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RESUME

Le vieillissement et les mutations génétiques sont des facteurs de risque majeurs dans le
développement des maladies neurodégénératives. Parmi ces maladies, la sclérose latérale
amyotrophique et la maladie de Huntington sont toutes les deux des maladies neurodégénératives
graves, a I’issue fatale. Des facteurs environnementaux divers contribuent a 1’aggravation ou au
contraire, a I’atténuation du développement des maladies liées au vieillissement, entre autres, la
restriction calorique. En effet, la restriction calorique a montré des effets bénéfiques sur le
vieillissement, y compris la réduction de l'incidence de maladies liées au vieillissement comme le

diabéte, les maladies cardiovasculaires et certains cancers.

Mon travail a pour but de déterminer si la restriction calorique représente une stratégie efficace
pour retarder 1’établissement des maladies neurodégénératives et de caractériser les effets de la
restriction calorique sur la neurodégénérescence. Pour mon étude, j’utilise des modeles de C.
elegans de sclérose latérale amyotrophique et de maladie de Huntington, soumis ou non, a la
restriction calorique génétique [mutants eat-2(ad465)] et silencage par ARN interferant du géene
drl-1 (Dietary Restriction Like 1). Globalement, mes résultats démontrent que I’effet de la
restriction calorique dépend majoritairement du contexte de la maladie neurodegénérative dans
laquelle elle intervient. Les raisons qui peuvent justifier cette variation de ’effet de la restriction
calorique sont multiples. Notamment, nos résultats soutiennent l'idée que, tout comme chez
d’autres organismes mode¢les, I’activité autophagique joue un réle important, aussi bien dans les
processus de neurodégénérescence que dans la médiation de I’effet de la restriction calorique. En
somme, mon travail souligne l'importance de la restriction calorique comme approche non
pharmacologigque prometteuse pour la prévention de certaines maladies neurodégénératives et met
en évidence le role de C. elegans comme organisme modele précieux pour I'étude du systeme

Nerveux.

Mots clés : Restriction calorique, systeme nerveux, sclérose latérale amyotrophique, maladie de

Huntington, C. elegans.



ABSTRACT

Aging and genetic mutations are major risk factors in the development of neurodegenerative
diseases. Among these diseases, amyotrophic lateral sclerosis and Huntington's disease, are severe
neurodegenerative diseases with a fatal outcome. Various environmental factors contribute to the
exacerbation or, conversely, the mitigation of aging-related disease development, including dietary
restriction. Indeed, dietary restriction has demonstrated beneficial effects on aging, including a
reduced incidence of age-related diseases such as diabetes, cardiovascular diseases, and certain

cancers.

My work aims to determine whether dietary restriction represents an effective strategy to delay the
onset of neurodegenerative diseases and to characterize the effects of dietary restriction on
neurodegeneration. For my study, | use Caenorhabditis elegans models of amyotrophic lateral
sclerosis and Huntington's disease, subjected to dietary restriction via genetic means [eat-2(ad465)
mutants and RNA interference of drl-1 (Dietary Restriction Like 1)]. Overall, my results
demonstrate that the effect of dietary restriction largely depends on the context of the
neurodegenerative disease in which it is applied. There are multiple reasons that can justify this
variation in the effect of dietary restriction. Specifically, our findings support the idea that, as seen
in other model organisms, autophagic activity plays an important role in both neurodegenerative
processes and in mediating the effects of dietary restriction. In summary, my work highlights the
importance of dietary restriction as a promising non-pharmacological approach for the prevention
of certain neurodegenerative diseases and underscores the role of C. elegans as a valuable model

organism for the study of nervous system.

Keywords : Caloric restriction, nervous system, amyotrophic lateral sclerosis, Huntington's

disease, C. elegans.



