982), 6% pour pix-1 (gk416), 2% pour git-1 (0k1848) et
12% pour pak-1 (0k448) a 18°C (Table 3-2). Le phénotype NaLv, tout comme le phénotype
Emb est aussi significativement aggravé a 25.5°C et est de 0% pour les nématodes wr, 15%
pour pix-1 (0k982), 10% pour pix-1 (gk416), 4% pour git-1 (0ki848). L allele pak-1 (0k448)

n’est pas affecté par la hausse de température et présente un phénotype NaLv constant de



89

12% (Table 3-2). La pénétrance des phénotypes Emb et NaLv est faible mais significative par
rapport aux souches sauvages sur toutes les expériences effectuées. De plus, les alleles de
pix-1 et git-] semblent sensibles a la température, alors que pak-I (0k448) ne 'est pas.
Finalement, le traitement des nématodes wr avec des ARNI contre pix-/, git-1 et pak-1, induit
un phénotype NaLv morphologiquement identique a celui observé chez les mutants, moins
pénétrants, ce qui est probablement di a I’efficacité de ces ARNi. Lorsque les mutants git-/
sont traités avec les ARNIi contre git-/, le phénotype de NaLv est augmenté a 4% (Table 3-2),
indiquant probablement la nature hypomorphe. Considérant la nature des alleles de pix-/
(gk416) et pak-1 (0k448), nous n’attendons pas d’augmentation du phénotype suite au

traitement avec leur ARNI respectifs.

TABLE 3-2 : QUANTIFICATION DE LA LETALITE EMBRYONNAIRE ET DES
LARVES NON-ALLONGEES

18°C 25,5°C
Génotype Emb NaLv n Emb NaLv n
% % % %

wit

pix-1 (0k982) -/-

0 0 709 0 0 771
6 7 1140 11 15 679
pix-1 (gk416) -/~ 1 6 713 3 10 492
git-1 (0k1848) -/- : 1 2 731 1 4 735
pak-1(ok448) -/- \ 12 2502 133

0

0

1

1

2 12
RNAI pix-1 (wo) 629 Yy
1731
1510 ﬂ

RNAI git-1(w¢)
RNAI pak-1(w2)
Ces phénotypes Emb et NaLv signifient une implication potentielle de pix-/, git-1 et pak-1

RNAi git-1; git-1 (ok1448)

NN =

dans les processus d’élongation embryonnaire précoce et/ou tardive. Ces larves ont une taille
correspondant a un arrét d’élongation entre le stade plié 2 fois et le stade plié 3 fois lorsque
compar¢ au larve wr du stade L1(Figure 3-4). Ce réle dans 1’élongation précoce et/ou tardive
est trés évident dans le cas de pak-/ qui en plus de présenter le phénotype NaLv et Emb,
présentent aussi des larves NaLv ayant une taille correspondant a un arrét d’élongation au
stade pli¢ 1.2-1.5 fois. Ce phénotype est une indication claire d’un trouble d’élongation

durant le développement embryonnaire.
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git-1 (ok1848) 1 ) pak-1 (ak448)

FIGURE 3-4 : L’ELONGATION DES LARVES ARRETEES pix-1, git-1 ET pak-1
EST INCOMPLETE. De gauche a droite, de haut en bas. Sont montrées dans ’ordre, une
larve L1 sauvage, une pix-/ (gk416), pix-1 (0k982), git-1 (0ki1848) et une pak-1 (0k44§).

3.2.2 pix-1, git-1 ET pak-l MONTRENT UN DEFAUT DE CONTRACTION DU
PHARYNX

Les nématodes mutants pour pix-/ (gk416), pix-1(0k982), git-1 (ok1848) et pak-1(0k448) qui
exhibent un trouble d’élongation, sont complétement paralysés et présentent un trouble de
contraction du pharynx. Les larves non-allongées de tous ces mutants ont une fréquence de
contraction du pharynx trés significativement réduite lorsque comparées a des larves L1
sauvages, mais aussi treés significativement réduite par rapport aux larves qui se sont
développées normalement (Figure 3-5). Une fréquence réduite de contraction peut traduire un
défaut neuromusculaire, de neurotransmission ou un défaut musculaire. Tout de méme, ces
larves ont un pharynx -bien développés (Figures 3-4), ce qui indique qu’il ne s’agit fort

probablement pas d’un probléme majeur de morphogenése de I’appareil digestif.
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FIGURE 3-5: pix-{, git-1° ET pak-I PRESENTENT UN DEFAUT DE
CONTRACTION DU PHARYNX. Le nombre de contraction du pharynx a été mesuré
sur une période de 20 secondes et rapporté par minutes. Les larves arrétées de pix-/, git-1 et
pak-1 présentent une réduction du taux de contraction par rapport aux larves L1 wr et par
rapport aux larves non-arrétées * test de student p<0.05.

3.3 CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE pix-1, git-1 ET pak-1

Chez le nématode on retrouve trois CLMr (chaines 1égére de myosine régulatrice) dont mlc-1,
mlc-2 et mlc-4. MLC-1/2 ont été montrées pour leur fonctions de contréle des contractions
pharyngales, alors que MLC-4, telle que mentionné précédemment est impliquée dans
I’élongation embryonnaire. Afin d’évaluer le r6le de pix-1, git-/ et pak-1 durant ’élongation
et les contractions pharyngeales, nous avons tenté de les positionner par rapport a la

machinerie de régulation de I’activité des CLMr par une approche génétique.
3.3.1 PIX-1, GIT-1 ET PAK-1 CONTROLENT LA CONTRACTION DU PHARYNX

Le pharynx est un organe neuro-musculaire et I’altération de son taux de contraction peut-étre
causée par un probleme de neuro-transmission, mais encore par une altération de la

machinerie de contraction musculaire. En effet, des mutants pertes de fonction de deux genes
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codant pour des homologues CLMr, soit mic-1 et mic-2 (Rushforth, White et Anderson,
1998), présentent aussi un défaut de contraction du pharynx et un arrét de croissance

larvaire.

Afin de vérifier, si la réduction du taux de contraction du pharynx observée chez les mutants
pix-1, git-1 et pak-1 pourrait aussi étre d a un déséquilibre de la régulation de I’activité des
CLMr (mlc-1/2) exprimées au niveau du pharynx, le taux de contraction du pharynx a été
évalué en présence et en absence de Blebbistatine et de ML7, respectivement un inhibiteur de

I’activit¢ ATPasique de la myosine 1I musculaire et non-musculaire et un inhibiteur de

MLCK.

Les L1 wr traitées avec Blebbistatine 10uM, présentent un taux de contraction du pharynx
réduit par rapport aux conditions contrdlées, alors que les L1 wr traités avec ML7 2uM, ne
présentent pas d’altération du taux de contraction du pharynx (Figure 3-6). En aucun cas le
taux de contraction du pharynx des L3 n’est affecté. Le traitement des L1 arrétées mutantes
pour pix-1 et pak-1 présentent une réduction significativement renforcée de la contraction du
pharynx lorsque comparées au mutants non traités (Figure 3-6). De fagon intéressante le taux
de contraction du pharynx des larves L3 de ces mutants n’est pas affecté par le traitement

lorsque comparé aux nématodes sauvages (données non représentées).
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FIGURE 3-6 : pix-1, git-1, pak-1 ONT UN IMPACT SUR LA CONTRACTION DU
PHARYNX. Les larves arrétées qui ont une réduction du taux de contractions du pharynx,
lorsque traitées avec la Blebbistatine 10uM ou le ML7 2uM, présentent une aggravation
significative de ce phénotype & I'exception des larves gir-1 (0k1848). Test de Student
*p<0.01 #p<0.001.

Ces données ne permettent pas de conclure sur le positionnement exacte de pix-/, git-1 et
pak-1 dans le processus de contraction du pharynx. Les résultats indiquent tout de méme que
ces génes pourraient fontionnés autant en amont qu’en parallele des CLMRs. 1ls pourraient
aussi étre impliqué dans un processus tout a fait différent des contractions pharyngales, mais

contribuant a 1’aggravation du troubles de contractions.

3.3.2 PATRON D’EXPRESSION DE PIX-1, GIT-1 ET PAK-1

L’observation des nématodes transgéniques PIX-1::mCherry, générés pour cette étude a
permis d’identifier superficiellement le profil d’expression de PIX-1. Dans I’embryon, PIX-1
cst exprimeé a partir du stade haricot, de maniére diffuse et ubiquitaire (Figure 3-7A). Suite a

I’initiation de I’élongation, au stade pli¢ 1.2x -1.5x, une accumulation de PIX-1::mCherry est
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observée. PIX-1 scmblc se concentrer, a ce stade, aux jonctions cellulaires hypodermiques
(Figure 3-7B). Cette localisation devra étre confirmée par un co-marquage spécifique.
Finalement, PAK-1 a été¢ montré pour étre exprimé aux jonctions cellulaires hypodermiques
de ’embryon durant 1’élongation (Chen ef al., 1996) et les données de SAGE indiquent que
GIT-1 est aussi exprimé dans les cellules de I’hypoderme et lors du développement
embryonnaire. Ces profils d’expression suggérent que PIX-1, GIT-1 et PAK-1 peuvent

participer a la morphogenése de I’embryon et plus particuliérement a I’étape d’élongation.

A

FIGURE 3-6: PROFIL D’EXPRESSION DE PIX-1::MCHERRY A) PIX-1 est exprimé
a partir du stade haricot, de maniére ubiquitaire et en périphérie des membranes cellulaires

B) et son expression semblent se concentrer aux jonctions cellulaires hypodermiques au stade
plié 1.2-1.5x.

Chez le nématode adulte, 1l a été¢ montré que le transgénique PIX-1::mCherry en fusion
traductionnelle, généré pour cette étude exprime P1X-1 dans de nombreuses cellules incluant
celles du pharynx. PIX-1::mCherry est largement accumulé au membranes basolatérales des

cellules myo-épitheliales du pharynx (Figure 3-7 B ). La distrubution en amas de points, de
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PIX-1, pourrait représenter les points d’adhésion des cellules du pharynx a la matrice
extracellulaire (membrane basale) ou a d’autres types cellulaires tels que les neurones
pharingaux. GIT-1::GFP (Figure 3-7C), ainsi que PAK-1 ::GFP (Iino et Yamamoto, 1998)

sont aussi exprimés dans le pharynx.

A B
DIC DIC
PIX-1::mCherry GIT-
1:.GFP

FIGURE 3-7 : EXPRESSION ET LOCALISATION DE PIX-1::MCHERRY ET GIT-
1::GFPA)) PIX-1 ::mCherry est exprimé au niveau du pharynx, dans les cellules basolatérale
du myoépithélium. C) GIT-1::GFP est aussi exprimé au niveau du pharynx.

3.3.3 pix-1 ET pak-1 INTERAGISSENT AVEC LES COMPOSANTES DE LA VOIE mel-
11/let-502

L’élongation de ’embryon nécessite 1’activité de la CLMr MLC-4 (Gally et al., 2009) et
activité¢ de MLC-4 est régulée par la voie MEL-11/LET-502. Afin de mettre en évidence le
rble de PIX-1, GIT-1 et PAK-1 dans la régulation de ’activité des CLMr, durant |’élongation,
une approche génétique a ¢té utilisée. Nous avons testé si pix-1 (gk416) et pak-1 (0k448)
contrdlent le processus d’élongation en paralléle ou au sein de la voie MEL-11/LET-502.
Considérant la nature des alleles de git-1 (0ki848) et pix-1 (0k982), trés probablement
hypomorphes, I’épistasie de ces dernieres par rapport a mel-11 et let-502 (allele nul) n’a pas

été évalude, puisque qu’elle ne permettrait pas de conclure sur le positionnement de ces génes
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par rapport & la voie MEL-11/LET-502. Par conséquent, les alléles nuls pix-/ (gk416) et pak-
I (0k448) seront évalués a savoir s’ils interagissent génétiquement avec mel-11 (it26) et let-
502 (sbl18ts), des mutants sensibles a la température. 11 y a rupture de 98% des nématodes
mel-11 (it26) a 18 © C au début de I'élongation comme précédemment décrit (Table 3-3)
(Piekny, Wissmann et Mains, 2000). Cette létalité embryonnaire été réduite de 98 a 42% chez
les nématodes mel-11 (it26), pix-1 (gk416) (Table 3-3), suggérant que pix-1 et mel-1/ ont une
fonction antagoniste lors d'événements d’allongement précoce. En outre, une petite fraction
des nématodes mel-11 (it26); pix-1 (gk416) ayant éclos présentent le phénotype de larves
arrétées au stade L1, caractéristique de pix-/ et ce, avec une pénétrance similaire a celle
observée pour les simples mutants pix-/ (gk416) (Table 3-3). 1l s’agit d’une indication que
mel-11 contrélerait I’élongation précoce en amont de pix-/ et qu’il ne serait pas impliqué au

cours de I’elongation tardive ou alors, de fagon redondante avec une autre protéine.

En cohérence avec I’implication de pak-/ dans I’élongation précoce (Gally ef al., 2009), le
double mutant de mel-11 (it26); pak-1 (0k448), rupture, comme mel-1] (it26) et
quantitativement le phénotype du double mutant est le méme que mel -/1 (it26) (Table 3-3),
indiquant que pak-/ pourrait fonctionner en amont ou en paralléle de mel-/1. Ensuite,
I”évaluation a été poursuivie pour déterminer si pix-1 (gk416) et pak-1 (0k448) interagissent
avec let-502 (sb118ts) 4 25,5 ° C (température non permissive). En cohérence avec les études
précédentes, 99% des nématodes let-502 (sb118ts) cultivés a 25,5 ° C présentent de graves
défauts d'élongation indiqués par un phénotype caractéristique de larves arrétées (Table 3-3,
Figure 3- 9). En outre, 8% des embryons sont arrétés a 1’étape d’élongation entre le stade
virgules et plié 1,5 fois (Table 3-3). Cette létalité embryonnaire est fortement augmentée
jusqu'a 89% chez le double mutant let-502 (sbl18ts); pix-1 (gk416) a 25,5 ° C (Table 3-3,
Figure 3-9). En outre, 100% des larves écloses présentent aussi le phénotype de larves
arrétées typique a ler-502 (Table 3-3 Figure 3-9). Ceci suggére que pix-/ permettrait de
contrdler l'allongement précoce en paralléle ou en aval de /et-502. Invariablement, pak-/
(0k448), let-502 (sbl18ts) comme indiqué dans une étude précédente (Gally et al., 2009), fait
obstacle a l'allongement de l'embryon au stade plié 1,2 fois et par conséquent 100% du

développement de I'embryon est perturbé (Table 3-3). Ces résultats confirment ce qui a été
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raporté dans la littérature, c’est & dire que pak-1 (ok448) fonctionnerait en paralléle de let-502

(sb118ts) pour promouvoir la phosphorylation de MLC-4.

FIGURE 3-9: CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DES LARVES
ARRETEES. Les larves arrétées, montées sur un coussin d’agar, ont été observées sous
illumination DIC avec un objectifs 63x et un occulaire 10x.

Afin d'évaluer si pak-/ fonctionnerait en paraliéle de la voie LET-502/MEL-11, un triple
mutant mel-11 (it26); let-502 (sb118ts); pak-1 (0k448) a été généré. Le triple mutant de pak-
1 (0k448); mel-11 (it26), let-502 (sbl18ts) a affiché 100% d’Emb, ce qui correspond en
réalité a des embryons arrétés au stade plié 1,2 fois (Table 3-3). Tel que publié récemment
(Gally et al., 2009), 1l est indiqué que pak-I fonctionne définitivement en paralléle a la voie

MEL-11/LET-502 au cours de I'élongation précoce.

Afin d'évaluer si pix-/ fonctionnerait en paralléle de la voie LET-502 / MEL-11, un triple
mutant a été généré soit : mel-/1 (it26), let-502 (sb118ts),; pix-1 (gk416). A 18 ° C, ces
animaux expriment un phénotype Emb réduit par rapport & mel-11 (it26); let-502 (sb118ts)
(Table 3-3). Ceci est cohérent avec la suppression du phénotype Emb de mel-1/ (it26) déja
observé chez le mutant mel-11 (it26), pix-1 (gh416) (Table 3-3). Ces résultats sont également

en accord avec le fait qu’a cette température, /er-502 exprime une protéine fonctionnelle.

Entre le stade coma et plié 1,5 fois, a 25,5 ° C, 71% des mutants mel-11 (it26);let-502
(sb118ts); pix-1 (gk416) s’arrétent, ce qui se traduit par une létalité embryonnaire (Table 3-
3). Il s’agit d’une aggravation trés importante des défauts d’élongation associés a /et-502 par

rapport au mutant mel/-11 (it26), let-502 (sb118ts) (Table 3-3). A cette température, 55% des
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larves mel-11 (it26), let -502 (sb118ts); pix-1 (gk416) qui éclosent présentent le phénotype de
larves arrétées caractéristique de pix-/ (gk416) (Table 3-3).