CHAPITRE 1

Introduction

1.1 Mise en contexte

Le systeme nerveux est le systéme biologique le plus élaboré de notre corps. Le cerveau,
plus particuliérement, est considéré comme I’organe le plus complexe de par son aspect structurel
et fonctionnel et plus particulierement, grace a sa capacité adaptative remarquable. En effet, tout
au long de la vie et en réponse a l'expérience, l'apprentissage ou aux changements
environnementaux, le cerveau peut subir une série de modifications qui influencent le
développement cognitif, émotionnel et comportemental (Wyss-Coray et al., 2016). Par exemple,
au cours des premiéres années de la vie, le cerveau connait une phase de développement rapide et
intense. Les neurones se multiplient et forment de nouvelles connexions synaptiques, tandis que
les voies neuronales se développent et se renforcent. Au fil du temps, des processus de maturation
et de raffinement se produisent dans le cerveau ; Les connexions synaptiques qui sont freqguemment
utilisées sont renforcées, tandis que celles qui sont moins sollicitées sont élaguées (Wyss-Coray et
al., 2016). Le cerveau atteint ainsi un niveau de maturité structurelle et fonctionnelle relativement
stable. Cependant, avec 1’age, des processus de vieillissement commencent a se manifester et des
modifications moléculaires, structurelles et fonctionnelles peuvent s’installer (LOpez-Otin et al.,
2013).

D’abord, sur le plan moléculaire, des altérations a I'ADN, et des protéines et organites défectueux
peuvent s’accumuler et induire a leur tour des changements fonctionnels ou structurels. Par
exemple, I'accumulation de mitochondries dysfonctionnelles peut entrainer une augmentation de la
production de radicaux libres nocifs, favorisant ainsi a la dégénérescence neuronale.
Inévitablement, ces mécanismes interconnectés contribuent a une susceptibilité aux maladies
neurodégénératives associée au vieillissement (Johri. et Beal, 2012 ; Keogh et Chinnery, 2015).

En effet, le vieillissement est un facteur de risque majeur dans l'apparition des maladies
neurodégénératives et des mécanismes spécifiques qui favorisent leur progression. Par exemple,
certaines maladies, comme la maladie de Parkinson ou la maladie de Huntington, se caractérisent

par une accumulation anormale de protéines. Une des raisons qui pourrait expliquer ce phénomene



est l’altération des processus de régulation de protéines, tel que I’autophagie ou le systéme

protéasomal, caractéristique du vieillissement (Elobeid et al., 2016 ; Tanaka et Matsuda, 2014).

Bien que le vieillissement soit un facteur de risque majeur dans I’établissement des maladies
neurodégénératives, il existe également d'autres éléments qui influencent leur essor. Par exemple,
des mutations génétiques spécifiques peuvent prédisposer certaines personnes a développer une
maladie neurodégénérative, méme a un age plus précoce (McKinnon, 2013). Ces mutations
peuvent affecter la production, la structure ou la fonction des protéines impliquées dans le maintien
de la santé et de la fonction neuronale. A titre d’exemple, dans le cas de la maladie de Huntington,
une mutation au niveau du gene de la huntingtine induit un mauvais repliement de la protéine,
causant une accumulation toxique de la huntingtine dans les neurones et subséquemment, une

neurodégénérescence (McKinnon, 2013).

Outre les facteurs génétiques, plusieurs autres facteurs de risque environnementaux et liés au mode
de vie, peuvent contribuer a I'apparition des maladies neurodégénératives. Parmi ces facteurs, on
peut citer I'exposition aux toxines, le tabagisme ou la consommation excessive d'alcool et plus

particuliéerement, 1’alimentation (LOpez-Otin et al., 2013).

En effet, plusieurs études sur notre alimentation et son impact sur notre santé ont suscité un intérét
croissant ces derniéres années (McCay et al., 1935 ; Weindruch et al., 1988 ; Mattison et al., 2007).
Plus précisément, la restriction calorique, qui consiste a réduire I'apport calorique sans provoquer
de malnutrition, a été étudiée pour ses effets potentiels sur le vieillissement. Des recherches ont
montré que la restriction calorique peut prolonger la durée de vie chez de nombreux organismes,
allant des levures et des vers jusgqu'aux souris et méme aux primates non humains (Friedman et al.,
1988 ; Guarente et al. 2005, Partridge et al. 2005, Tatar, 2004). De plus, I’alimentation
hypocalorique a été associée a une réduction de l'incidence de plusieurs maladies liées au
vieillissement, notamment le diabete, les maladies cardiovasculaires et certains types de cancers
(Fontana et al., 2010 ; Katewa et Kapahi, 2011 ; Mair et Dillin, 2008).

Au vu des informations citées ci-dessus et en tenant compte du fait que la restriction calorique ait
démontré des effets bénéfiques sur le vieillissement (considéré comme premier facteur de risque

dans l'apparition des maladies neurodégénératives) et certaines maladies liées a I’age, nous nous



sommes demandées si la restriction calorique représente une stratégie efficace pour retarder
I’établissement des maladies neurodégénératives et si tel est le cas, quels seraient les mécanismes

potentiels par lesquels elle pourrait influencer leur prévention ?

1.2 La restriction calorique

1.2.1 Historique et évolution de la recherche sur la restriction calorique et le
vieillissement

L'idee selon laquelle la quantité de nourriture consommée peut influencer la longévité des
animaux semble avoir émergé au début du XXe siécle. C'est a cette époque que Osborne et al.
(1917) ont rapporté que parmi une cohorte de rats femelles, celles qui présentaient une croissance
et une maturité sexuelle retardées vivaient plus longtemps que celles qui se développaient
relativement rapidement (Osborne et al. 1917). Cette observation implicite a été testée
ultérieurement de maniére expérimentale par McCay et al. (1935), qui ont constaté que lI'espérance
de vie des rats males soumis a un régime alimentaire restreint était plus longue que celle des rats
alimentes a volonté et que ces derniers présentaient également des dommages causes par un exces
de nourriture (McCay et al., 1935). Par la suite, plusieurs recherches ont été menées dans le but
de comprendre comment la restriction calorique retardait les déclins liés a I'age. Par exemple, il a
été démontré que la restriction calorique chez les rongeurs retardait le processus de vieillissement
dans pratiquement tous les types de tissus biologiques évalués (Weindruch et al., 1988). La
restriction calorique s’est donc révélée étre un outil extrémement puissant dans I'étude du
vieillissement et a la fin des années 1980, la plupart des questions méthodologiques sur l'utilisation
de larestriction calorique avaient été résolues ; la réduction de I'apport énergétique était le principal
facteur influencant le vieillissement. Cependant, une question demeurait : "Est-ce que la variation
du niveau de restriction calorique (de modérée a sévere) a des effets différentiels sur la longévité
et les maladies liées a I'age ?". Cette question a éte adressee dans des études ultérieures menées sur
des primates non humains qui ont montré que des niveaux modérés de restriction calorique
pouvaient considérablement réduire les troubles liés a I'age et réduire le taux de mortalité (Mattison
et al., 2007).

Néanmoins, les recherches sur le vieillissement menées dans les années 1990 représentent le réel

tournant concernant les études sur la restriction calorique grace a I'utilisation d’organismes



modeles génétiquement modifiés. En effet, plusieurs chercheurs ont réussi & mettre en évidence
que les genes de longévité, nouvellement découverts a I’époque, exprimaient des protéines qui
reliaient I'équilibre énergétique et la reproduction a la longévité, chez Caenorhabditis elegans,
Saccharomyces cerevisiae et Drosophila melanogaster (Friedman et al., 1988 ; Lakowski et
Hekimi, 1998 ; Guarente et al. 2005, Partridge et al. 2005, Tatar, 2004).

L'utilisation accrue de la restriction calorique chez les invertébrés reflétait deux aspects pratiques.
Tout d'abord, les économies de temps et de colts associées a l'utilisation d'invertébrés a courte
durée de vie et deuxiémement, la facilité relative d’appliquer une multitude de techniques
moléculaires, permettant d’identifier les mécanismes sous-jacents des effets de la restriction
calorique sur le vieillissement. Conséquemment, cela a entrainé une explosion de rapports
scientifiques publiés pendant les annees 2000 utilisant des espéces invertébrées dans le but de

décortiquer les mécanismes de la restriction calorique.

1.2.2 Introduction a la notion de restriction calorique

La restriction calorique est une stratégie alimentaire qui repose sur le principe de réduire
I'apport énergétique quotidien sans compromettre les besoins nutritionnels essentiels du corps. Il
convient de souligner que la restriction calorique ne se limite pas a la simple privation de nourriture.
L'objectif n'est pas de créer une malnutrition ou de priver le corps de nutriments essentiels, mais
plutét de réduire de maniere contrblée I'apport énergétique afin de favoriser des adaptations
métaboliques bénéfiques pour la santé et potentiellement prolonger la durée de vie (Lee et al., 2021 ;
Flanagan et al., 2020).