TABLE 3-3 : INTERACTION GENETIQUE AVEC mel-11 ET let-502

18°C 25,5°C
Génotype Emb  NaLv n Emb NaLv n
% % % %
wi 0 0 531 0 0 323
pix-1 (gk416) 1 5% 432 3 9% 479
pak-1(0k448) 1 12% 1731 2 12* 133
mel-11 (it26) 98 0 508 100 0 65
let-502 (sb118ts) 0 0 645 8 99 : 353
mel-11 (it26); let-502 (sb118ts) 96 0 905 487
mel-11 (it26); pix-1 (gk416) 42 3152 \\\\\\\\\\\\\\\
let-502 (sb118ts); pix-1 (gk416) 18 3 764 100 ° 373
mel-11 (i126); let-502; 36 3% 395 7 1 55 583
pix-1 (gk416)
pak-1 (0k448); mel-11 (it26) 98 0 763 100 0 931
pak-1 (0k448); let502 (sb118ts) I 9% 2417 | 100 0 2003
mel-11(it26); let-502ts; pak- 100 0 1066 [ 100 0 891
1(0k448)

*Larves de type pix-1, $Larves de type let-502, $$Larves de types /e-502 mortes

3.3.4 pix-1, git-1 ET pak-1 CONTROLENT LA FONCTION DE LA MYOSINE 1I
DURANT L’ELONGATION TARDIVE

Afin de mettre en évidence la fonction de régulateur de la phosphorylation des CLMr de pix-
1, pak-1 et git-1 au cours de I’¢longation tardive et aussi afin de confirmer I'implication de la
myosine II a ce stade, la pénétrance du phénotype de NaLv a été mesurée chez les animaux
soumis a un traitement a la Blebbistatine, la Calyculin A ou ML7. 11 a été précédemment
démontré que ces inhibiteurs entravent spécifiquement l'activité ATPasique de la myosine II,
I’activité sérine thréonine phosphatase de la famille PPl et PP2A dont MLCP, et I’activité
kinase de MLCK, a la fois chez les mammiferes et les nématodes (Ishihara e al., 1989 ;
Kovacs et al., 2004 ; Resjo et al., 1999 ; Schlaitz et al., 2007 ; Yuce, Piekny et Glotzer,

2005). En outre, les inhibiteurs, a ’inverse des alleles mel-11 et let-502 présentant des
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phénotypes trés pénétrants soit de 1étalité embryonnaire ou de stérilité, permettent une légere
réduction de l'activité des machineries de phosphorylation des CLMr de mani¢re a ne pas
bloquer I'¢longation a un stade précoce. Suivant cette logique, il devient possible de mettre en
évidence la fonction de la myosine 1I, de mel-11, pix-1, pak-1 et git-1 aux étapes tardives

d’élongation, qui reste & ce jour peu caractérisées.

La pénétrance du phénotype de NaLv des nématodes pix-/ (gk416), pix-1 (0k982), git-1
(0k1848) et pak-1 (0k448) soumis a un traitement a la blebbistatine a ¢été mesurée. Le
traitement des nématodes sauvages avec la blebistatine induit un phénotype de 2% de NaLv
(Table 3-4). Ce résultat peut étre indicatif de la nature du trouble d’élongation tardive,qui
découlerait en partie, de I’absence de contraction de I’ACAM. Lorsque les mutants pix-/
(gh416), pix-1 (0k982), git-1 (0ki848) et pak-1 (0k448) sont traités a la blebbistatin, ils
présentent tous une aggravation synergique du phénotype de NaLv, qui augmente

respectivement de 9 a 22%, 10 a 27%, 5 a 9% et enfin de 14% a 41% (Table 3-4).

TABLE 3-4 : TRAITEMENT A LA BLEBBISTATINE ET INTERACTIONS
GENETIQUES DE pix-1, git-1 ET pak-1, AVEC LA MYOSINE II.

Génotype Traitement % NaLv Nombre de vers
wit DMSO 0 875
wit Blebb 100uM 2% 456
pix-1 (gk416) DMSO 9 603
pix-1 (gkd416) Blebb 100uM i g 236
pix-1 (0k982) DMSO 10 345
pix-1 (0k982) Blebb 100uM 27 ** 297
git-1 (ok1848) DMSO S 513
git-1 (0k1848) Blebb 100uM g ** 472
pak-1 (0k448) . DMSO 14 382
~ pak-1 (0k448) Blebb 100uM 4] ** 138

*p<0.05, **p<0.01, #p<0.001

Ensuite la pénétrance du phénotype NaLv des nématodes pix-/ (gk416), pix-1 (0k982) et git-
1 (0k1848) soumis a un traitement a la Calyculin A a été calculée. La relation fonctionelle
entre PAK-1 et MEL-11, étant élucidée (Gally ez al., 2009) , I’allele de pak-1 (0k448) n’a pas

été testé. Le traitement des nématodes sauvages avec la Calyculin A induit un phénotype de
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30% de NaLv (Table 3-5). Ce résultat indique que le trouble d’élongation tardive découle
partiellement de ’absence de contraction de I’ACAM. Lorsque les mutants pix-/ (gk416),
pix-1 (0k982) et git-1 (okl1848) sont traités a la Calyculin A, cet effet de la Calyculin A est
trés significativement réduit a 13, 19 et 20% respectivement pour la mutation perte de
fonction ou réduction de fonction de pix-1 (gk416) et (0k982) et git-1 (0ki1848) (Table 3-5).
Tout d’abord, ces résultats confirment la relation d’antagonisme que partagent mel-11] et pix-
1, qui a été précédemment mise en évidence (Table 3.3, section 3.3.3). Ces résultats montrent

aussi un antagonisme entre mel-/1 et git-1.

TABLE 3-5 : TRAITEMENT A LA CALYCULIN A ET MISE EN EVIDENCE
D’INTERACTIONS GENET'IQUES ENTRE pix-1 et git-1 ET mel-11 LORS DE
L’ELONGATION TARDIVE.

Génotype Traitement % NalLv Nombre de vers
wt DMSO 0 1297

wi Calyculin 10nM 30 463

pix-1 (gk416) DMSO 7 290

pix-1 (gk416) Calyculin 10nM 13 * 320

pix-1 (0k982) DMSO 11 683

pix-1 (0k982) Calyculin 10nM 19 # 310

git-1 (0k1848) DMSO 6 122

git-1 (0k1848) Calyculin 10nM 20 * 107

*p<0.05, par rapport a wt CallOnM

Il a été mis en évidence que LET-502, MRCK-1 et PAK-1 régulent en parall¢le I’élongation
chez le nématode (Gally ef al., 2009). Les résultats de cette étude conduisent a ’hypothése de
la présence d’une autre Kinase ou d’une autre voie/protéine conduisant a la phosphorylation
des CLMr. La présence d’une MLCK régulant la phosporylation de MLC-4 a déja été
proposée (Piekny et Mains, 2003), mais a ce jour, aucune MLCK n’a été identifié¢e comme
étant impliquée dans le contréle de I’élongation. Afin de confirmer qu'une MLCK puisse
aussi participer a la régulation de la machinerie de phosphorylation des CLMr, conduisant a
la contraction de ’ACAM, un inhibiteur de MLCK, ML-7 a été utilisé. L inhibiteur ML-7
n’induit pas de létalit€é embryonnaire ni d’arrét larvaire chez les nématodes ws a une
concentration de 2uM. Ce résultat serait consistant avec le haut niveau de voies redondantes

et paralleles déja montrées pour réguler ce processus. Lorsque les mutants pix-/ (gk416), pix-
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1 (0k982), git-1 (0k1848) et pak-1 (0k448) sont traités avec ML7 2uM, ils présentent tous une
aggravation synergique significative du phénotype NaLv, passant respectivement de 7 a 19%,

11a17%, 44 17%, 11 a 18% (Table 3-6).

TABLE 3-6 : TRAITEMENT ML-7 ET MISE EN EVIDENCE D’INTERACTIONS
GENETIQUES ENTRE pix-1, git-1 et pak-1 ET UNE MLCK

Génotype Traitement % NaLv Nombre de vers
wi ¥ Controle - 0 1453
wt ML7 2uM 0 1160
pix-1 (gk416) Contréle . 7 681
pix-1 (gk416) ML7 2uM 19 ** 690
pix-1 (0k982) Contrle * - 11 652
pix-1 (0k982) ML7 2uM 17 ** 1124
git-1 (ok1848) Controle - A 624
git-1 (0k1848) ML7 2uM 17 * 518
pak-1 (0k448) Controle 11 395
~ pak-1 (0k448) ML7 2uM 18* 335

*p<0.001, **p<0.0001

3.3.5 pix-1, pak-1 ET git-1, INDUISENT UNE REDUCTION DE LA VITESSE
D’ELONGATION

Afin de mieux caractériser le défaut d’élongation associé aux alleles pix-1 (ghk416), pak-1
(0k448) et git-1 (0k982) puis, de confirmer leur implication aux étapes d’élongation précoce
et tardive, la vitesse d’¢longation entre les stades de développement a été quantifiée en
utilisant la microscopie & 4 dimensions. Les all¢les pix-1(gk416), pak-1(ok448) et git-1
(ok1848) présentent une réduction significative de leur vitesse d’élongation entre le stade
coma et le stade plié 2x (Figure 3-10 A-B). Ce retard d’élongation se poursuit au cours de la
phase d’élongation tardive'entre le stade plié 2x et 3x (Figure 3-10C). La réduction de la
vitesse de développement semble, dans ce cas, plus soutenue qu’aux étapes précoces de
développement. Ceci confirme ’implication de pix-1(gk416), pak-1(0k448) et git-1 (0ki848)
dans le contréle de 1’élongation précoce et tardive. En concordance avec le réle crucial joué
par let-502 au cours de I'élongation précoce, les mutants let-502 (sb118ts) montrent non

seulement une réduction significative de la vitesse d'élongation au cours de l'élongation
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précoce (Figure 3-10 A) entre le stade coma et plié 1.5x mais, un arrét complet de
I’élongation. Les embryons /et-502 (sb118ts) qui échappent a I’arrét au stade plié 1.2-1.5 fois
présentent un retard au cours de 1’élongation plus tardive entre le stade plié 1.5 et 2x et ce
sans jamais atteindre le stade plié 3x (Figure 3-10 B-C). La participation de pak-1 dans
l'allongement précoce est conforme a son réle dans |'élongation précoce montré par une autre

équipe (Gally et al., 2009).
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FIGURE 3-10: pix-1, git-1, pak-1 ET let-502 ONT UNE VITESSE
D’ELONGATION REDUITE. A) Distribution des temps d’élongation entre le stade coma
et 1.5x, B) Distribution des temps d’élongation entre les stades 1.5x et 2x, C) Distribution des
temps d’élongation entre les stades 2x et 3x. Les distributions indiquent que pix-1, git-1,
pak-1 et let-502 s’allongent plus lentement que les animaux sauvages.
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3.3.6 LES HOMOLOGUES DE PAK-1, MAX-2 ET PAK-2 ET L’ELONGATION
EMBRYONNAIRE

11 a été démontré lors de plusieurs processus cellulaires, dont I’élongation des gonades, que
PAK-1 est redondant avec MAX-2 (Lucanic et Cheng, 2008) et il peut possiblement étre
redondant avec PAK-2 lors d’autres processus cellulaires. Donc, il a ensuite été tenté
d’évaluer si tel était le cas dans le processus d’élongation embryonnaire. Pour ce faire, les

mutants de max-2 et pak-2 ont été caractérisés phénotypiquement.

Ainsi, les mutants max-2 et pak-2, ne présentent pas d’arrét larvaire, cela indique qu’ils ne
semblent pas présenter de défaut d’élongation embryonnaire comme ceux de pak-/ (Table 3-
7). Il est possible que max-2 et pak-2 ne présentent pas de phénotype justement a cause de la
redondance mais, semblable a pak-/, il s’agirait d’alléle nul (Lucanic et al., 2006). Par
conséquent, on s’attendait a observer un phénotype d’arrét larvaire, peu pénétrant tel que vu
pour pak-1. Les mutants max-2 (cy2) et pak-2 (0k332) ont aussi été soumis a des traitements a
la Blebbistatine et ML-7. Le traitement a la Blebbistatine induit un arrét larvaire de 5% et 1%
respectivement pour les alleles max-2 (cy2) et pak-2 (0k332) (Table 3-7). Ces valeurs ne sont
pas significativement différentes, de 1’arrét larvaire induit chez les nématodes wr. La méme
tendance est observée suite au traitement de max-2 (cy2) et pak-2 (0k332) avec ML-7, ils
présentent un arrét larvaire respectif de 3 et 1%, et ne sont pas significativement différents
par rapport aux nématodes wr traités avec ML-7 (Table 3-7). Ce qui montre, a 1’évidence,
qu’il n’y a pas d’aggravation du phénotype de NaLv dans le contexte des mutations nulles de

max-2 (cy2) et pak-2 (0k332).
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TABLE 3-7 CARACTERISATION DE max-2 ET pak-2 ET DES INTERACTIONS
AVEC LA MYOSINE II ET MLCK.

Génotype Traitement % NaLv Nombre de vers
wt : Control 0 1249

wit Blebb 2 1178

wt ML-7 ] 980

max-2 (cy2) Control 0 1574

max-2 (cy2) Blebb 5 927

max-2 (cy2) ML-7 3 360

pak-2 (0k332) Control l 1569

pak-2 (0k332) Blebb ] 1318

pak-2 (0k332) ML-7 1 1577

3.3.7 REDONDANCE DE PIX-1 AVEC TIAM-1 AU COURS DE L’ELONGATION
EMBRYONNAIRE

Les résultats indiquent que pix-/ pourrait réguler les processus d’élongation précoce et
tardive de maniére redondante. En effet, la caractérisation phénotypique du triple mutant de
mel-11 (it26), let-502 (sbli8ts); pix-1 (gk416) a permis de montrer que pix-/ contrdlerait
I’élongation précoce et tardive en parallele d’une autre voie. De la, peut étre émise
Ihypothese qu’une seconde GEF possédant la méme spécificité catalytique que pix-/ puisse
étre impliquée dans cette voie. L’identification de cette GEF a ét€ tentée. Cette GEF ne peut
étre unc-73 étant donné que sa fonction pendant 1'élongation semble étre antagoniste a celle
de pix-1. En effet, unc-73 aggrave le phénotype de mel-17 (Piekny, Wissmann et Mains,
2000), alors que pix - /, le réduit (Table 3-3, section 3.3.3). Un candidat s’est imposé soit,
Tiaml. Effectivement Tiam-1, comme PIX, contrdle la formation des contacts celllules-
cellules au niveau apical chez les mammiferes (Chen et Macara, 2006 ; Liu et al., 2004).
Tiam a été¢ demontrée comme un régulateur positif de 'activité de PAK-1 par Rac/Cdc42
(Zhou et al., 1998), tout comme oPIX (Daniels, Zenke et Bokoch, 1999). Finalement, Tiam1
est aussi impliquée dans la migration cellulaire en aval des intégrines (Cruz-Monserrate et
O'Connor, 2008). Tiaml semble donc s’imposer, du moins chez les mammiféres, comme une
GEF partageant plusieurs des fonctions de PIX, ce qui permet de supposer qu’il puisse avoir
des fonctions redondantes ou palliatives dans le cas du dysfonctionnement de I’une des deux.

Afin de vérifier si Tiam-1 est la GEF qui partage une redondance fonctionnelle avec pix-/
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durant I’élongation chez le nématode, la souche RB907 du CGC a été obtenue. Cette souche
porte une mutation dans le locus C11D9.1, le plus proche homologue de Tiaml chez le
nématode, déterminer par alignements des séquences protéiques. Le CGC rapporte [e site de
la délétion pour la souche RB907. La souche RB907 portant une délétion de 800pb dans la
séquence C/1D9.] semble étre un alléle nul puisque, suite a une analyse de la séquence, nous
avons observé que la délétion, supprime le sixieme intron, le septiéme exon et quelques
acides aminés du septiéme intron. En considérant que cette délétion n’altérerait pas 1’épissage
de ’ARNm, la protéine résultante de cette délétion comporterait 100 acides aminés de moins
que la protéine native délestant une grande partie du domaine GEF. Les acides aminés effacés
dans la forme mutante couvrent le domaine 290 a 423 alors que le domaine catalytique
RhoGEF s’étend des acides aminés 221 a 422. Par conséquent, il est possible d’affirmer que
cette protéine devrait correspondre a une perte de fonction. Les différents all¢les de C//D9. !
ne présentent pas de phénotype de larves arrétées, ni de phénotypes traduisant un défaut de
’embryogénése. L’investigation sur |’implication potentielle de Tiaml au cours de

I’¢longation embryonnaire a tout de méme été entreprise.

La caractérisation phénotypique de la souche RB907 a montré que cette mutation n’induit pas
de phénotypes NaLv ni de létalité embryonnaire (Table 3-8). Les nématodes de la souche
RB907 ont aussi €té soumis a des traitements a la Blebbistatine, ML7 et Calyculin A afin de
voir si la perturbation de la machinerie ACAM puisse mettre en évidence une fonction de
TIAM-1 au cours de ’elongation. Le traitement & la Blebbistatine 50 uM, induit un
phénotype similaire a celul produit chez les nématodes sauvages soit 1% de NaLv (Table 3-
8). Le traitement avec ML7 2 uM n’engage aucun phénotype, tout comme chez les
nématodes sauvages (Table 3-8). Finalement, le traitement a la Calyculin A 100nM, génére
un phénotype similaire a celui induit chez les nématodes sauvages, donc un NaLv de 43%
(Table 3-8). Cette valeur est significativement plus élevée que le phénotype des nématodes we
traités a la Calyculin A. 1l est intéressant d’observer que tiam-I(ok772) ne réussi pas a
réduire le phénotype induit par la Calyculin A, contrairement a pix-/ (gk416), mais qu’il

I’aggrave tout comme wunc-73.
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TABLE 3-8 : CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DE C/1D9.1(0k772

Génotype Traitement % NaLv Nombre de vers
Wi Control 0 1249

Wit Blebb 2 1178

wt ' ML-7 1 980

Wt Calyculin A 30 463

C11D9.1 Control 0 1160

Cl1D9.1 Blebb 1 1324

Cl1D9.1 ; ML-7 iy pal) 700

Cl1D9.1 Calyculin A 43* 31**

*Test de Student p <0.05, **expérience effectuée 1 fois en triplica

3.4. IDENTIFICATION DES GTPASES IMPLIQUEES DANS
L’ELONGATION TARDIVE

PIX-1 étant une GEF des GTPases Rhos et GIT-] étant une GAP des GTPases Arfs, il fallait
identifier quelles GTPases étaient impliquées dans le processus d’¢longation. Pour ce faire la

technique d’ ARNI par ingestion a été utilisée.

3.4.1 INTERACTIONS AVEC LES GTPASES RHOS

Tel que détaillé dans l'introduction, des études génétiques suggerent que la phosphorylation
des CLMr au cours de I'élongation serait contrdlée par rho-/, cdc-42, mig-2 et ced-10/rac-2.
L’hypothese avancée est que MLC-4 serait phosphorylée par LET-502, MRCK-1 et PAK-1
en aval de Rho-1 et CDC-42 tandis que MIG-2 et CED-10/RAC-2 pourraient favoriser sa
déphosphorylation. Selon ce modele, PIX-1 pourrait soit activer PAK-1 d'une maniére
GTPase-indépendante, comme il a déja ét¢ démontré au cours de la morphogenése des
gonades (Lucanic et Cheng, 2008), ou activerait PAK-1 par CDC-42 ou une des protéines
homolgues de Rac. Pour valider cette hypothese, la technique d'ARNi par ingestion fut
utilisée. Un protocole visant a réduire le niveau d'expression de cdc-42 et des Racs dans le
contexte des mutants pix-/, pak-1 et git-/ a été mis au point. Le protocole a été spécialement
congu pour permettre I'éclosion d'une quantité significative d’ceufs pondus par des

hermaphrodites traités avec cdc-42 (ARNI), tout en contrélant 'efficacité de I’ARNi grace a
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I'observation de la létalité embryonnaire engagée par cdc42 (ARNi) produite chez les
animaux de type sauvage. Dans ces conditions, un pourcentage faible, mais significatif de la
descendance d'animaux sauvages soumis a I'ARNi contre cdc-42, crp-1, mig-2 et rac-2
expriment le phénotype NaLv similaire a celui observé chez les mutants pix-/ (gk416) , pak-1
(0k448) et git-1 (ok1848), a I’exception de ced-10, qui n’est pas significativement différent de
la condition egfp) (Figure 3-11). Ceci suggére une implication de cdc-42, mig-2, crp-1 et
rac-2 dans le processus d’élongation tardive. Deux tendances sont observées: les données
recueillies montrent que le phénotype de NaLv associé aux alleles de pix-/ (gk416), pak-1
(0k448) et git-1 (0k1848) est soit augmenté ou réduit suite au traitement avec I’ARNi contre
les différentes GTPases Rhos (Figure 3-11). Ainsi, le phénotype NaLv associ€ aux alleles de
pix-1 (gk416), pak-1 (0k448) et git-1 (0k1848) est grandement augmenté suite au traitement a
I’ ARNI contre cdc-42(Figure 3-11). En conséquence au traitement avec |’ARNIi contre rac-2,
le phénotype NaLv est légerement, mais significativement augmenté pour les alléles pix-7
(ghk416) et git-1 (oki848) (Figure 3-11). L’ARNIi contre mig-2 produit une réduction
significative du phénotype de NaLv pour les all¢les pix-1 (gk416) et pak-1 (0k448). 1" ARNi
contre ¢rp-1, permet aussi une réduction significative du phénotype des alléles pix-1 (gk416)
et git-1 (0k1848). Finalement, I’ ARNI contre ced-10 réduit sensiblement le phénotype NalLv
de I'allele pak-1 (0k448). Ensemble, ces données soulignent un antagonisme fonctionnel

entre cdc-42/rac-2 et les GTPases mig-2, crp-1 et ced-10.
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FIGURE 3-11: INTERACTION GENETIQUES DES GTPASES RHOS AVEC pix-/,
git-1 ET pak-1. Les nématodes pix-1, git-1 et pak-1 traitées avec I’ARNI contre cdc-42
expose une synergie pour I’aggavation du phénotype NaLv. L expérience a ét¢ effectuée de 2
et 4 reprises ct sur un nombre total minimal de 800 vers par condition. Test de Student : *
p<0.05 pour phénotype augmenté, # p<0.05 pour phénotype réduit.

11 faut mentionner que les données avec rho-/ n’ont put étre recueillies. En fait, le traitement
a ’ARNi contre rho-I, produit une forte stérilité et ce méme aprés une réduction des

proportions d’ARNIi contre rho-I avec I’ ARNI contréle egfp.

3.4.2 EPISTASIE DES INTERACTIONS GENETIQUES AVEC LES GTPASES RHOS

Afin d’émettre des conclusions sur ces résultats il est nécessaire d’évaluer précisément la
nature de ces interactions génétiques. Pour ce faire il est préférable d’utiliser le calcul du
coefficient d’épistasie (Ec) qui se base sur un modele mathématique additif (Lee et al., 2010).
Selon ce modele, le double mutant exprimant un phénotype plus important que celui attendu
selon la somme des phénotypes des deux simples mutants, correspond a une épistasie
synergique (soit Ec < 0). Si le double mutant exprime un phénotype moins intense que la
somme des deux simples mutants, se réflétera alors une épistasie antagoniste entre les deux
genes (soit Ec> 0). Finalement si le phénotype du double mutant est tel qu’attendu par
rapport a la somme des phénotypes des deux simples mutants, il y a absence d’épistasie
(additivité), soit Ec=0. Sur la base du calcul d’Ec, il est établi que I’ARNIi contre cdc-42
présente une épistasie synergique avec pix-/ (gk416), pak-1 (ok448) et git-1 (ok1848) (Figure
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3-12). Alors que mig-2 et crp-1 présentent une épistasie antagoniste avec pix-/ (gk416), pak-
I (0k448) et git-1 (0k1848). De plus, ced-10 présente une épistasie antagoniste avec pak-/
(0k448) (Figure 3-12).

| cde-42 el ac-2 02 i
020 cde-42  Weed-10  Mrac-2  Enig-2 HL{J} /

0.15
5010

*

1 I

Epistasie antagoniste

# Epistasie

2.0 (5 Epistasie synergique

pix-1(gk416) git-1(0k1848) pak-1(0k448)

FIGURE 3-12 : CARACTERISATION DES INTERACTIONS GENETIQUES PAR
LE COEFFICIENT D’EPISTASIE. L’épistasie synergique entre pix-1, git-1, pak-1 et
cdc-42 est clairement mise en évidence, ainsi que I’antagonisme avec les Racs, mig-2, ced-10
et crp-1. Test de Student * p<0.05.

3.3.2 INTERACTIONS ENTRE max-2 , pak-2 ET LES GTPASES RHOS

La littérature rapporte, qu’un transgénique constitutivement actif de CED-10, présente de la
létalité embryonnaire résultant d’un trouble d’élongation (dans ce cas précoce) (Pedone et
al., 2008). 1l est allégué par les auteurs que, dans le contexte ou CED-10 est CA, le trouble
d’élongation est supprimé lorsque 1’activité de max-2 est alterée, alors que dans les mémes
conditions, I’altération de I’activité de pak-I aggrave le trouble d’élongation. Ces résultats
suggérent selon les auteurs que max-2 est 'effecteur de ced-10 et non pas pak-1 (Pedone et
al., 2008). 1l faut noter qu’un phénotype, tel qu’un arrét d’élongation, peut autant étre produit
par une GTPase CA que DN. 1l est intéressant de remarquer que I’ARNi contre ced-/0, n’a

pas d’effet en soi, mais il altere le phénotype de pak-1(0k448) de maniére antagoniste et ne
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présente pas d’épistasie avec pix-/ et gir-/. Afin d’identifier si max-2 ou pak-2 pourraient
avoir une fonction dans le processus d’élongation tardive et les positionner par rapport a pak-
1 et ced-10 une expérience est réalisée ou ’on traite les mutants max-2(cy2) et pak-2(0k332)
avec le RNAI contre les GTPases. Les résultats montrent déja que pak-1 et ced-10 sont fort
probablement dans des voies paralleles antagonistes, ou alors que pak-/ inhiberait ced-10 se
situant en aval (Figure 3-12). En utilisant la méme stratégie pour le traitement a I’ARNi et le
calcul de I’épistasie, on observe que ’altération de |I’expression de ced-10 dans le contexte de
la mutation nulle de max-2, donne une épistasie synergétique, alors que la mutation de pak-2,

donne une €pistaisie antagoniste, comme pour pak-/ (Figure 3-13).

.10

008 ! < [ ced-10 ARNi

| I

0.04 Epistasie antagoniste
0.02
0.00 i :
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-0.02
-0.04 1

Coefficient d'épistasie (Ec)

-0.06 Epistasie synergique
-0.08

man-2 (cy2) pak-2 (oh332) pak-1{ohdd8i

FIGURE 3-13: RELATIONS D’EPISTASIE DE max-2, pak-2 ET ced-10. Le calcul
du coefficient d’épistasie montre que max-2 a une relation synergétique avec ced-10 alors que
pak-2 est antagoniste a ced-10, tout comme pak-1. L’étude a été effectuée sur 200 a 600
nématodes pour chaque condition. Test de student *p<0.05.

3.4.3 INTERACTIONS AVEC LES GTPASES ARFS

L’étude a exposé que git-1 (oki848), était impliqué dans le processus d’élongation
embryonnaire puisque le mutant présente un phénotype NaLv, une légere létalité
embryonnaire, une vitesse d’élongation réduite, et un profil d’interaction chimio-génétique
similaire & pak-1 (0k448) et pix-1 (gk416), clairement identifiés pour leur fonction dans le
processus d’élongation. Puisque gif-/ code pour une GAP des GTPases Arfs, il faut identifier

les GTPases Arfs impliquées dans le processus d’élongation. Toujours avec la méme



112

approche d’ARNi et en observant le phénotype de NalLv, les mutants pix-/ (gk416), pak-
1(0k448) et git-1 (0k1848) ont été traité avec 1’ARNI contre arl-1, arl-6, arl-3, arl-3, arf6 et
arfl.]. Les résultats obtenus montrent qu’arl-3, arl-5 et arf-6, présentent une épistasie
antagoniste avec pix-1 (gk416), pak-1 (0k448) et git-1 (ok1848) (Figure 3-14). Ceci indique
qu’arl-3, arl-5 et arf-6 ont une fonction antagoniste a celle de pix-1, git-1 et pak-1 dans le
processus d’élongation tardive. Vu la présence de cette relation antagoniste, il est possible
d’émettre I’hypothése selon laquelle arl-5, arl-3 et arf-6 sont les GTPases qui sont régulées
par git-1. 11 faut aussi remarquer qu’ar/-6 présente une épistasie aggravante avec pix-1 et git-
1, alors qu’il a une épistasie antagoniste avec pak-1. Ainsi, arl-6, peut donc se positionner en
paralléle de pix-1 et git-1 et partager une redondance fonctionelle avec ces derniers, arl-1, ne
présente aucune épistasie avec pix-/ (Figure 3-14). En contraste, arl-/ présente une épistasie
aggravante avec git-/ el antagoniste avec pak-/ (Figure 3-14). Ce résultat indique qu’il est
possible que arl-1 puisse étre une GTPase Arf, fonctionnant en parallele de git-/ et qui a une
redondance fonctionnelle avec git-/, tout en étant antagoniste a pak-1. Les interactions
génétiques avec la GTPase arf-1.1, n’ont pu étre évaluées puisque le traitement ARNi contre
arf-1.1 induisait une tres forte létalité embryonnaire. Il semblerait que I’interaction présente
une tendance aggravante mais, considérant le faible taux de viabilité il est difficile

d’interpréter ces données.
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FIGURE 3-14: EPISTASIE DES GTPASES ARFS AVEC pix-/, git-1 ET pak-1 .
En utilisant le calcul du coeficient d’épistasie, une épistatie antagoniste a été mise en
évidence entre pix-1/git-1/pak-1 et arl-3, arl-5 et arl-6. Une épistasie antagoniste est aussi
présente entre pak-/ et arl-6/arl-1, alors qu’une épistasie synergique a été établie entre pix-/,
git-1 et arl-6/arl-1. Test de Student *p<0.05, n>2 et 250 vers/expérience/ condition

3.5 INTERACTION AVEC LES COMPOSANTES DES CORPS DENSES

3.5.1 INTERACTIONS GENETIQUES ENTRE ina-1 ET pix-i/pak-1/git-] DANS LE
PROCESUSS D’ELONGATION TARDIVE.

Chez les mammiféres le complexe PIX/GIT/PAK a été signalé comme jouant un rdle majeur
dans la régulation de la mobilité¢ des complexes d’adhésion focaux (Zhao et al., 2000). Chez
les mammiferes les complexes d’adhésion focaux, comprennent les intégrines, la paxillin,
’acto-paxin, MLCK et plusieurs autres protéines. Chez le nématode, 1’équivalent des
complexes d’adhésion focaux se retrouve dans les corps denses (Cox et Hardin, 2004). Les
corps denses sont des structures combinant I’attachement a la matrice extracellulaire, par les
intégrines. Encore une fois, de fagon intéressante, 11 a été établi que pix-I, git-1 et pak-1
régulent I’élongation des gonades au cours du développement larvaire en aval des intégrines

ina-1 (Lucanic et Cheng, 2008). De plus, les animaux portant 1’allele hypomorphe de
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ina-1(gml44) présentent le méme phénotype que les mutants de pix-I/(gk416) suggérant un
réle de ina-/ dans les étapes tardives de I’¢élongation. Afin d’évaluer le lien fonctionnel entre
pix-1, git-1 et pak-1 avec les composantes des corps denses, dont ina-1, pat-6, I'orthologue
d’acto-paxine et pxl-/, l'orthologue de la paxillin, 1’épistasie, a été évaluée en traitant

différents mutants de ces génes au ARNI par ingestion.

Un traitement des mutants pix-/, pak-1 et git-1 avec I’ARNI contre ina-/ ainsi que le mutant
ina-1 avec I’ ARNI contre git-1 et pak-1 ont été effectués. Afin de confirmer I’efficacité et la
spécificité de ’ARNi contre ina-/, deux conditions contréles ont été considérées. Les
résultats ont ét€ considérés seulement lorsque le contrdle ina-1 (ARNI) sur ina-1 (gml44)
présentait une stérilité de 100%. Le second contréle interne était le traitement ina-/(ARNI)
sur les nématodes wt qui présentait un phénotype quantitativement équivalent au phénotype
de l'all¢le hypomorphe ina-1 (gml44) (Figure 3-15A). Dans ces conditions, il a été observé
que les mutants nuls pix-/ (gk416) et pak-1 (ok448) ne sont pas affectés par le traitement a
I’ARNIi contre ina-1 alors que le phénotype NaLv des mutants hypomorphes pix-/ (0k982) et
git-1(ok1848), sont significativement aggravés (Figure 3-15A). Inversement lorsque le
mutant hypomorphe ina-1 (gmi44) est traité avec I’ ARNI contre git-/ ou pak-1, le phénotype
NaLv est significativement aggravé (Figure 3-15B). Ensemble ces résultats démontrent, que

ina-1 fonctionnerait en amont de pix-1/, git-1 et pak-1, dans le processus d’élongation tardive.
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FIGURE 3-15: ina-1 SIGNALISE VIA pix-1, git-l ET pak-I LORS DE
L’ELONGATION TARDIVE. A) Le traitement a ’ARNi contre ina-/ induit une
aggravation du phénotype NaLv seulement chez les mutants pix-/ (0k982) et git-1 (0kl1848)
et non chez les mutants nuls pix-/ (gh416) et pak-1 (0k448). By Le traitement du mutant ina-/
(gml44) avec les ARNi contre git-] et pak-I induit une aggravation significative du
phénotype NaLv. Test de Student * p<0.05, n=3 et >170vers/expériences/condition

3.5.2 INTERACTIONS GENETIQUES ENTRE git-1/ pak-1 ET pat-6 ET pxl-1

11 s’avére que pat-6 code pour un orthologue de ’acto-paxin, une protéine impliquée dans la
régulation de ’adhérence cellulaire. Chez les mammiferes, 1’acto-paxin lie paxilhn, tout
comme PIX/GIT/PAK, pour le remodelage du cytosquelette d’actine, lors de ’adhérence
cellulaire (Nikolopoulos et Turner, 2000). Chez le nématode PAT-6 joue un rble dans
Iorganisation des complexes d’attachement focaux (impliquant les intégrines PAT-2 et
PAT-3) responsables de I’attachement des muscles a la matrice extracellulaire et aux cellules

de I’hypoderme. Une élongation normale nécessite, une interaction muscle/hypoderme
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inaltéré. Alors, a ét€ mis en évidence que le phénotype NaLv résulte probablement d’une
signalisation altérée des intégrines, qui participent a I'intégrité de I’interaction muscle/
hypoderme. Afin de vérifier si le phénotype d’élongation tardive serait en relation avec la
formation et/ou le maintien des corps denses, il y a eu I’évaluation des interactions génétiques
de pix-1, git-1 et pak-1 avec pat-6 et pxl[-1 deux autres composantes des corps denses. Pour ce

faire, la technique d’ARNI a été mise en oeuvre.