L'une des principales motivations derriere cette stratégie alimentaire est l'idée que la
surconsommation alimentaire et le surpoids sont des facteurs contribuant a l'apparition de
nombreuses maladies chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete de type 2,
l'obésité et certains cancers (Jensen et al., 2014). En réduisant I'apport calorique, la restriction
calorique vise donc a atténuer les effets négatifs de ces maladies et a promouvoir une meilleure
santé globale (Evert et al., 2019).

La restriction calorique peut étre mise en ceuvre de différentes maniéres (Most et al., 2017). A ce

jour, les approches les plus slres et couramment utilisées sont :



1. Limitation des macronutriments énergétiques : Cette approche consiste a limiter I'apport en
certains macronutriments énergeétiques, tels que les graisses ou les glucides. Par exemple,
une restriction calorique basée sur les graisses peut impliquer de réduire la consommation
d'aliments riches en graisses saturées, en gras trans ou en huiles ajoutées. De méme, une
restriction calorique basée sur les glucides peut impliquer de limiter les aliments riches en
sucres ajoutés ou en glucides raffinés (Souza et al., 2008).

2. Jeline intermittent : Le jelne intermittent est une approche de restriction calorique qui
alterne des périodes de jeline avec des périodes de consommation alimentaire normale. 11
existe différentes variations de jelne intermittent, telles que le jelne sur une base
quotidienne (par exemple, le jeline de 16 heures par jour avec une fenétre de consommation
alimentaire de 8 heures), le jelne en jours alternés (par exemple, une journée de jedne,
suivie d'une journée de consommation normale) ou le jetne prolongé sur plusieurs jours
(O’keefe et al., 2020).

3. Approche alimentaire spécifique : Certaines approches alimentaires spécifiques, telles que
le régime méditerranéen, le régime végetarien ou le régime cétogéene, peuvent également
inclure des éléments de restriction calorique. Par exemple, le régime mediterranéen met
I'accent sur la consommation d'aliments sains tels que les fruits, les légumes, les céréales
complétes, les légumineuses et les graisses saines, tout en limitant la consommation de

viandes rouges et d'aliments transformés riches en calories vides (O’keefe et al., 2020).

Cependant, il convient de noter que la pratique de la restriction calorique doit étre abordée avec
prudence et supervision, notamment chez les personnes présentant certaines conditions de santé
préexistantes. 11 est essentiel de veiller & maintenir un apport nutritionnel adequat et d'adapter la

pratique de la restriction calorique en fonction des besoins individuels.

1.2.3 Ce que les organismes modeles nous ont appris sur les mécanismes moléculaires
de la restriction calorique

Le décryptage des meécanismes moléculaires sous-jacents par lesquels la restriction
calorique prolonge la durée de vie chez les invertébrés a jouée un réle essentiel dans l'identification
des voies génétiques conservées, qui médient la réponse a la restriction calorique (Fontana et al.,
2010 ; Katewa et Kapahi, 2011 ; Mair et Dillin , 2008). Cette section aborde les connaissances

acquises a partir de la levure Saccharomyces cerevisiae, le nématode Caenorhabditis elegans et la



drosophile Drosophila melanogaster, sur les mécanismes moléculaires de la restriction calorique

(Figure 1.1)
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Figure 1.1 Schéma des voies de régulation de la longévité chez divers organismes modeles (levure, C.
elegans, D. melanogaster et M. musculus). Chez le ver, les mouches et les mammiferes, la restriction
calorique réduit la signalisation a travers les voies IIS/TOR, désactivant la cascade de signalisation
intracellulaire PI3K/AKt/TOR et activant en conséquence les facteurs de transcription de la famille FOXO,
connus pour réguler la résistance au stress et le vieillissement. Chez la levure, la restriction calorique réduit
l'activité des voies de signalisation des nutriments TOR/Sch9 et RAS/PKA. Lysine (Lys.), méthionine
(Met.), thréonine (Thr.) et valine (Val.). Adaptée de Santos et al., 2016.