Ainsi 1l a été mis en évidence que git-/(ARNI) supprime la 1étalité embryonnaire (arrét
d’élongation au stade 2x) des mutants pat-6(st561) (Figure 3-16A). 1l a aussi été souligné
que I’ARNI contre pak-/ ameéne une réduction significative du phénotype NaLv dans le
mutant px/-1(okl483) (Figure 3-16B). 11 faut noter qu’aucune interaction n’a été observée
entre pix-/ et pat-6 ou px/-/ et aucune interaction entre pak-1/pat-6 et git-1/pxl-1 (donnéel
non montrées puisque non significatives). Ces résultats indiquent un antagonisme entre git-/

et pat-6, ainsi qu’un antagonisme entre px/-/ et pak-1.
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FIGURE 3-17 : git-1 ET pak-1 SONT ANTAGONISTES A pat-6 ET pxI-1. A) Le
traitement de pat-6(st56) par ’ARNI contre git-/ entraine une réduction significative du
phénotype PAT. B) Le traitement de pxl-1(ok!483) par ’ARNI contre pak-1, entraine une
réduction significative du phénotype de px/-I . Test de Student * p<0.01 , n=3 et
>200/conditions.



CHAPITRE 4

RESULTATS : pix-/ ET SA FONCTION NEURONALE

4.1 CARACTERISATION PHENOTYPIQUE COMPORTEMENTALE

L’implication de diverses protéines dans la transduction des signaux neuronaux peut se
traduire par I'altération d’un comportement chez le nématode, lorsque ces derniéres sont
mutées. Ces comportements peuvent-€tre par exemple : une ponte, une locomotion ou, unc
chémo-sensation altérée. Afin d’identifier si pix-/ est impliquée dans la régulation de certains
mécanimses neuronaux, une caractérisation comportementale des animaux mutants pour pix-

1 a été entreprise.

4.1.1 pix-1 (gk416) PRESENTE UN TAUX DE DEFECATION ET DE PONTE ALTERE

Les mutants pix-/ (gk416) présentent une ponte altérée. En fait, les nématodes pix-/ (gk416)
pondent a un taux réduit, puisqu’on retrouve a un temps donné, un nombre plus important
d’embryons au niveau de I'utérus, lorsque comparés aux nématodes wt (Figure 4-1A). Ces
résultats sont aussi corroborés par un taux de ponte significativement réduit chez les mutants
pix-1 (gk416) lorsque comparés aux nématodes wt (Figure 4-1B). La ponte chez le nématode
est controlée par des processus neuronaux. Ces résultats indiquent que la mutation pix-/
(gk416) pourrait perturber la ponte, par I’altération de certains mécanismes neuronaux. De
plus, les nématodes pix-/ (gk416) sont constipés et ont un cycle de défécation (temps entre
deux contractions intestinales) significativement plus long comparativement aux nématodes
wt (Figure 4-1C), soit respectivement 5511 vs 44+4 s. De maniére intéressante il a aussi été
constaté que le cycle de défécation était arythmique pour pix-/ (gk416). Les contractions ont

lieu a des intervalles de temps passant de 40 a 80 s, pour un méme vers, alors que les vers wt
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présentaient des intervalles plus constants. Ce fait est traduit par les écarts types; dans le cas
de pix-1 (gk416), I’écart type de 11 s est trois fois plus important que ’écart type des wt, ce
qui représente une plus grande dispersion des temps de contractions par rapport a la
moyenne. La défécation dépend 1) de processus neuronaux qui réglent le rythme des
confractions et 2) de processus musculaires et neuro-musculaires qui produisent la
contraction. Donc, un trouble de défécation peut traduire une altération du programme
neuronal qui permet de maintenir le rythme des contractions intestinales, ou encore d’une
altération du programme de contractions musculaires, qui permet de provoquer les
contractions de I’appareil digestif, ou la somme des deux phénomeénes. Dans les deux cas, ce
phénotype peut résulter d’une fonction neuronale altérée. Finalement, les mutants pix-/
(gk416) présentent un troisieme phénotype qui consiste en une augmentation de la fréquence
de mouvements latéraux de la téte en présence de nourriture (Figure 4-1D). La fréquence des
mouvements latéraux de la téte est un comportement locomotif rythmique tout comme la
défécation. Les changements du comportement locomoteur peuvent réfléter un défaut de la
plasticité dans le traitement des informations sensorielles. Ensemble ces trois phénotypes

peuvent traduire I’ implication potentielle de pix-/dans un processus neuronal.



120

A B
25 - 1.6
S % 1.4
;g 20 o L2
e o f S
z 15 . 22 l "
= v = (8
“E (U 5 E’: 0.6 - J_
2 =204
= 5 |
= 0.2
0 _— 0 +— : =
wt  pix-1 (gk4106) wt  pix-1 (gk416)
s 8 _
C 70 D @
s 7 -
, 60~ £ |
22 50 £
~ow @ 5
EE 4 s, |
2 &30 s 5 ]
2 8
g : 2
10 S 1
| E |
0 -+ e . 0 I
wt pix-1 (gk416) wt  pix-1 (gk416)

FIGURE 4-1: pix-/ ALTERE DIFFERENTS COMPORTEMENT CHEZ LE
NEMATODE. A) pix-] présente une altération de la ponte, puisque le mutant présente une
accumulation d’embryon dans I’utérus et B) un taux de ponte (ceufs/h/vers) significativement
réduit lorsque comparé au contrdle. C) pix-/ présente aussi une réduction du taux de
défécation puisque le temps entre deux contractions intestinales est significativement plus
long lorsque comparé au contrdle et finalement D) pix-/, présente une augmentation des
mouvements de la téte de gauche a droite en présence de nourriture. * Test de Student A)
p<0.05. By p<0.05 C) p<0.001, D) p<0.0001

4.1.2 pix-1 REGULE LE COMPORTEMENT DE FORAGE

Nous avons aussi observé une altération du comportement de forage des mutants pix-

1(gk416) en l'absence de nourriture. En fait, les animaux pix-/ (gk416) présentent une
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fréquence accrue de reculons en absence de nourriture lorsque comparée aux animaux wf
(Figure 4-2A-B). Les nématodes pix-/ (gk416) reculent plus souvent dans les 15 premicres
minutes suivant leur dép6t dans un plat exempt de nourriture, et ceci résulte en une
diminution significative du temps d’avancement lorsque compar¢ au nématode wt (Figure 4-
2C) au cours du comportement de recherche en zone restreinte (RZR). Des résultats
préliminaires indiquent que cette fréquence élevée de reculse maintiendrait au-dela de 30

minutes (résultats non montrés) suggérant aussi, une altération du comportement de

dispersion.
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FIGURE 4-2: LES ANIMAUX pix-I1(gk416) ONT UN COMPORTEMENT DE
RECHERCHE DE NOURRITURE ALTERE. A) En absence de nourriture les nématodes
adoptent un comportement de recherche de nourriture qui se traduit par une augmentation de
la fréquence de recul B) Ce comportement est exagéré pour les mutants pix-/(gk416) qui
reculent en moyenne plus fréquemment C) Résultant en un temps d’avancée en moyenne plus
court que les animaux sauvages * Test de Student p<0.05
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Le comportement de recherche de nourriture en zone restreinte (RZR) est défini comme une
augmentation du taux de reculs et de tours des animaux en l'absence de nourriture. Le
contréle de ce comportement dépend de la neurotransmission glutamatergique et implique
des mécanismes cellulaires similaires a la plasticité synaptique chez les mammiferes. Ce
comportement dépendrait de "accumulation de GLR-1, NMR-1 et MGL-1 et des récepteurs
dopaminergiques au niveau post-synaptique des membranes d’inter-neurones comprises dans
le contréle du taux de reculons (Zheng et al., 1999). Ainsi nos résultats corréleraient avec un
role de pix-1 comme régulateur négatif de la signalisation contrdlant le mouvement de

reculons durant le comportement de RZR.

4.1.3 pix-1 ET git-1 REGULENT LE COMPORTEMENT DE NAVIGATION DANS LES
ENVIRONNEMENTS COMPLEXES

Afin de faciliter la dissection génétique des voies de signalisation régulée par pix-I et
contrélant le comportement de forage, un nouveau test a €té développé pour I’étude du
comportement permettant une quantification rapide et précise des comportements de
navigation. Tel que rapporté dans la littérature des mutants présentant des défauts dans leur
comportement de forage, comme les mutants perte de fonction de NMR-1, présentent
également une navigation altérée dans les environnements complexes (Qin et Wheeler, 2007).
L’étude et des tests de la capacité¢ des nématodes pix-/(gk416) et git-1 (okl§48) & naviguer
vers un chémo-attractant, le benzalhdéhyde, dans un canal de Imm de large, 2cm de long et
150um de haut construit en PDMS, furent entrepris. Lors de cette ¢tude, force est de constater
que de fagon similaire a des mutants de récepteurs au glutamate nmr-/ et glr-/, les mutants
de pix-1 et git-]1 présentaient des difficultés a naviguer dans le labyrinthe (Figure 4-3A). Ce
défaut de navigation n’est pas di a une altération du chimiotactisme des nématodes mutants
vers le benzaldéhyde, puisque dans un contexte sans frontiére, ils migrent & 100% vers la
source de benzaldéhyde (Figure 4-3B). De plus, lorsque les nématodes sont libre de naviguer
pour une période plus longues (2h), ils arrivent a I’extrémité du labyrinthe dans les méme
proportions que les nématodes sauvages (données non montrées). Ces résultats indiquent que
pix-1 et git-], prennent plus de temps a atteindre Pextrémité, et donc qu’ils

naviguent/s’orientent plus difficilement que les nématodes w.
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FIGURE 4-3: pix-1 ET git-1 MONTRENT UNE NAVIGATION ALTEREE. Les
nématodes sont déposés a I’entrée d’un couloir de PDMS et sont laissés libres de naviguer
pour une période d’une heure avant de noter leurs positions. Les mutants perte de fonction
nmr-1 et glr-1 présentent une capacité réduite a naviguer dans un couloir de PDMS. De fagon
similaire les mutants pix-/ et git-1 présentent aussi une capacité réduite dc navigation dans
cet environnement complexe. B) En plagant les nématodes et le benzaldéhyde a une distance
équivalente a la longueur du couloir, en éliminant le couloir, les némotodes présentent tous
un chimiotactisme normal vers le benzaldéhyde. I.’augmentation de I’intensité de la couleur
verte, correspond a I’augmentation de la densité de nématodes retrouvés dans chacune des
sections. n>3 expériences et nb de vers >100.

pix-1 (gk416)

git-1 (0k1848)

Fait intéressant a noter, une étude du comportement de souris portant une mutation nulle dans
le gene oPIX a révélé des altérations du comportement de navigation en piscine et
d’adaptation a de nouveaux objectifs et environnements (Welzl, 2006). Ceci suggére une
implication d’aP1X dans Iintégration des informations spatiales chez la souris et il semblerait

que ce constat s’applique aussi chez le nématode.
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4.2 PIX-1 REGULE LA SIGNALISATION GLUTAMATERGIQUE

Comme précédemment mentionné, le contrdle du comportement de recherche de nourriture
dépend de la neurotransmission glutamatergique et dopaminergique et il exige I'activation des
orthologues des récepteurs au glutamate AMPAR, NMDAR et mGluR (GLR-1, NMR-1
MGL-1 et DOP-1/2 respectivement). Il implique également le ciblage de ces récepteurs aux
membranes post-synaptiques (Burbea et al., 2002). Les mutants perte de fonction de NMR-1,
GLR-1, MGL-1, DOP-2/3 présentent une réduction de la fréquence de reculons lors du
comportement de RZR, alors que les mutants perte de fonction de la machinerie d’endocytose
et de dégradation de ces récepteurs ainsi que les mutants gain de fonction de ces mémes
récepteurs, présentent une augmentation de la fréquence de reculons lors de la RZR, tout
comme le mutant pix-/. Ces données suggérent donc que pix-/ a une fonction antagoniste a
NMR-1, GLR-1, MGL-1 et DOP-2/3. Il a été révélé chez les mammiféres que GIT/PIX/PAK,
contréle 1’adressage des récepteurs AMPAR aux membranes post-synaptiques des neurones
de I’hippocampe (Ko et al., 2003). 1l fallait vérifier si le role de pix-/ dans le contréle du
comportement en RZR dépendait de son implication dans le ciblage ou de I’expression de
GLR-1. Pour évaluer le rdle de pix-/ dans ces processus, des vers transgéniques mutants

GLR-1::GFP; pix-1 (gk416), furent généres.

4.2.1 PIX-1 REGULE L’EXPRESSION DE GLR- 1| =:GFP

Afin de confirmer ’implication de pix-/ dans le contrdle de I’expression de GLR-1::GFP
nous avons utilisé le trieur automatique de vers (COPAS biosort) pour mesurer le niveau
d’expression global de GLR-1 ::GFP dans le contexte wr et le contexte du mutant pix-/
(gk416) . Dans des conditions normales de croissance, 'accumulation de GLR-1:: GFP est
significativement réduite pour les mutants pix-/ (gk416) par rapport aux animaux wt (Figure
4-4) suggérant que pix-/ permettrait de contrdler I'accumulation globale du GLR-1 dans le
vers. pix-/ aurait ainsi une fonction qui permet de contréler le niveau d’expression de GLR-

| ::GFP, par un mécanisme qui reste a identifier.
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FIGURE 4-4: PIX-1(GK416) REDUIT LE NIVEAU D’EXPRESSION DE GLR-
1::GFP. La fluorescence totale des nématodes a été mesurée avec le COPAS BIOSORT.
Les nématodes GLR-1 ::GFP présentent une fluorescence significativement supérieure a
’auto-fluorescence du nématode wt par un facteur 4x. La fluorescence total de GLR-
| :GFP; est inférieure dans le contexte de pix-1(gk416) . Test de Student : * p< 0.01
comparé a wt, **p< (.01 comparé a glr-1::gfp (n=3 et nb de vers >300 par experience).

422 PIX-1 REGULE L’ACCUMULATION DE GLR-1 ::GFP AUX MEMBRANES
POST-SYNAPTIQUES

Par la suite, afin de déterminer si pix-/ contréle aussi le trafic de GLR-1 aux membranes
post-synaptiques, il fut quantifié par microscopiec a fluorescence semi-quantitative
I’accumulation de la fusion traductionnelle GLR-1::GFP au niveau de la corde ventrale,
contenant les domaines post-synaptiques de I’interneurone AVA qui contrdle la fréquence de
reculons. L’étude a démontré qﬁe les récepteurs GLR-1::GFP s’accumulaient de fagon plus
importante dans les animaux pix-/(gk416) que dans les animaux sauvages (Figure 4-5). Ces
résultats supposent une plus forte accumulation de GLR-1 ::GFP au niveau post-synaptique

par rapport au corps cellulaire et sont en accord avec les résultats comportementaux obtenus
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avec ces mutants qui dénotent une augmentation de la signalisation glutamatergique dans les

animaux pix-/(gk416).
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FIGURE 4-5: GLR-1 ::GFP S’ACCUMULE AU NIVEAU POST-SYNAPTIQUE
CHEZ LE MUTANT pix-/. Par microscopie a fluorescence, la fluorescence relative
émise au niveau de la corde ventrale et du corps cellulaire de I’interneurone AVA a été
mesurée. Le rapport de la fluorescence dans la corde ventral et le corps cellulaire a été
obtenu. Les mutants pix-/ (gk416), présentent une accumulation de GLR-1:: GFP 4 la corde
ventrale. Test de Student *p<0.05, n=10 animaux par condition

Ensuite fut quantifié le nombre de synapses exprimant GLR-1 ::GFP en dénombrant les
points fluorescents présent le long de la corde ventrale. L’étude a mis en évidence que les
mutants pix-/ (gk416) comprennent un nombre légérement mais significativement réduit de
synapses exprimant GLR-1 ::GFP (Figure 4-6). Par contre, des les points de fluorescence
dénombré chez les mutants pix-1 (gk416), ont une intensité, plus importante d’un facteur 2X

(Figure 4-6).
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FIGURE 4-6: pix-1(gk416) A MOINS DE SYNAPSES EXPRIMANT GLR-1 ::GFP
MAIS L’EXPRIME PLUS FORTEMENT. Le nombre de pontuas présents sur une section
de 35um est significativement inférieur dans les zones antérieure et postérieure a la vulve
dans le contexte du mutant pix-/ (gk416). 1l faut noter que I’intensité de fluorecence des
synapses exprimant GLR-1 ::GFP est par contre supérieure d’un facteur de 2,
comparativement au contexte sauvage. Test de Student *p<0.05, n=10 vers/condition.

Ces données confirment que pix-/ contrdle non seulement le comportement de forage, mais
aussi 'accumulation de GLR-1 aux membranes post-synaptiques de certains moto-neurons et
inter-neurons. Ainsi pix-/ pourrait avoir une fonction inhibitrice pour le ciblage de GLR-1

aux membranes post-synaptiques ou encore favoriser son internalisation.
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4.2.3 PIX-1 NE COLOCALISE PAS AVEC GLR-1

Afin de savoir si la régulation de ces voies de signalisation s’effectue au niveau des domaines
pré-synaptiques ou post-synaptiques, il fallait impérativement trouver si PIX-1 co-localisait
avec le récepteur GLR-1. La génération du double transgénique PIX-1 ::mCherry, GLR-1
=GFP a révélé que ces deux protéines n’étaient pas exprimées dans les mémes neurones
(Figure 4-7A). De plus, 1’analyse de la localisation de ces deux protéines au niveau de la
corde ventrale ne révele aucune co-localisation des protéines PIX-1 et de GLR-1 (Figure 4-
7B). Les résultats sous-entendent donc que pix-/ jouerait un réle sur la neurotransmission

glutamatergique a distance.

FIGURE 4-7: PIX-1:MCHERRY ET GLR-1::GFP NE COLOCALISE PAS.
L’expresssion de PIX-1 :mCherry et GLR-1 ::GFP est mutuellement exclusive tant au
niveau des neurones de la téte (A) qu’au niveau de la corde ventrale (B).



CHAPITRE 5

DISCUSSION

5.1 PRINCIPALES CONCLUSIONS DE L’ETUDE

5.1.1 pix-1, git-1 ET pak-] CONTROLENT LA CONTRACTION DU PHARYNX

Nous avons mis en évidence que les mutations des geénes pix-/, git-1 et pak-1 induisent un
trouble de contraction du pharynx, et que ce trouble est significativement aggravé suite au
traitement des mutants avec un inhibiteur de MLCK et un inhibiteur de [activité ATPasique
de la Myosine 1I. Ces résultats nous ammeénent a considérer I’implication de pix-/et pak-1
dans la régulation de Pactivité de la Myosine 11, et dans la régulation positive de I’activité des
CLMTr lors des contractions pharyngales. git-/ participerait a ce processus, puisqu’il présente
un phénotype significatif, mais son positionnement dans les voies de signalisationt n’a pas ¢té
clairement mis en évidence vue la nature hypomorphique de I’allele 0k/848. pix-1 se
positionnerait en amont de la myosine 11, et régulerait son activité positivement, directement
ou en amont d’une kinase qui pourrait étre pak-/ ou une autre kinase (Figure 5-1A). Nos
résultats indiquent la présence d’une voie parallele, a I’axe pix-I, puisque ’allele nul est
significativement aggravé par le traitement avec les différents inhibiteurs de I’activité des
CLMr (Figure 5-1). Nous avons mis en évidence la présence d’une MLCK, ou d’une protéine
inhibée par ML-7 qui régulerait aussi positivement les contractions pharyngales (Figure 5-1).
11 a été rapporté chez C. elegans que la contraction du pharynx dépend de I’intégrité des
CLMr mic-let mic-2 (Rushforth, White et Anderson, 1998). De plus, les mutants wnc-
89(el460) qui codent pour I’orthologue d’une MLCK, soit I’obscurin, présentent un trouble
de contractions du pharynx (Avery, 1993) tout comme pix-/, git-1 et pak-1. Par contre, pix-
1, pourrait tout autant se situer strictement en paralléle, dans une voie de signalisation n’étant

pas engagée dans la régulation de Dactivit¢ de la myosine 1I (Figure 5-1B).
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Des mutations dans plusieurs génes tel que de mlc-1/2, unc-73 (GEF de Rac), unc-89
(MLCK) conduisent a un trouble de contraction du pharynx et présentent un arrét larvaire du
a une sous-alimentation. Les larves sont viables, complétement allongées et aptent a
semouvolr (Avery, 1993 ; Rushforth, White et Anderson, 1998 ; Steven e/ al., 2005).
Inversement les larves pix-/, git-1 et pak-1 sont paralysées, et sont partiellement allongées.
Ce fait nous amene a croire que le trouble du pharynx ne traduit pas seulement 1’implication
de pix-1, git-1 et pak-1 dans le contréle de la contraction du pharynx mais aussi leur
implication dans un processus développemental. Ceci est supporté par le fait que les larves
qui progressent au stade adulte ne présentent aucun défaut de contraction du pharynx. 11 faut
donc considérer la possibilité qu’un réle de pix-/, git-1 et pak-1 durant le développement
embryonnaire puisse perturber la structure du pharynx, ce qui rendrait la contraction de cet
organe plus difficile chez les L1 non-allongées. A premiére vue, la structure de 1’appareil
digestif, suite a une immunohistochimie, semble intact au niveau des filaments intermédiaires
(voir Figure3-5). Une étude plus précise de la structure du pharynx s’avérera nécessaire afin
d’identifier la fonction de pix-/, git-1 et pak-1. 11 serait pertinent entre autre, d’évaluer
I’intégrit¢ de ’ACAM, il faudrait alors utiliser une approche d’immunohistochimie, en
ciblant les composantes de ’ACAM. Il faudrait aussi étudier ’intégrité des membranes
apicales/basolatérales, ainsi que, l’intégrité des jonctions adhérentes et des muscles du

pharynx.

De plus, il ne faut pas négliger, que les mutants, présentaient non seulement une réduction de
la contraction du pharynx, mais aussi une absence de rythmicité. Chez C. elegans, la
contraction du pharynx,-ainsi que la défécation et la contraction des gonades sont considérés
comme des comportements rythmés (Avery et Thomas, 1997 ; McCarter et al, 1997 ;
Thomas, 1990). Nous avons d’ailleurs montré que les mutants pix-/ (gk416) présentent des
altérations pour d’autres comportements rythmés, tel qu’un taux de défécation réduit et une
ponte altérée (voir Figure 4-1). Ces comportements, sont considéré non- neurogenes, puisque
qu’ils sont observable malgré une perturbation de la fonction neuronale (Avery et Horvitz,
1989), et ils exigent des contractions, soit intestinales, pharyngales ou gonadales. Ces
contractions sont synchronisées et dépendent de ’intégrité des jonctions communicantes, des

flux de calcium et de la modulation des GPCRs (Avery et Horvitz, 1989 ; Dal Santo et al.,
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1999 ; Lee et al., 1997 ; Mahoney et al., 2008 ; Norman et al., 2005). 11 a été montré chez C.
elegans, que les GTPases Rhos, ainsi que la GEF VAV-1 jouent un rdle crucial dans la
régulation de ces comportements rythmiques. La voie de signalisation de VAV-1, contrélerait
ces comportements rythmiques par la régulation du flux de calcium intracellulaire (Norman
et al., 2005). En fait, VAV-1 entrainerait ’activation des GTPases Rho/Rac (Rho-1, Mig-2 et
Ced-10), en passant par l’activation de PLC-y, qui favorise la production d’IP3, qui
entrainera 'ouverture des récepteurs IP3R et le largage de calcium du réticulum
endoplasmique dans le milieu extracellulaire (Norman et al., 2005). Tout comme pix-1, git-1
et pak-1, les mutants vav-/,et itr-1, ’homologue d’IP3R, présentent une structure normal du
pharynx, une réduction de contraction du pharynx, du taux de défécation, une ponte altérée et
un arrét larvaire (Kwan et al., 2008 ; Norman ef al., 2005 ; Sonnichsen et al., 2005 ; Walker
et al., 2002). Ainsi, Paltération du rythme de contraction, pourrait tout autant traduire
"implication de pix-1, git-1 et pak-1 dans des processus moléculaire, tel que la contréle de la
dynamique des flux de calcium ou des processus macro-moléculaire, tel que le trafic des
récepteurs GPCRs. Des études chez les mammiféres soutiennent vraisemblablement, un réle
pour PIX/GIT/PAK dans le controle des flux de calcium et le trafic de récepteurs. En effet,
’assemblage du complexe GIT-1/B-PIX avec PLC-y, serait nécessaire a la
phosphorylation/activation de PLC- y lors de la migration cellulaire (Jones et Katan, 2007).
L’activation de PLC- y induit alors une augmentation de la concentration intracellulaire de
calcium, dont dépendrait, ’activation de protéines calcium dépendantes, qui promeuvent la
migration cellulaire, par I’activation de Rac-1 (Jones et Katan, 2007 ; Rosenberger, Gal et
Kutsche, 2005). GIT-1 est aussi responsable de 'activation de PLC-y dans les cellules des
muscles lisses, ou il permet la mobilisation du calcium intracellulaire (Haendeler ef al.,
2003). GIT-1 est aussi largement reconnu pour sa fonction dans le trafic de divers récepteurs,
seul ou en complexe avec PIX, incluant les récepteurs de types GPCR tel que les récepteurs
B-Adrenergique, Thyrotropine, FPR (Fomyl-Peptide receptor) et EGFr (epidermal growth
factor receptor) (Gavina et al. ; Haendeler et al., 2003 ; Lahuna ef al., 2005 ; Premont et al.,
1998). PIX est aussi reconnu pour sa participation au trafic de récepteurs (voir section 1.3.8).
Ainsi, I’aggravation des troubles de contractions du pharynx, suite aux traitements avec ML-
7 et Blebbistatine, pourrait traduire 1’altération de deux processus cellulaires différents

(Figure 5-1).
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FIGURE 5-1: PIX-1, GIT-1 ET PAK-1 REGULE POSITIVEMENT
L’ACTIVATION DE LA MYOSINE II ET LE RYTHME DES CONTRACTIONS
DU PHARYNX. En noir sont représentés les génes précédemment connus pour leur
fonction régulatrice de la contraction du pharynx. En Bleu sont représentés les genes
identifies lors de cette étude pour leur fonction régulatrice de la contraction du pharynx. Les
fléches en pointillés représentent, une signalisation hypothétique/alternative.A) PIX-1/GIT-
I/PAK-1 pourrait réguler les contractions du pharynx en contrdlant I’activité de la Myosine
I1, en parallele avec une MLCK. B) Le rythme des contractions du pharynx est altéré chez les
mutants pix-/, git-1 et pak-1, ce phénotype pourrait traduire leur role dans le controle de la

dynamique du flux de calcium intracellulaire ou leur réle dans le trafic de récepteurs dont les
GPCR.

5.1.2 pix-1, git-1 ET pak-I SONT IMPLIQUES DANS L’ELONGATION PRECOCE

Nous avons démontré 'implication de pix-/, git-1 et pak-1 dans 1’élongation précoce et nous
avons réussi a positionner pix-/ et pak-1 dans les voies contrélant ce processus. En effet, pix-
1, git-1 et pak-1, présentent tous une réduction du temps d’élongation entre le stade coma et
plié 2 fois (Figure 3-10). Nous avons démontré qu’au cours de 1’élongation précoce (entre le
stade coma et plié¢ 2 fois), pix-/(gk416) réduit la pénétrance du phénotype Emb induit par
mel-11(it26) a 18°C. Nous en déduisons donc que pix-/ a une fonction antagoniste a mel-/1.
mel-11(it26) n’étant pas considéré comme nul & 18°C nous ne pouvons dire si pix-/ se situe
en amont, en aval ou en parallele de mel-/ /. En corrélation avec sa fonction antagoniste avec
mel-11, pix-1 a une fonction synergique a celle de le-502. Le mutant nul pix-1(gk416)
aggrave le défaut d’élongation de let-502ts a 25.5°C, température a laquelle ler-502 est

considéré comme nul. Ceci indique donc que pix-/ serait en aval ou en parallele de let-502 au
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cours de I’élongation précoce. Finalement, nos résultats montrent que 71% des animaux
mel-11 (i126), let-502 (sbl18ts),; pix-1 (gk416) présentent des défauts d'élongation précoce
par rapport a 100% observé dans mel-11 (it26), let-502 (sbl18ts); pak-1 (0k448) (Gally et al.,
2009) ou mel-11 (it26), let-502 (sbl18ts); fem-2 (b245) (Piekny, Wissmann et Mains, 2000).
Ces données suggerent que pix-/ contrdle I'élongation précoce de maniére redondante avec
un autre géne, possiblement en amont de pak-I et fem-2, alors que pak-1 et fem-2

fonctionnerait de mani¢re non-redondante et fort probablement dans une méme voie.

Nos analyses génétiques, montrent aussi que pak-/ aggrave le phénotype Emb (arrét au stade
plié 1.5 fois), de let-502 a 25.5°C, le faisant passé de 9% a 100%. Ces données indiquent que
tout comme pix-/, pak-1 contrélerait 1’élongation précoce, e¢n paralléle ou en aval de let-502.
Le triple mutant pak-1(0k448),mel-11 (it26):let-502(sb118) a été généré afin de confirmer le
positionnement de pak-/. L’analyse génétique a montré, que pak-/ aboli, la suppression que
les alleles mel-11(it26) et let-502 (sbl]8) exercent I'un sur l'autre, et le triple mutant
présente une létalité embryonnaire de 100%, ce qui indique que PAK-1 se situe en paralléle

de I’axe de signalisation MEL-1 I/LET-502.

Comme démontré précédemment, nous avons mis en évidence que le double mutant mel-1/
(it26); pak-1 (0k448) présente un phénotype similaire a mel-// (it-26): pratiquement
100% des embryons rupturent au cours de 1’élongation. De maniére surprenante pak-1
n’est pas antagoniste a mel-// tel que nous aurions pu le supposer en assumant que pak-/
puissent fontionner avec pix-/. Ce résultat est une indication que pix-/ et pak-1 ne peuvent
pas étre impliqué dans une voie linéaire. PAK-1 a été montré pour promouvoir ’activation de
MLC+4 en le phosphorylant directement et aussi pour étre en parallele de la voie LET-
502/MEL-11 (Gally et al., 2009), tout comme nos résultats 1’ont aussi démontré. Comment
expliquer alors qu’il ne supprime pas le phénotype d’hypercontraction de MEL-11. Dans
cette ¢tude de Gally (Gally er al, 2009), les auteurs supposent que la capacité de
phosphorylation de PAK-1, est moindre que la capacité de MEL-11 & déphosphoryler MLC-
4. L’activité optimale de MLC-4 dépend de la phosphorylation de deux sites (T17/518). Dans
les faits, la phosphorylation d’un seul site permet une activité partielle de MLC-4. 1l est alors

possible que PAK-1 ne phosphoryle qu’un seul site de MLC-4 ce qui expliquerait sont faible
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pouvoir d’activation de MLC-4. En effet chez les mammiféres PAK ne phosphorylent qu’un
site sur les CLMr (Chew et al., 1998). Considérant que la contribution de PAK-1 a la
phosphorylation de MLC-4 est faible, il est possible d’expliquer pourquoi, I’absence de PAK -
1 ne supprime pas le phénotype de MEL-11. Dans la mesure ou ’axe de signalisation PIX-
1/Cdc-42/MRCK serait présent dans la signalisation contrélant I’élongation précoce, comme
il est dans les processus de migration cellulaire chez les mammiféres (Wilkinson, Paterson
et Marshall, 2005), I’explication qui s’impose pour justifier, la suppression du phénotype de
mel-11, par pix-1 et non par pak-1 est simple. En fait, si PIX-1 est en amont de MRCK-1 et
de PAK-1, la déletion de PIX-1 inactiverait a la fois ces deux kinases, ce qui enléve
simultanément un inhibiteur de mel-/ 1 et un antagoniste se situant en paralléle de la voie me!-
11/let-502 a Vinverse la mutation de pak-1, n’enleverait que PAK-1 ce qui peut expliquer

’absence de suppression du phénotype de mel-11/

Puisque pix-/ peut se positionner en paralléle ou en amont de mel-//, lors de I’élongation
précoce, il faudrait vérifier I’hypothése selon laquelie I’axe de signalisation de pix-/ pourrait
en effet activer la GTPase Cdc42. Nous n’avons pas été en mesure d’évaluer la fonction des
GTPases durant 1’élongation précoce puisque cette famille de protéine est largement
impliquée dans une multitude d’éveénements cellulaires nécessaire au développement
embryonnaire (Lundquist, 2006) et elles induisent toutes une létalité embryonnaire a des
stades antérieurs a 1’élongation. Chez les mammiféres PIX active Cdc-42, qui par la suite
active MRCK et cet axe de signalisation promeut la migration cellulaire (Wilkinson, Paterson
et Marshall, 2005). Il a été démontré qu’au cours de I’élongation précoce MRCK inhibe
Pactivité de MEL-11 (Gally er al., 2009). 1l est par conséquent possible que chez le
nématode 1’activité antagoniste de pix-1 sur mel-11 se traduise via mrck-1. Cette hypothése
est valable, seulement si I’on considére que pix-/ n’est pas strictement en amont de MRCK,
mais qu’il puisse a la fois initier I’activation d’une seconde protéine ayant une fonction
régulatrice positive sur I’activation de MLC-4 en parallele de LET-502/MEL-11. Cette voie
pourrait étre I’axe PIX-1/PAK-1 qui est parallele a la voie MEL-11/LET-502, tel que

mentionné€ plus haut.
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git-1 présente le méme phénotype que pix-1 et pak-1, d’ou nous considérons son implication
dans 1’¢élongation précoce. Nous savons que git-/ a un rdle au cours de 1’élongation précoce
puisqu’il présente, une vitesse réduite de développement entre le stade coma et 2x (Figure 3-
10).  Son positionnement dans les voies de signalisation n’est pas résolu, mais nous le
positionnons en considérant qu’il fonctionne en complexe avec pix-/, jusqu’a preuve du
contraire. En effet, il a ét¢ montré dans une multitude de processus, que I’intégrité du
complexe GIT/PIX est nécessaire a ’activation de PAK et autres effecteurs de ces voies
(Stockton et al., 2007). L approche utilisée pour positionner pix-/ et pak-I devrait étre
répétée avec un alléle nul de gir-/ afin de confirmer le réle de ce dernier dans le processus

d’¢longation.