1.2.3.1 Le nématode Caenorhabditis elegans

Le ver microscopique C. elegans a joué un r6le significatif dans les études sur le
vieillissement en raison de ses innombrables avantages comme organisme modeéle. En effet, son
cycle de vie court (3 jours pour qu'un embryon devienne un adulte), sa transparence permettant

d’observer son systéme nerveux relativement simple (302 neurones chez les hermaphrodites) tout



au long de sa vie, son génome hautement conservé (environ 80% de géenes conservés entre C.
elegans et I’humain) et les possibilités de manipulation génétiques (interférence par ARN (ARNI)
par alimentation, croisements rapides, surexpression de génes, induction de mutations, etc) ont fait
de Iui un modele de choix dans plusieurs domaines. Et pour cause, C. elegans s'est révélé
extrémement utile dans la découverte de nouveaux génes impliqués dans la longévité, en réponse
a la restriction calorique. Plusieurs méthodes de restriction calorique ont été développées et
utilisées chez C. elegans (révisées dans Greer et Brunet, 2009 ; Lan et al., 2015), usuellement
maintenu en laboratoire sur des plaques de milieu solide (milieu NGM) et sur lesquelles se
développent des tapis bactériens d’Escherichia coli (OP50). Parmi ces méthodes de restriction
calorique, le modele génétique clé est le mutant eat-2 (Lakowski et Hekimi, 1998). Le gene eat-2
code pour un récepteur de l'acétylcholine nicotinique, qui fonctionne de maniére post-synaptique
dans le muscle pharyngé, I'appareil alimentaire de 1'animal qui lui permet d’ingérer sa nourriture
gréce a un pompage rapide (Avery, 1993). Cependant, chez les mutants eat-2, la fréquence du
pompage du pharynx est fortement diminuée et par consequence, la restriction calorique est
efficacement induite (Raizen et al., 1995). Suite a cette mutation, les vers présentent des
phénotypes de restriction calorique observes chez d'autres especes, notamment une durée de vie
allongée d'environ 30% (Lakowski et Hekimi, 1998). Cependant, une contrainte de ce modele est
que les mutants eat-2 sont soumis a la restriction calorique tout au long de leur développement, cas

impossible a appliquer a d’autres espéces.

Afin de depasser cette limitation, plusieurs types de restriction calorique environnementales
peuvent étre utilisés. Ces méthodes comprennent la dilution des bactéries dans un milieu liquide,
appelée bDR (bacterial dietary restriction ; Panowski et al., 2007) ou IDR (liquid dietary
restriction ; Bishop et Guarente, 2007) ou a semer ces dilutions bactériennes sur des plaques de
milieu solide, appelée sDR (solid dietary restriction ; Greer et al., 2009). Des conditions plus
extrémes existent comme la privation alimentaire totale appelée DD (dietary deprivation) ou
aucune bactérie n'est semee sur les plaques (Kaeberlein et al., 2006b ; Lee et al., 2006), ou le je(ne
intermittent IF (intermittent fasting) ou les animaux sont déplacés entre des plaques avec et sans
bactéries (Honjoh et al., 2009). Contrairement aux mutants eat-2, la restriction calorique
environnementale peut étre initiée a n'importe quel moment et entraine tout de méme une

prolongation significative de la durée de vie (de 30 a 50%). Ces différentes maniéres d’induire la



restriction calorique ont été utilisées chez C. elegans pour identifier plusieurs genes et voies de

signalisation qui fonctionnent de maniére complexe et spécifique aux tissus.

Voie de signalisation mTOR et autophagie. La voie de signalisation conservée de mTOR
(mechanistic Target Of Rapamycin) a éte liée a la longévité par la restriction calorique chez C.
elegans. Le capteur de nutriments mTOR (LET-363 chez C. elegans) est une enzyme impliquée
dans la signalisation des nutriments et joue un r6le clé dans la réponse cellulaire aux conditions
nutritionnelles. Des études ont montré que la restriction calorique réduit I'activité de mTOR chez
C. elegans (Kapahi et al., 2010). De plus, d’autres recherches ont été menées sur l'effet de
I'inhibition de mTOR chez des vers soumis a la restriction calorique (Hansen et al., 2007) et aucune
prolongation supplémentaire de la durée de vie n’a été observée. Des résultats similaires ont été
obtenus dans d'autres organismes, tels que la levure (Kaeberlein et al., 2005) et la drosophile
(Kapahi et al., 2004). Ces résultats suggerent que, bien que la réeduction de I'activité de mTOR soit
un facteur clé dans la prolongation de la durée de vie induite par la restriction calorique, il semble
cependant y avoir un seuil au-dela duquel I'inhibition supplémentaire de mTOR n'entraine pas de

bénéfice supplémentaire en termes de longeévité.