Daf-2

l GTPases

Age-1 Cde-a2?

Daf-16 \/‘“mk'1
Mig-2 j

Ta Mele11

Fem-2 e
\/Mlc-d Unc-73
Nmy-1
/. Nmy-2
Lel-502
Rga-2 l
-——— Rho-1 contraction

FIGURE 5-2: VOIE DE SIGNALISATION CONTROLANT L’ELONGATION
PRECOCE. Nous avons réussi a positionner PIX-1/GIT-1/PAK-1 dans les voies conduisant
au contrdle de la phosphorylation et déphosphorylation des CLMr durant 1’élongation
précoce. En en noir sont représentés les voies connues. En bleu sont représentées nos
contributions a [I’élucidation de ces voies. Les fleches en pointillées indique des
positionnements hypothétiques ou extrapolés d’études faites chez les mammiféres.
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5.1.3 pix-1, git-1, pak-1, mel-1] CONTROLENT L’ELONGATION TARDIVE PAR LA
REGULATION DE L’ACTIVITE DES CLMR ET DE LA MYOSINE II

Nous avons largement contribué a 1’élucidation de la signalisation contribuant a 1’élongation
tardive (Figure 5-3). Nos efforts ce sont concentrés sur la caractérisation de 1’élongation
tardive, puisque ce processus restait a ce jour le moins bien défini. Nous avons réussi a
démontrer que pix-1, git-/ et pak-1 sont des régulateurs de la machinerie de phosphorylation
des CLMr durant I’élongation tardive et nous avons confirmé I’implication de la Myosine II &
cette étape développementale par I’utilisation d’inhibiteurs de divers régulateurs de I’état de
phosphorylation des CLMr. Nous avons aussi mis en évidence pour la premiére fois le role
de mel-11 dans le contrble de I’élongation tardive et ce en redondance avec une autre

protéine.

L’élongation précoce et tardive, nécessitent un contréle de la contractilité de I’ACAM, mais
aussi son ancrage au niveau des jonctions serrées au pdle apicale des cellules de I’hypoderme,
ainsi que la transmission de la force contractile au niveau de l’actine circonférenticlle.
L’hyper-contraction de ’ACAM, conduit habituellement a une rupture des embryons (qui
s’exprime par une létalité embryonnaire), alors que I’hypo-contraction de I’ACAM conduit a
un arrét larvaire et des larves non allongées. Il s’avérerait que pix-1, git-1 et pak-1 exhibent,
un phénotype consistant avec une hypo-contraction. En effet, le ralentissement de la vitesse
d’élongation observé par microscopie dynamique 4D, pour pix-1, git-1 et pak-1 entre le stade
plié 2 fois et 3 fois, traduit fort probablement, un trouble d’hypo-contractions (Figure 3-10).
Nous avons mis en évidence une fonction de régulateurs positifs de ’activité des CLMr et de
la Myosine II, pour pix-/, git-1 et pak-/ en utilisant une série d’inhibiteur contre des

régulateurs de ces activités.

Le traitement a la Blebbistatine a induit chez pix-1, git-1 et pak-1 une aggravation synergique
du phénotype NaLv. Ce résultat met en évidence le réle de PIX/GIT/PAK dans la régulation
positive de la contraction de PACAM au cours de I’élongation tardive. Ces données
suggérent en fait que la myosine 11 pourrait étre impliquée dans le contréle de [’élongation

tardive et que PIX-1, PAK-1 et GIT-1 fonctionneraient dans une voie promouvant la fonction
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de la myosine II. PIX-1, GIT-1 et PAK-1 fonctionnerait en amont de la myosine 1l ou en

paralléle a d’autres voie conduisant a son activation et a la contraction de I’ACAM.

En utilisant la Calyculin A pour obtenir une réduction de fonction partielle de mel-/1, nous
avons réussi a mettre en évidence sa fonction dans 1’élongation tardive. 1l a ¢té observé que
les mutants pix-/, git-1 et pak-1 supprime le phénotype de NaLv induit par la Calyculin A.
Les embryons mel-11 (it26) qui échappent au phénotype de rupture au cours de I’élongation
précoce se développent normalement jusqu’au stade adulte (Piekny, Wissmann et Mains,
2000). A I’inverse, les nématodes traités a la Calyculin A expriment un arrét larvaire de type
pix-1 caracteristique d’un défaut d’élongation tardive. Cette observation supporte I’hypothése
selon laquelle MEL-11 pourrait réguler 'activité de MLC-4 de fagon redondante avec au
moins une autre phosphatase, au cours de |’élongation tardive. Nous émettons donc
I’hypotheése que MEL-11 puisse étre redondant avec une protéine inhibée elle aussi par la
Calyculin A et controlant [’étape d’¢longation tardive. FEM-2 est une phosphatase,
présentant un phénotype similaire a pix-/ de larves non allongées et le méme antagonisme
par rapport a MEL-11(Piekny, Wissmann et Mains, 2000), par contre FEM-2 étant une
phosphatase de la famille PP2C, il est peu probable que ce soit cette derniére qui ai été inhibé
par la Calyculin A, puisque cet inhibiteur est spécifique aux phosphatases PP-1 et PP2A et
n'a pas d’effet sur les phosphatases PP2C. En effet, les domaines catalytiques des
phosphatases PP2C ne partagent que peu d’homologie avec ceux des phosphatases de la
famille PP-1 et PP2A (Denu et al., 1996 ; Shenolikar, 1994). Ces données supposent donc
I’implication d’une troisiéme phosphatase a ce jour non identifiée dans le processus

d’élongation.

Par [utilisation de ML-7, un inhibiteur de MLCK, nous avons démontré la présence
potentielle d’'une MLCK qui fonctionnerait en parallele de pix-1, git-1 et pak-1 au cours de
I’¢longation tardive. L’hypothese de la présence d’un homologue de MLCK a été proposée a
deux reprises auparavant (Gally ef al., 2009 ; Piekny et Mains, 2003). Nous avons mis en
évidence la présence d’une MLCK, sans toutefois I’identifier. Le plus proche homologue de
MLCK (ZC373.4) a été vérifié et n’est pas impliqué dans le processus d’élongation tardive
(Gally et al., 2009). 11 existe plusieurs homologues de MLCK chez C. elegans, mais a ce jour
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aucun n’a été identifi¢ pour sa fonction dans le processus d’élongation. Nous proposons
éventuellement de toutes les tester. Les joueurs moléculaires identifiés jusqu’a maintenant,
pour leur participation au contréle de l’activité de la Myosine II dans le processus
d’¢longation chez le nématode, sont trés représentatifs des protéines identifiées, chez les
mammiféres pour leur fonction régulatrice de la myosine dans des processus tel la migration
cellulaire. Chez les mammifeéres, les CLMr sont phosphorylés/activée par ROCK (LET-502),
PAK (Chew et al., 1998), MRCK, MLCK et inhibé par PKC. De plus PAK phosphoryle et
active les CLMr, alors qu’il inactive MLCK. Les CLMr sont aussi inhibées par ’activité
phosphatase de MLCP. L’activité de MLCP est en revanche régulé négativement par ROCK
(Kimura et al., 1996) , MRCK(Muranyi et al., 2001) et PAK (Takizawa, Koga et Ikebe,
2002) entre autre. Ces informations ainsi que les résultats d’interaction génétique avec ML-7
permettent de spéculer qu’une MLCK s’integre effectivement dans les voies de signalisation
contrélant 1’élongation chez le nématode. Ces mécanismes de signalisation sont trés
complexes et inter-reliés et laissent croire que la régulation de I’activité des CLMr par ces

régulateurs est contrdlée de maniere spatio-temporelle.

Les résultats obtenus par ces analyses chimio-génétique ont d’ailleurs été confirmé avec les
doubles et triples mutants. Les analyses génétiques, ont montrés que 55% des embryons mel-
11 (it26); let -502 (sb118ts); pix-1 (gk416) ayant dépassé le stade précoce de I’élongation ont
arrété leur élongation a un stade d’élongation tardif. Ces données suggerent une implication
de pix-1 4 un stade tardif de [’élongation. De plus, le phénotype de NaLv caractéristique des
mutants de pix-/, git-1 et pak-1 est augmenté de 9% (dans les mutants pix-/ (gk416)) a 55%
chez les mutants mel-11 (it26); let-502 (sbl18ts); pix-1 (gk416) & 25,5 ° C (Table 3-3). Ces
résultats démontrent pour la premierc fois un réle pour mel-11 et let-502 au cours de

[’élongation tardive et ce en paralléle de pix-1.

La forte pénétrance des troubles d’élongation précoce dans les animaux pak-1(0k448); mel-
11 (it-26); let-502 (sb118) ont rendu impossible la confirmation des résultats chimio-
génétique par I’approche de génétique classique, afin d’élucider le réle de pak-/ au cours de

I’élongation plus tardive
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FIGURE 5-3: VOIES REGULANT L’ACTIVITE DES CLMR ET DE LA
MYOSINE 11 AU COURS DE L’ELONGATION TARDIVE. Sont représentées les
conclusions tirées de cette étude. En pointillée sont des positionnements hypothétique,
extrapoller des études mammiferes ou incertain.

5.1.4 LES GTPASES RHOS CONTROLENT L’ELONGATION TARDIVE

Nous avons identifi¢ les GTPases Cdc-42, Rac-2, Ced-10, Crp-1 et Mig-2 comme participant
au processus d’élongation tardive. En effet nos données d’ARNi confirment une synergie
entre Cdc42, et pix-1 , git-1 et pak-1 (voir Figure 3-11 et 3-12). pix-1 , git-1 et pak-1 se
positionneraient en amont ou en paraliele de cette GTPase. Les résultats ARN1 confirment
aussi 'hypothése selon laquelle mig-2 et ced-10 seraient antagonistes a Cdc-42 au cours du
processus d’élongation tardive. En effet les résultats obtenus suite aux traitements ARNI

contre les GTPases Rhos, montrent que ced-/0 est antagoniste a pak-1, et que mig-2, est



140

antagoniste a pix-1, git-1 et pak-1 (Figure 3-12). Ce résultat confirme que mig-2 fonctionne
dans une voie paralléle et antagoniste a ’axe pix-1/pak-1/git-1(Figure 5-4). L’antagonisme
fonctionnel entre mig-2 et pix-1, git-1 et pak-1 n’étonne pas, puisque mig-2 a été identifié
comme régulant 1’élongation en activant mel-// (Wissmann, Ingles et Mains, 1999). Nos
résulats sont d’ailleurs soutenus par d’autres études qui ont mis en évidence que MIG-2
permet ’activation de MEL-11 et que CED-10 est antagoniste a PAK-1 (Pedone ef al., 2008
; Piekny, Wissmann et Mains, 2000).

Le positionnement de pix-/, git-] et pak-1 par rapport a cdc-42 est compliqué.
Premierement, le positionnement de git-/, par rapport a cdc-42, n’a pas été confirmé, vue la
nature de I’allele hypormorphe de git-1. Encore une fois, il sera considéré, que GIT-1, se
positionne avec PIX-1, comme chez les mammiféres, leur interaction moléculaire est
nécessaire a leur fonction. pix-I(gk416) et pak-1(ok448) étant des alléles nuls et cdc-
42(ARNI) pouvant étre considéré comme un allele hypomorphe, nos résultats suggérent que
cdc-42 fonctionnerait en aval ou en paraliele de pix-I et pak-1 durant le processus
d’élongation tardive. Considérant les activités catalytiques de pix-I et pak-1 et les
mécanismes d’activation de ces protéines chez les mammiféres nous pouvons interpréter nos
résultats de trois manieres différentes.
1. Le dimére pix-I/pak-1 activerait cde-42. 11 a été montré chez les mammiféres que
I’association de PAK avec PIX favorise Iactivité GEF de PIX envers CDC-42
(Baird, Feng et Cerione, 2005 ; Feng, Baird et Cerione, 2004). Ce premier cas de
figure corr¢lerait avec l’interaction synergique entre pak-1 et cde-42 en supposant
que I’association de pix-/ et pak-1 est nécessaire a |’activté GEF de pix-/ envers cdc-
42 (Figure 5-4A)
2. L’altération de toutes composantes se trouvant strictement en amont de pak-/, ne
devrait pas causer d’altération du phénotype (ni augmentation, ni réduction), puisque
I’allele est nul. Puisque pak-1 est synergique avec cdec-42 , nos résultats indiquent
que pak-1 n’est pas uniquement activé par cdc-42. pak-1 peut étre activée par une
autre GTPases que cdc-42. Cette GTPase selon nos données ne pourrait étre que
Rac-2. Rac-2 qui ne modifie pas le phénotype de I’alléle pak-/ (Figure 3-11), alors
qu’il présente une additivité avec les alléles de git-1(ok1848), pix-1(gk416) (Figure 3-
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12). 1l est possible de postuler que le complexe PAK/PIX, favoriserait I’activité
GEF de PIX envers Cdc-42. Ensuite le complexe Cdc-42/PIX, favoriserait ’activité
GEF de PIX envers Rac, tel qu’il a été¢ démontré chez les mammiféres (Feng et al.,
2002 ; Feng, Baird et Cerione, 2004)(Figure 5-4B).

3. pak-1 pourrait aussi étre activée par pix-1 de maniére GTPases-indépendante tel que
démontré chez le nématode au cours de I'élongation des gonades (Lucanic et Cheng,
2008) et chez les mammiféres dans la régulation des adhésions focales (Brown, West
et Turner, 2002) et étre strictement en parallele de cde-42 (Figure 5-4C). Cependant,
11 ne faut pas négliger la possibilité de la présence simultanée d’une voie GTPases-
dépendantes et d’un voies GTPases-indépendante, conduisant a I’activation de PAK-

1, tel que montré pour I’élongation des gonades.

pix-l.git-i: pak-1

A g pix-l:gir-1: pak-1
crp-4 cdc-+42 cp-1 ~e-42
mig-2 mig=2 R rac-2

/

Elongation tardive Elongation tardive

C pix-1:gn- GEF

AN

crp-1 pok-1 cde-42

nijg-2

Elongation tarchve

FIGURE 5-4 : RESUME DES INTERACTIONS AVEC LES GTPASES RHOS :A)
pix-1, git-1 et pak-1 ont une fonction antagoniste a crp-/ et mig-2 et se situent en amont de
cde-42. B) pak-1 est Ueffecteur de rac-2, et est activé par une cascade pix-1/cde-42). C) pak-
[ est activé par pix-1/git-1 de maniére GTPase indépendante et se situe en paralléle de cde-
42.
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Selon les résultats obtenus suite au traitcment ARNI contre les GTPases Rhos, ced-/( serait
une GTPase fonctionnant en parall¢le et de fagon antagoniste & pak-1 (Figure 5-5 B) ou qui

serait en aval et inhibée par pak-1 au cours de 1’¢longation (Figure 5-5A).

A paik-1 B
‘ pak-1
ced-10
ced-10
v
Elongation tardive Elongation tardive

FIGURE 5-5: L’ANTAGONISME DE pak-1 ET ced-10. A) pak-1 se positionne en
amont de ced-10 et 'inhibe B) pak-1 et ced-10 ont une fonction antagoniste sur I’élongation
tardive et ils se positionnent dans des voies de signalisation parallele.

En ce qui concerne crp-1, il semble avoir une fonction antagoniste a pix-/, pak-1 et git-1, voir
cdc-42. 11 fonctionne soit en aval de pix-/, pak-1 et git-1 ou encore dans une voie parall¢lc a
celle de pix-1, pak-1 et git-1. Dans ces deux cas, ’effecteur de crp-1, doit avoir une fonction
antagoniste a ’axe de signalisation pix-/, pak-1 et git-]. Sachant que crp-/ est responsable
du traffic membranaire apical et est exprimé au niveau de cellule de type €pithéliale (Jenna et
al., 2005), il est possible qu’il régule le trafic des composantes des jonctions adhérentes
qu’on retrouve a la face apicale des cellules. 11 est important de noter ici que crp-/ n’a pas été
détecté dans les cellules de I’hypoderme dans les nématodes transgéniques (Jenna e! al.,
2005). Or ceci n’exclu pas la possibilité que cette protéine puisse étre exprimée dans ces
cellules a un niveau trés faible. En effet, les données SAGE montrent que CRP-1 est exprimeé
dans les cellules de ’hypoderme et dans I’embryon. 1l a été montré que CRP-1 n’altére pas la
localisation d’AJM-/ dans les cellules de 1'intestin chez 1’animal adulte. Cette protéine est
une composante des jonctions apicales nécessaire a I’élongation de ’embryon. CRP-1
n’affecte pas la localisation d’AJM-1 dans les cellules épitheliale de 1’intestin, mais pourrait

affecter sa localisation dans les cellules hypodermiques ou encore affecter la localisation
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d’autres molécules composant ou participant a la formation/intégrité des jonctions apicales

dans les cellules hypodermiques.

5.1.5 LES GTPASES ARFS CONTROLENT L’ELONGATION TARDIVE

Les GTPases ARFs chez C. elegans, contrélent la morphogenése, I’organisation des
microtubules et le développement des cilias (Lundquist, 2006) Nous avons montré leur
fonction dans un procesus morphogénique durant le développement embryonnaire. Nos
résultats démontrent I’implication des GTPases Arfs dans le processus d’élongation tardive.
Nous avons montré que les traitements avec les ARNi contre Arl-3, Arl-5 et Arf-6,
suppriment les phénotypes de pix-/, git-1 et pak-1. Nous pouvons donc émettre 1’hypothese
que git-1 puisse étre une GAP pour ces GTPases. L’homologue mammifére de GIT-1 a aussi
une activité GAP envers Arf-6 in vivo. 1l semblerait qu’ Arf-6 module les contacts cellules-
cellules via les complexes cadhérines, en participant au ciblage des cadhérines (Palacios et
al., 2001). L’ARNi contre ev/-20, un paralogue d’arl-5, a été rapporté pour induire non
seulement un trouble d’élongation précoce, soit au stade haricot et au stade plié¢ 1.2-1.5 fois,
mais encore, les larves qui échappent a I'arrét d’élongation, présentent elles-mémes une
¢longation incompléte et des défauts morphologiques similaires a ceux présentés pour les
larves pix-1, pak-1 et git-] (Antoshechkin et Han, 2002). Ces défauts morphogéniques et
développementaux induit par I’ARNI contre elv-20 n’ont pas été associés avec une altération
des jonctions apicales, ni a une alétration des complexes Cadhérine/Caténine, mais ils ont ¢té
corrélés avec une perturbation de [’orientation circonférentielle des microtubules
(Antoshechkin et Han, 2002). Les microtubules, tous comme I’ACAM, sont nécessaires pour
une élongation correcte de I’embryon (Priess et Hirsh, 1986). Lors de 1’élongation tardive,
Uintégrit¢  des  structures  d’attachements  (jonctions  apicales et  complexe
Cadhérines/Caténines) est nécessaire a I’élongation, tout comme le réarrangement des
structures du cytosquelette que ’on retrouve dans les cellules hypodermales ventrales et
dorsales est essentielle a 1'élongation (Priess et Hirsh, 1986). Les structures formées de
microtubules au niveau des cellules hypodermiques ventrales et dorsales, servent a distribuer
la force de contraction générée par ’ACAM au niveau des cellules latérales. Ainsi nos

résultats mettent en lumiére un r6le pour les GTPases Arfs dans le processus d’élongation
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tardive, méme s’il faut encore résoudre leurs mécanismes fonctionnels dans ce processus.
Les GTPases Arfs sont d’abord connus pour leur fonction dans le trafic membranaire. Ainsi
la fonction GTPases Arfs dans le processus d’élongation, pourrait étre liée a un réle dans le

trafic de composantes membranaires, nécessaire a 1’intégrité de 1’hypoderme.

5.1.6 PAK-1, PAK-2 ET MAX-2 CONTROLENT L’ELONGATION TARDIVE

Par la suite nous avons tenté de mettre en évidence une redondance fonctionnelle entre les 3
homologues de PAK, soit PAK-1, PAK-2 et MAX-2, au cours de 1'élongation tardive,
comme il avait été démontré pour 1’¢longation des gonades (Lucanic et Cheng, 2008). Nous
avons montrés que les mutants max-2 et pak-2, ne présentent pas les phénotypes Emb et
NaLv. De plus les résultats, obtenus par lutilisation d’inhibiteurs des régulateurs de
I’activité de la myosine, ne montrent aucune aggravation du phénotype NaLv. Ces résultats
portent & croire que max-2 et pak-2 ne participent pas au processus d’élongation et qu’ils ne
partagent pas de redondance fonctionnelle avec pak-/. Ces résultats ne prouvent pas hors de
tout doute que max-2 et/ou pak-2 ne soient pas redondant avec pak-/ au cours de
I’élongation. Considérant le niveau élevée de redondance déja connu dans la régulation de ce
processus, il aurait peut-étre été nécessaire d’altérer plus de deux composantes de ces voies
afin de pouvoir observer une interaction synergique ou synthétique. L’alléle pak-I(ok448)
pourrait hypothétiquement, avoir une fonction de dominant négatif. C’est-a-dire que I’all¢le
de pak-1(0k448), possede son domaine d’interactions avec les GTPases et PIX alors qu’il a
perdu son activité kinase. Il est possible que la protéine codée par pak-1(ok448) séquestre,
la/les GTPases avec la/lesquelles il interagit et donc empéche max-2 et pak-2 d’interagir
avec ces GTPases. L’étude des interactions génétiques de pak-1, pak-2 et max-2 est donc
essentielle afin de savoir si ces protéines sont redondantes aux cours de I’¢longation
embryonnaire. Afin de mettre leur réle en évidence, il aurait €t¢ nécessaire de générer un
triple mutant et les doubles mutants. Il a été montré que le double mutant de pak-/
(0k448);pak-2(0k332) montrent des défauts embryonnaires et une létalité larvaire en L1 non
observés chez I'un ou l'autre des simples mutants (Lucanic et al., 2006). Cette étude

souligne la redondance potentielle entre pak-1 et pak-2.
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Nous avons réussi par I'utilisation des traitements ARNi contre les GTPases, a mettre en
évidence une potentielle redondance entre pak-2 et pak-1. En effet, I’ARNi contre ced-10,
montre une interaction antagoniste avec pak-2 et pak-1 alors qu’il a une interaction
synergique avec max-2 (Figure 3-13). Ces résultats indiquent que pak-2 puissent avoir une
redondance fonctionnelle avec pak-/ lors de I’élongation tardive, alors que ced-/0/max-2,
forment un axe de signalisation paralléle et antagoniste a ’axe comprenant pak-1/pak-2
(Figure 5-6). Dans ce cas de figure, il est important de mentionner que I’aggravation du
phénotype de max-2, un allele nul, par I’ARNI contre ced-/0 indique que max-2, se situe soit
en amont soit en parallele de ced-10. Cette hypothése doit étre étoffée, mais il a déja été mis
en évidence dans la littérature que pak-/ était redondant avec pak-2 lors d’une étape
d’embryogénese (Lucanic et al., 2006). De plus max-2 serait ’effecteur de ced-10, durant une
étape d’¢longation (Pedone ef al., 2008). En considérant nos résultats, max-2, pourrait ¢tre
I’effecteur de ced-10, seulement s’il fonctionne en paralléle avec un second effecteur de ced-

10. Globalement nos résultats vont dans la méme direction que ces études.

nicix-2

\

ced-10

/\

max-2 -effecrenr

peik-1-pak-2

v

Elongation tardive

FIGURE 5-6: PAK-1/2 SONT REDONDANTS ET ANTAGONISTES A MAX-
2/CED-10. max-2 peut se positionner en parall¢le ou en amont de ced-10, alors que pak-2
semble avoir une fonction redondante & pak-/ par rapport a ced-/0. En combinant nos
résultats avec les données de la littérature, max-2, peut étre I'effecteur de ced-10, en
redondance avec un second effecteur.
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5.1.7 PIX-1 N’EST PAS REDONDANT AVEC TIAM-1 LORS DE L’ELONGATION
TARDIVE

Nous avons mis en évidence que lors de I’élongation tardive, pix-1, fontionnerait fort
probablement en parallele d’une autre GEF. Nous avons testé si Tiam-1 était redondant avec
PIX-1. Tiam-1 n’est pas redondant avec PIX-1 pour I’élongation d’aprés nos résultats
d’interaction chimio-génétique qui montrent que tiam-I(ok772) aggrave le phénotype
d’élongation du traitement a la calyculin A. Donc, il présenterait un phénotype similaire a
unc-73 qui aggrave le phénotype de MEL-11, lors de I’élongation précoce. Ainsi tiam-1
pourrait avoir une redondance avec unc-73. 1l serait intéressant d’investiguer si tiam-1 serait
redondant avec unc-73 pour I’élongation tardive et éventuellement vérifier si ceci peut
s’appliquer aussi a I’élongation précoce. Il faut considérer que I’expérience avec la Calyculin
A a été effectué une sur un nombre de vers limité. 1l semble que la mutation dc tiam-1,
puisse avoir le potentiel d’aggraver le phénotype induit par mel-1/, mais ce résultat doit &tre
reconfirmé. Nos résultats semblent indiquer que tiam-1, une GEF de Rac, puisse en fait étre
redondante avec unc-73, durant U’¢longation tardive.  Afin d’étoffer cette hypothése, les

doubles mutants devront étre généreés.

5.1.8 INA-1 SIGNALE VIA PIX-1, GIT-1 ET PAK-1 LORS DE L’ELONGATION
TARDIVE

Nous avons mis en évidence au cours du processus d’élongation tardive qu’INA-1 signale
vers PIX-1/GIT-1/PAK-1. En effet nos résultats d’interactions génétiques ont montré que
I’ ARNI contre ina-1, aggrave le phénotype NaLv, des mutants hypomorphes pix-1 (0k952) et
git (0k1848), alors qu’il n’aggrave pas les alleles nuls pix-1 (gk416) et pak-1 (0k448). Chez
le nématode, il a ét€¢ montré que pix-1, git-1 et pak-1 réguleraient I’élongation des gonades au
cours du développement larvaire en aval des intégrines ina-/ (Lucanic et Cheng, 2008). 11
semblerait donc que ce module de signalisation soit conservé dans ces deux processus de
morphogenése. L’allele gm /44 d’ina-1 induit un arrét larvaire en L1, similaire a celui observé
chez pix-1. Chez C. elegans, ina-1 code pour une intégrine alpha intéragissant avec PAT-3,
une intégrine Beta. Ensembles, elles régulent la migration cellulaire et des processus de

morphogenése. INA-1 agit comme un récepteur pour la laminine, une composante de la



147

matrice extracellulaire des membranes basales. D’ailleurs, ina-/, est responsable en partie, de
Iintégrité de la membrane basale du pharynx (Trzebiatowska et al, 2008). Chez les
mammiféres le complexe PIX/GIT/PAK: a été¢ montré comme jouant une réle majeur dans la
régulation de la mobilité des complexes d’adhésion focaux comportant les intégrines (Zhao et
al., 2000). Les intégrines sont responsable de la communication avec la matrice
extracellulaire, elles régulent aussi la signalisation intracellulaire et plus récemment, clles
sont supposées pour leur implication dans la communication cellules-cellules et pour
s’intégrer dans les complexes cadhérines (Geiger et al, 1992 ; Genda et al., 2000). Nos
résultats devront étre confirmés en générant les différentes combinaisons de double mutants.
Les intégrines contribuent a la plupart, sinon a la totalité, des événements morphogénétiques
qui forme un organisme en développement (Gumbiner, 1996), d’ou l'importance de

caractériser les voies de signalisation dans lesquelles elles sont impliquées.

5.1.9 GIT-1 ET PAK-I ONT UNE FONCTION INDEPENDANTE DE PIX-1 LORS DE
L’ELONGATION TARDIVE
Dans le processus de régulation de la dynamique des complexes d’adhésion focaux chez les
mammiféres, PIX/GIT/PAK favorise la dynamique d’assemblage et de désassemblage des
complexes focaux (Zhao et al., 2000). Paxillin et acto-paxin joueraient aussi un role
important dans ces mécanismes (Nikolopoulos et Turner, 2000). Chez les nématodes, px/-/ et
pat-6 sont tous deux impliqués dans I’attachement de l’actine et de la myosine au corps
dense. Le traitement des mutants px/-/ a I’ARNi contre pak-I, induit une réduction du
phénotype de px/-1, alors que le traitement avec I’ARNi contre git-/, réduit le phénotype de
pat-6 (Figure 3-13). Ces résultats indiquent un antagonisme fonctionnel entre git-//pat-6 et
pak-1/pxl-1. De plus ces résultats suggerent une fonction pour git-/ et pak-1 dans les
mécanismes permettant un attachement approprié des cellules musculaires aux cellules de
I’hypoderme et/ou une transduction adéquate des signaux mécaniques provenant de la
contraction des muscles et permettant I’¢longation tardive des embryons. Les mutants PAT
présentent des défauts d’adhérence des cellules musculaires du corps aux cellules de
’hypoderme ce qui altére grandement 1’élongation tardive qui est largement dirigée par la
contraction des muscles. Il est intéressant de voir que seule la réduction de I’expression de

git-1 est capable de réduire ces défauts. Ceci implique que gis-/ pourrait avoir des fonctions
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au cours de I’élongation qui soient indépendantes de pix-/ et pak-/. De méme seul I’ARNIi
contre pak-/ est capable de supprimer les défauts d’élongation liés & la mutation de px/-/.

Ceci indique que pak-/ aurait lui aussi des fonctions indépendantes de pix-7 et git-1.

On se rapellera que les corps denses sont I’équivalent des adhésions focales mammiferes. La
formation des corps dense nécessiste I’assemblage de complexes moléculaires, qui permettent
de relier I’hypoderme, la membrane basale, les muscles et les complexes contractiles
(actine/myosine). Ces complexes sont formés des intégrines, dont PAT-3 et de I’acto-paxine
et paxillin qui présentent le phénotype PAT (Paralysed arrested elongation). Le phénotype
PAT est un phénotype d’arrét larvaire, causé par un trouble d’élongation tardive. En fait le
phénotype PAT, résulte de défauts musculaires, que ce soit leur attachement a la membrane
basale, ou leur contractilité. Les mutants de certaines composantes de la signalisation/flux du
calcium, dont les canaux calcique de type L, (eg/-19) présentent chez le nématode, la
panoplie de phénotypes rythmiques (voir section 5.1.1), en plus de présenter le phénotype
PAT (Lee et al., 1997), soit un trouble d’élongation tardive. Chez les mammiféres, les
GTPases RhoA, Racl et Cdc42, sont toutes trois impliquées dans le controle de I'activité des
canaux calciques de types L et voltage dépendant (Wilk-Blaszczak et al., 1997 ; Yatani et al.,
2005). Nous avons soulevé précédemment (voir 5.1.1), I’hypothése selon laquelle,
PIX/GIT/PAK, puissent étre impliqué dans la signalisation calcique. Cette hypothese persiste
au fil des analyses, et semble s’appliquer a la majorité des phénotypes recensés lors de cette
étude et devra ultimement étre vérifiée, malgré la possibilité qu’ils s’agissent de deux

processus indépendants, mais nécessaires au maintient des rythmes et de I’¢longation.

Le role de pix-1, git-1 et pak-1 dans I’élongation semble étre extrémement complexe et
impliquer de nombreux processus controlant la contraction des FACs, le trafic des
membranes, la réorganisation des cytoskelettes d’actine et des microtubules, I’assemblage
des complexes d’adhérence cellules/cellules et la dynamique d’assemblage des complexes
d’adhésion focaux. Ces mécanismes semblent de plus impliqués la grande majorité des
GTPases Rho et Arfs. Ce qui souligne le role de plateforme de signalisation déja décrit dans

de nombreux systemes pour le complexe PIX/GIT/PAK.
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5.1.8 PIX-1 REGULE NEGATIVEMENT\LA SIGNALISATION GLUTAMATERGIQUE
DE MANIERE INDIRECTE

Nous avons réussi a démontrer que pix-/ a une fontion neuronale. En effet les animaux pix-/
(gk416) présentent des altérations comportementales tel qu’un taux de ponte réduit, un taux
de défécation réduit, une augmentation de 1’oscillation de la téte. Ces phénotypes corrélent
fortement avec les phénotypes observés chez des mutants de la signalisation dopaminergique,

mais aussi glutamatergique.

Nous avons montré que pix-/ régule le comportement de rechcrche de nourriture et la
capacité¢ des nématodes a naviguer en environnement complexe. Les animaux pix-/(gk416)
présentent, une fréquence de reculons accrue en absence de nourriture et n’arrivent pas a
naviguer en environnement complexe. La fréquence de reculons des nématodes en absence
de nourriture et la navigation en environnement complexe sont contr6lés par un réseau de
neurones glutaminergiques et dopaminergiques. Une altération de la sécrétion de ces
neurotransmetteurs ou la mutation de leurs récepteurs entrainent une diminution de la
fréquence de reculons. Ces données, suggerent que la mutation pix-/(gk4/6) augmenterait la
signalisation dopaminergique et/ou glutamatergique au niveau d’un certain nombre de

neurones contrdlant la fréquence de reculons.

Nous avons confirmé que pix-/ (gk416) avait pour effet d’augmenter ’adressage des
récepteurs au glutamate GLR-1 aux membranes post-synaptiques de certains neurones. Ces
résultats suggérent que PIX-1 régulerait négativement le ciblage de ces récepteurs a la
membrane post-synpatiques ou encore, qu’il régulerait positivement leur endocytose. PIX-1
pourrait recruter via son domaine SH3 et moduler la fonction de diverses ubiquitine ligases
qui participent a la régulation négative de la signalisation des récepteurs au glutamate (Janz,
Sakmar et Min, 2007 ; Jozic et al., 2005). Son interaction avec les ubiquitines ligases,
perturberait ainsi la régulation négative (dégradation) de ces derniéres sur les récepteurs.
Cette fonction de PIX-1, pourrait expliquer que malgré une accumulation aux membranes
post-synaptiques de GLR-1::GFP, le niveau d’expression de ce récepteur est réduit dans le

contexte pix-1 (gk416). Par contre, lorsque nous avons vérifié si PIX-1::mCherry et GLR-
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1::GFP était exprimé dans les méme cellules, nous avons constaté qu’ils étaient mutuellement
exclusifs et donc, il était impossible que PIX-1 puisse réguler le trafic ou la dégradation de
GLR-1::GFP directement. Il est peu probable que PIX-I ::mCherry soit exprimé dans les
mauvaises neurones, puisque la construction utilisee pour generer les nématodes

transgéniques contient toutes les régions régulatrices se situant 30kpb autour du locus de pix-

L.