Plusieurs mécanismes moléculaires impliquées dans la prolongation de la durée de vie mediée par
la restriction calorique et/ou I’inhibition de mTOR ont été proposés. Un mécanisme candidat
majeur est I’autophagie (Feng et al., 2014). En effet, des études chez C. elegans utilisant des
mutants eat-2 ont montré que la modulation de l'autophagie est directement liee a la longévité
induite par la restriction calorique. Par exemple, plusieurs facteurs de transcription nécessaires a la
prolongation de la durée de vie induite par la restriction calorique (tels que Il'orthologue de
FOXA/PHA-4 et le récepteur nucléaire des hormones NHR-62 (Heestand et al., 2013)),
augmentent l'expression de nombreux génes d'autophagie chez les mutants eat-2 (Lapierre et al.,
2015). L’implication de ’autophagie en réponse a la restriction calorique reste donc un candidat a

haut potentiel a explorer.

Voie de signalisation de I’insuline/IGF-1 et DAF-16/FOXO. DAF-16/FOXO (abnormal DAuer
Formation 16/FOrkhead boX O) est un facteur de transcription, déterminé comme l'un des
principaux régulateurs du processus de vieillissement chez C. elegans (Kenyon et al., 1993 ; Lin
et al.,, 1997 ; Ogg et al., 1997). L’identification de DAF-16/FOXO reposait a I’origine sur des
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études concernant la formation des larves dites « dauer » (stade de diapause de C. elegans, crucial
pour la survie dans des conditions restreintes ; Riddle et al., 1981). Ces larves ont une longévité
prolongée et une résistance accrue au stress. De plus, apreés la sortie de ce stade, la durée de vie des
vers n'est pas affectée (Klass et Hirsh, 1976). Cette caractéristique des larves dauers a poussé les
chercheurs a étudier les voies de signalisation impliquées dans D’initiation de ce stade et de sa
longévité, afin de mieux comprendre les processus de vieillissement chez C. elegans. Des études
ultérieures ont démontré que la voie de signalisation de 1’insuline/IGF-1 joue un r6le bien établi
dans la régulation du facteur de transcription DAF-16/FOXO, régulateur majeur dans I’initiation
du stade dauer.

La voie de signalisation de I'insuline/IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor) consiste en une cascade
de phosphorylation conservée, qui controle la croissance, le métabolisme et la reproduction en
réponse a la disponibilité des nutriments chez tous les eucaryotes. Chez C. elegans, lorsqu’un
ligand analogue a I’insuline se lie au récepteur DAF-2, ce dernier s'auto-phosphoryle et entraine
une cascade de signalisation complexe qui résulte en la phosphorylation de DAF-16 et favorise sa
séquestration dans le cytoplasme (Berdichevsky et al., 2016). Dans des conditions de diminution
de l'activité de la voie de signalisation de 1’insuline/IGF-1, comme dans le cas de la restriction
calorique, DAF-16 se transloque dans le noyau ou il module la transcription de ses genes cibles
impliqués dans I’autophagie (lgg-1, lgg-2, bec-1, atg-7, atg-8, atg-12, atg-18), le stockage des
graisses (sbp-1, fat-6, fat-7, nhr-49, dgat-2, acs-2, lipl-4), le métabolisme (sod-3, gst-4, mtl-1, gpd-
2, cpt-1), le stress cellulaire (hsp-12.6, hsp-16.2, skn-1) et la réponse antimicrobienne (lys-7, abf-
2, spp-1, dod-19) (Murphy et al., 2003 ; McElwee et al., 2004 ; Dong et al., 2007 ; Stout et al.,
2013).