Les mutants pix-/(gk416), qui ont un taux de défécation et de ponte réduit et un mouvement
oscillatoire de la téte augmenté et un- taux de reculons augmenté présentent un profil
phénotypique similaire a un état d’hyperdopaminergie. En effet les nématodes wr exposés a
des sources exogenes de dopamine présentent eux aussi ce profil phénotypique, alors que les
mutants dop-1/2 perte de fonction présentent les phénotypes inverses. De plus, il a déja été
démontré que ’altération de la ncurotransmission glutamatergique et dopaminergique a des
conséquences sur le comportement exploratoire ainsi que la capacité des nématodes a
naviguer dans un environnement complexe (Brockie et al., 2001 ; Hills, Brockie et Maricq,
2004 ; Qin et Wheeler, 2007). La régulation de la fréquence de reculons et celle de la
navigation en environnement complexe implique 1’activation de récepteurs NMR-1 et DOP-
1/2 que I’on suppose contrélent [’adressage du récepteur au glutamate GLR-1 aux
membranes post-synaptiques de certains neurones. Nos résultats sont en accord avec
I’hypothése selon laquelle pix-1 régulerait ces comportements en contrdlant la sécrétion de la
dopamine au niveau des neurones dopaminergiques et que les mutants nul de pix-/
entraineraicnt un état d’hyperdopaminergie. Cette hypothése devra étre confirmée par une
approche génétique et par la confirmation de ’expression de PIX-1 dans les neurones
dopaminergiques. 11 a récemment ét€¢ montré qu’une hyperdopaminergie chez les souris peut
entrainer des troubles importants de 1’adaptation aux changements environnementaux
(Morice et al., 2007). Il n’est donc pas exclu que les troubles comportementaux observés
chez les souris mutantes pour PIX soient due a une altération de la signalisation

dopaminergique.

pak-1 n’a pas été caractérisé et devra I’étre. En ce qui concerne git-/, il n’a pas été
complétement caractérisé, mais il présente tout comme pix-/ (gh416) et les mutants nmr-] et

glr-1, une navigation altéré dans les environnements complexes. Il est fort probable qu’il soit
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aussi impliqué dans la signalisation glutamatergique, comme PIX-1, et son homologue
mammifere GIT-1 (Ko et al, 2003). D’ailleurs, le prédicteur d’interactions génétiques
généré par notre groupe, prédit ’interaction entre git-1, pix-1 et syd-2 (Lee et al., 2010).
SYD-2 est I’homologue de Liprina. C’est par son interaction avec la Liprina, que chez les

mammiferes, GIT-1 est impliqué dans le ciblage des récepteurs AMPAR (Ko et al., 2003).

L’étude du potentiel réle de pix-/ dans la neurotransmission a un intérét important afin de
mieux comprendre 1’origine moléculaire des troubles comportementaux et cognitifs associés
aux mutations dans le gene codant pour a-PIX chez I’homme et la souris, malgré les avancées
faites dans ces organismes. Le modeéle animal C. elegans, permettra une disséction plus

rapide des mécanismes pathologiques résultants de 1’altération de pix-/.

Dans la perspective, ou PIX-1 :mCherry ne serait pas exprimée dans des neurones
dopaminergique il serait intéressant d’évaluer quantitativement avec une méthode analytique,
la présence des divers neurotransmetteurs de la transmission glutamatergique,
dopaminergique, sérotonergique et cholinergique, afin d’identifier précisément, le rdle de
PIX-1 dans I’altération de I’adressage de GLR-1::GFP. Il ne faudrait pas négliger ’avenue
des comportements rythmiques. En effet, les phénotypes de défécation, de pontes et de
contraction pharyngale, pourrait aussi résulter d’'une altération des flux de calcium, ou de

’internalisation de certains récepteurs tels les GPCRs.

5.2 LIMITES DE L’ETUDE

5.2.1 L’ETUDE DE L’EXPRESSION DE PIX-1 :mCHERRY

Les constructions de protéines fluorescentes en fusion transcriptionelle ou traductionelle
peuvent fournir une indication rapide quant a I’expression des génes et 1’expression et la
distribution des protéines, ces méthodes présentent des limitations (Mello et Fire, 1995).
Nous avons généré un vers transgénique exprimant PIX-1::mCherry en fusion traductionelle,
et le profil d’expression sub-cellulaire de PIX-1 pourrait étre affecté par la sur-expression due
a la présence de multiple copie de la construction du fosmide modifiés, mais encore par la

présence de mCherry, qui peut altérer la distribution de PIX-1. La distribution sub-cellulaire
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réelle de la protéine PIX-1 devrait étre vérifiée et confirmée par I’utilisation d’anticorps
spécifique. Il reste tout de méme que le profil d’expression de PIX-1 devrait étre étudié de
maniere plus détaillée, afin de confirmer si PIX-1 est exprimé au cytosol, s’il se rattache aux
membranes (plamique ou des organelles), sa localisation apicale et/ou basolatérale, ainsi que
sa distribution cellulaire précise. Pour se faire, 1’utilisation de la microcsopie confocale
s’impose, ainsi que la génération de nématode transgénique, exprimant PIX-1::mCherry sous
le contréle d’un promoteur restreignant son expression dans divers types cellulaires. Ces
observations, permettront de mieux cerner le roéle de PIX-1 au niveau moléculaire et

cellulaire et ainsi explicités ’origine des phénotypes.

5.2.2 CONFIRMATION DE LA FONCTION DE pix-/

Nous aurions du effectuer une expérience de sauvetage, afin de confirmer que les phénotypes
observés chez pix-/ (ghk416) étaient bel et bien la cause d’une perte de fonction de pix-/. En
croisant le mutant avec le vers transgénique exprimant PIX-1::mCherry, nous aurions pu
vérifier si I’expression de la protéine fonctionnelle chez les mutants pix-/ (gk416) permettait
de supprimer le phénotype de ce dernier. Les souches ont tout de méme été croisées a 3
reprises avec des vers wt afin de s’assurer d’éliminer toute autre mutation aléatoires pouvant
causer les phenotypes observes. De plus nous sommes confortés par 1’observation du méme
phénotype caractéristique chez le mutant nul pix-/ (gk416) et le mutant hypomorphe pix-/
(0k982).

5.2.3 EXTRAPOLATION DES RESULTATS AUX ORGANISMES SUPERIEURS

L’idée derriére la caractérisation fonctionnelle de pix-/, git-1 et pak-1 chez le nématode, est
de développer un modéle afin de faciliter la dissection des voies de signalisation dans
lesquelles est impliquée la plate-forme de signalisation PIX/GIT/PAK. Le but a long terme
serait de pouvoir utiliser les données et les informations obtenues chez le nématode afin de
les extrapoler aux organismes supérieurs en vue, par exemple d’identifier des cibles

thérapeutiques sur le modele animal, mais aussi afin de mieux comprendre la regulation des
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GTPases Rho ct ARFs par la plateforme de signalisation PIX/GIT/PAK. Evidement il est
aussi possible d’obtenir ces informations d’études directes sur des organismes mammiféres.
L’avantage du modele nématode est son adaptabilité aux méthodes de criblage haut-débit et
le fait dc pouvoir observer les mécanismes de signalisation dans un contexte multicellulaire.

La question, est de savoir si I’extrapolation aux organismes supérieurs est possible et fiable.

Plusieurs arguent que la conservation des GTPases monomériques a travers les phylas sont
garants de leur fonction essentielle dans des processus fondamentaux eux aussi conservé a
travers les phylas. La réalité est que la duplication génique et la divergence sont la source de
’expansion de la famille des GTPases (Wherlock et Mellor, 2002). Certaines GTPases sont
effectivement conservées, mais elles co-existent avec des GTPases ayant divergées afin de
combler une fonction particuliére et spécialisée, qu’on ne retrouve pas d’un organisme a
I’autre.  Cette divergence peut introduire ou éliminer, selon le cas des partenaires
moléculaires nécessaire a un processus particulier, qui n’est pas nécessairement récapitulé
dans un autre organisme (supérieur ou inférieur). Pour certain, ce limite I’interprétation et
’extrapolation faite d’un organisme a un autre. Par exemple, méme si mig-2 est une Rac,
présente chez le C. elegans et la Drosophile elle n’a pas d’équivalent dans le génome
humain. A I’inverse une Rac (RhoBTB) présente chez le Dictyostelium et la Drosophile, et
’homme est totalement absente du génome de C. elegans. Ainsi ['identification de
partenaires/régulateurs/effecteurs interagissant avec Mig-2 chez le nématode ne pourront pas
nécessairement étre extrapolés chez ’homme, et inversement pour RhoBTB.II est vrai que la
prudence s’impose dans I’analyse des voies de signalisation dite fondamentale, mais la vérité
est que C. elegans a ¢té utilis€ avec succes pour identifier des mécanismes moléculaires et
pathologiques et méme pour la caractérisation de voies de signalisation fondamentales
incomprises dans les organismes supérieures et 1’identification de cibles thérapeutiques. Par
exemple, c’est grace a C. elegans que la complexité de la coordination de la voie de
signalisation Ras/MAPK a été résolue (Eisenmann et al, 1998 ; Gleason, Korswagen et
Eisenmann, 2002 ; Moghal et Sternberg, 2003 ; Simske et Kim, 1995) . De plus, C. elegans a
largement contribué a d’importantes percées dans le domaine biomédicale. En effet, grace a
I'utilisation de cet organisme, il a été possible, d’identifier la prenesilin, responsable de la

maladie d’alzheimer et ce 2ans avant qu’elle soit identifiée chez I’homme (Levitan et
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Greenwald, 1995 ; Sundaram et Greenwald, 1993). Un régulateur négatif de la signalisation a
'insuline a été découvert 5 ans avant qu’il soit identifié chez la souris pour supprimer le
phénotype pathologique de souris diabétique (Nakae er al., 2002 ; Ogg et al., 1997). Le
nématode est aussi utilisé pour I’identification de cible thérapeutique, et il s’est avéré tres
efficace pour le développement de thérapies pour des pathologies humaines, d'ailleurs
I'utilisation de C. elegans dans cette perspective a fait [’objet d’une revue (Kaletta et
Hengartner, 2006). A la lumiére de ces caractéristiques, il en ressort un réel potentiel pour cet

organisme modele.

5.2.4 ETUDE DE LA REDONDANCE FONTIONNELLE

Pour I’¢lucidation de la redondance fonctionnelle entre deux protéines qu’il s’agisse de Tiam-
1 et PIX-1 ou de PAK-1 et PAK-2/MAX-2, afin d’éliminer toute incertitude, les doubles
mutants devraient étre générés L’approche choisi, ou nous observons quantitativement un
phénotype dans des conditions identiques (traitement avec inhibiteur ou ARNi), donne un
indice sur cette possible redondance fonctionnelle, mais ne permet pas avec certitude
d’infirmer ou de confirmer nos hypothéses. Par contre ceci permet de donner une direction
rapide. Par exemple si TIAM-1 était possiblement redondant avec PIX-1 il aurait présenté un
profil phénotypique similaire, cela n’étant pas le cas, nous pouvons dés lors diriger les efforts
vers d’autres protéines et comme présenté, vérifier une redondance entre TIAM-1 et UNC-
73.

5.2.4 INTERACTION GENETIQUES AVEC LES GTPASES

Le traitement ARNi par alimentation utilisé, n’est pas parfaitement adapté pour mettre en
évidence le role des GTPases dans le processus d’élongation. Cette technique ne permet pas
de prendre cn compte le réle cellulaire du géne altéré ni de cibler une étape spécifique du
développement embryonnaire. Les GTPases sont reconnus pour étre exprimées de fagon
ubiquitaire et impliquée a de nombreuses étapes du développement. L’étude du réle de cette

famille de protéine nécessite donc le développement d’une approche permettant I’expression
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de mutants dans le domaine GTPasique (qui ne soient ni des dominants négatifs, ni des
mutants constitutivement actifs) sous le contréle d’un systéme d’expression transcriptionnel
et post-transcriptionnel inductible. Cette approche, combinée a I’ARNi cellule spécifique
pourrais permettre de caractériser les liens fonctionnels des différentes GTPases Rho

contrélant les étapes précoces et tardives de I’élongation.

5.3 PERSPECTIVES DE RECHERCHES
5.3.1 APPROFONDISSEMENT DE LA CARACTERISATION

Nous avons réussi & faire une €bauche des voies de signalisation régulant le processus
d’¢longation tardive. L’utilisation du modéle animal C. elegans, nous a permis de
cartographier in vivo et dans un organisme multicellulaire, des réseaux de signalisation
impliqués dans des évenement morphogéniques complexes et coordonnées par plusieurs
GTPases Rhos et Arfs. Cette approche a permis, de confirmer des réseaux de signalisation
précédemment caractérisés dans d’autres organismes, et de mettre en évidence de nouvelles
voies de signalisation chez le nématode. Certains positionnements sont convaincant, d’autres
ont besoin d’étre e’toffe’s. 11 serait important de positionner PIX-1, GIT-1 et PAK-1 les uns
par rapport aux autres en générant les différentes combinaisons de double mutants et le triple
mutant et caractériser 1’origine moléculaire de la pléiotropie de ces genes. Il faudra aussi
confirmer que P1X-1, GIT-1 et PAK-1 fonctionnent réellement en complexe chez le
nématode. Pour ce faire une méthode in vitro pourra étre utilisée, dans laquelle les protéines
du nématode seraient exprimées en cellules mammiféres et co-immunoprécipitées. Cette
confirmation devrait aussi étre obtenue in vivo, il serait intéressant d’adapter et considérer
’utilisation de la méthode SPINE (Herzberg et al., 2007). Avec la méthode SPINE, une
protéine marquée avec un Strep-Tag, par exemple GIT-1, est exprimée dans le systémc
d’intérét; dans ce cas ci, C. elegans, ou elle pourra interagir avec ses partenaires, par exemple
PIX-1. L’addition de formaldéhyde (fixation des nématodes) permet de lier la protéine avec
son/ses partenaires in vivo. Le complexe formé peut étre isolé par une chromatographie

d’affinité, et les partenaires interagissant avec la protéine marquée peuvent étre libéré et
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analys¢ par SDS-PAGE. 1l faudrait pour ce faire, générer des nématodes transgéniques sur-

exprimant Ja protéine avec le Strep-Tag.

De plus nous avons mis en évidence diverses interactions avec des GTPases Arfs et Rhos. 1]
serait important de confirmer les activités catalytiques de P1X-1 et GIT-1 envers chacune
d’elles afin de valider les positionnements €¢lucidés a partir de I’approche génétique. Lorsque
ces confirmations auront été obtenues, les voies de signalisation identifiées seront mieux
caractérisées, ce qui permettra d’accroitre notre compréhension sur la coordination des

machineries de signalisation des GTPases

5.3.2 UN MODELE POUR L’IDENTIFICATION DE MECANISMES MOLECULAIRES
ET DE CIBLE THERAPEUTIQUE

Nous avons initié la caractérisation d’un modele nématode pour la pathologique du RM, lié a
des mutations d’a-PIX/pix-1. L’é€lucidation de la fonction neurologique de pix-/ reste
partielle.  Plusieurs points doivent étre confirmés, dont sa localisation neuronale, les
mécanismes moléculaires par lesquels cette GEF régule ’adressage du récepteur GLR-1et
son role dans la formation des synapses tel qu’observé chez les mammiféres. Notre groupe a
développé un outil permettant une prédiction d’interaction génétique (Lee ef al., 2010). Cet
outil pourrait s’avéré utile a I’établissement de ce modéle pathologique, puisqu’il devrait
permettre d’identifier les mécanismes moléculaires liés a I’altération de pix-/ et ce plus
rapidement qu’avec une approche aléatoire. Nous avons aussi entamé le développement de
méthodes haut débit pour la quantification des phénotypes afin d’effectuer des criblages haut-
débit de drogues pouvant supprimer les phénotypes pathologiques liés a la mutation de pix-/.
Le trouble de contraction du pharynx pourrait étre évalué en mettant les vers en présence de
billes fluorescentes de la taille d’une bactérie et la fluorescence serait mesurée avec le
COPAS biosort. Une méthode similaire a été utilisé avec succés pour quantifier le
comportement alimentaire du nématode (Boyd, McBride et Freedman, 2007). Les troubles

comportementaux pourront étre évalulés dans des labyrinthes microfluidiques secs.
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5.4 CONCLUSIONS

Nous avons €lucidé la fonction de pix-/ chez le nématode et mis en évidence son rdle ainsi
que celui de gir-/ et pak-/ dans le processus d’élongation embryonnaire. Nous avons
confirmé une conservation fonctionnelle de pix-/, git-1 et pak-1 chez le nématode, tant pour
leur réles dans les processus de migration et de morphogenese cellulaire que dans les
processus neuronaux, tel que la régulation de [’adressage de certain récepteurs aux
membranes post-synaptiques. Cette ¢tude a permis de constater le role capital des GTPases
Rhos et Arfs ainsi que de leurs régulateurs dans les événements morphogéniques lors du
développement embryonnaire du nématode. De plus, la mise en évidence, d’une fonction
neuronale pour pix-/ nous aménent a croire que ce mode¢le animal pourrait étre utilisé pour
étudier les mécanismes pathologiques associés aux mutations dans ces génes, ainsi que pour

des criblages haut-débit avec des drogues visant des cibles thérapeutique potentielles.
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