PHA-4/FOXA. Le facteur de transcription PHA-4/FOXA (defective PHArynx
development/FOrkhead boX A) a été spécifiquement lié a la restriction calorique chez C. elegans
(Panowski et al., 2007). En effet, PHA-4/FOXA est non seulement surexprimé dans des conditions
de restriction calorique mais est également nécessaire pour prolonger la durée de vie des mutants
eat-2 et des animaux soumis a la restriction calorique environnementale (Panowski et al., 2007).
De plus, PHA-4/FOXA n’est pas nécessaire dans la prolongation de la durée de vie des mutants
daf-2 (mutants de la voie de signalisation de I'insuline/IGF-1) et clk-1 (mutants de la respiration

mitochondriale). Chez les vers adultes, PHA-4/FOXA est exprimé principalement dans l'intestin
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mais aussi dans quelques neurones de la téte et de la queue, suggérant une fonction importante de
ces deux tissus dans la restriction calorique (Panowski et al., 2007). Comme DAF-16, PHA-4 induit
¢galement la transcription de génes impliquées dans I’extension de la durée de vie en réponse a la
restriction calorique. Il a d’ailleurs été remarqué que l'activité de DAF-16 est augmentée en
présence de PHA-4, et vice versa. Cet effet synergique permet une réponse plus robuste et
coordonnée a la restriction calorique. De plus, DAF-16 et PHA-4 régulent I'expression l'un de
l'autre. DAF-16 peut activer directement I'expression de pha-4, assurant ainsi sa propre expression
et maintenant une boucle de rétroaction positive. PHA-4, a son tour, peut favoriser la localisation
nucléaire de DAF-16, permettant ainsi son activation et ses effets en aval (Panowski et al., 2007).

Il est également important de citer I’implication de PHA-4 dans un autre modele génétique de
restriction calorique : I’inhibition de I’expression de mekk-3 (Mapk/Erk Kinase Kinase), également
appelé drl-1 (Dietary Restriction Like 1), via ARNi (Chamoli et al., 2014). MEKKS3 est une kinase
sérine-thréonine ayant un réle important dans la voie de détection des nutriments et dans 1’initiation
de la réponse a la restriction calorique (Chamoli et al., 2014). 1l a été démontré que la répression
de ’expression de mekk-3 chez C. elegans induit a des phénotypes de restriction calorique tels que
la prolongation de la durée de vie ainsi qu’une diminution du stockage de graisse et de la lipofuscine
(pigment qui s'accumule progressivement dans les cellules avec I'age, considére chez C. elegans
comme marqueur de vieillissement ; Chamoli et al., 2014). De plus, I’inhibition de I’expression de
mekk-3 chez les mutants eat-2 n’a pas réussi a prolonger supplémentairement leur durée de vie
(Chamoli et al., 2014). En outre, lorsque I’expression de mekk-3 a été réprimée par ARNi chez des
mutants pha-4, aucune prolongation de la durée de vie n’a été notée, similairement aux mutants

eat-2, suggérant fortement 1’implication de PHA-4 dans ces deux modeles de restriction calorique.

La diminution des niveaux de MEKK3 augmente I'expression des genes de la béta-oxydation par
I'intermédiaire du récepteur nucléaire NHR-49/HNF4 (Nuclear Hormone Receptor 49/Hepatocyte
Nuclear Factor 4), entrainant une diminution des réserves de graisse stockée. Ce changement
métabolique vers I'oxydation des acides gras entraine une production réduite d'espéces réactives de
l'oxygene (ROS) sans activation des superoxyde dismutases. Conséquemment, l'augmentation de
I'oxydation des acides gras conduit a la formation d'endotoxines lipophiles, ce qui active les genes
de détoxification des xénobiotiques tels que le cytochrome P450 et I'UDP-glucuronosyltransférase

(UGT). Tout cela est réalisé grace aux facteurs de transcription conservés, PHA-4/FOXA, NHR-8
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et le récepteur d'hydrocarbures arylés AHR-1 (Chamoli et al., 2014). Ainsi, ce changement
métabolique vers l'oxydation des acides gras, couplé a la détoxification des xénobiotiques, conduit

a une augmentation spectaculaire de la longévité, indépendamment de la disponibilité de nourriture.

SKN-1. Le facteur de transcription Nrf2/SKN-1 (Nuclear factor erythroid 2—Related Factor
2/SKiNhead protein 1) est un facteur de transcription dit « cytoprotecteur » impliqué dans plusieurs
aspects de la physiologie chez plusieurs organismes (Santos et al., 2016). Les premiéres recherches
sur SKN-1 ont défini ses roles essentiels dans le développement et les réponses au stress oxydatif,
tandis que des travaux plus récents ont identifié un role dans les réponses a la disponibilité
alimentaire chez C. elegans (Bishop et Guarente, 2007). 1l est exprimé dans deux neurones de la
téte (neurones ASI) et dans l'intestin, mais n’est cependant nécessaire que dans les neurones ASI
pour médier I'extension de la durée de vie par la restriction calorique (Bishop et Guarente, 2007).
Comme chez la levure, la restriction calorique augmente la respiration mitochondriale chez C.
elegans, et ce changement de meétabolisme est medié par SKN-1 spécifiquement dans les neurones
ASI (Bishop et Guarente, 2007). Deux cibles potentielles de SKN-1 ont éte liees a la longévité
induite par la restriction calorique chez C. elegans, a savoir le neuropeptide NLP-7 (Neuropeptide-
Like Protein 7), homologue de la cholécystokinine des mammiferes, et le récepteur ionotrope CUP-
4 (Coelomocyte UPtake-defective 4). NLP-7, principalement exprimé dans les neurones de la téte et
est nécessaire pour la longévité des mutants eat-2 (Park et al., 2010). Quant a CUP-4 il est
également nécessaire a la longue durée de vie des mutants eat-2 ainsi que dans des conditions de
restriction calorique environnementale via dilution bactérienne sur plaques (sDR ; Park et al.,
2010).

Autres voies moléculaires impliquées en réponse a la restriction calorique

D’autres voies moléculaires sont également impliquées en réponse a la restriction calorique mais
sont encore trés peu comprises. Nous retrouvons notamment le facteur de transcription HIF-1
(Hypoxia Inducible Factors 1), qui est également une cible de la voie mTOR mais dont I’effet sur
la longévité peut complétement s’inverser, dépendamment de la température (Chen et al., 2009 ;
Leiser et al., 2011 ; Zhang et al., 2009). L’ubiquitine ligase WWP-1 (WW domain Protein (E3
ubiquitin ligase) 1) et son substrat KLF-1 (Krueppel-Like Factor 1), ainsi que la S-
adénosylméthionine synthétase SAMS-1 (S-Adenosyl Methionine Synthetase 1), la GTPase RAB-
10 (Ras-related protein 10) et les protéines DRR-1 et DRR-2 (pour dietary restriction response)
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ont également été rapporté comme ayant un réle dans la médiation de la longévite par la restriction
calorique. En effet, la surexpression de WWP-1 et KLF-1 en réponse a la restriction calorique, est
necessaire a la longue durée de vie des mutants eat-2 et de la restriction calorique environnementale
bDR (bacterial dietary restriction ; Carrano et al., 2009). Alors que pour SAMS-1, RAB-10, DRR-
1 et DRR-2, il a été démontré que I'expression de ces génes est réduite chez les mutants eat-2 et
que leur inhibition a réussi a prolonger la durée de vie des animaux de type sauvage, mais pas des
mutants eat-2 (Hansen et al., 2005).

1.2.3.2 Les recherches sur d’autres organismes modéeles (la levure Saccharomyces
cerevisiae, la drosophile Drosophila melanogaster, le macaque Rhesus Macaca
mulatta)

Chez les levures, en général, les cellules sont maintenues dans un milieu standard avec 2%
de glucose et utilisent un métabolisme glycolytique et fermentatif qui finissent par induire une
acidification nocive du milieu de culture. Mais lorsque le glucose est limitant ou absent, une
transition vers le metabolisme respiratoire mitochondrial se produit en réponse a la restriction
calorique, ce qui bloque le métabolisme fermentatif dés la phase initiale de croissance et augmente
la durée de vie des levures en empéchant l'acidification du milieu de culture (Burtner et al., 2009).
Parmi les voies de signalisation proposées responsables de la réponse a la restriction calorique chez
les levures, nous pouvons citer les sirtuines SIR2 (histones désacétylases NAD-dépendantes), avec
ses activités de silencage épigénétique et anti-recombinogene de I'ADN ribosomique (rDNA) ;
ainsi que les kinases mTOR, AMPK et Sch9, impliquées dans les voies de signalisation des
nutriments et de réponses au stress. En effet, il existe de nombreuses études étayant un réle de ces
voies de signalisation dans I'extension de la durée de vie des levures. Par exemple, il a été démontré
que des mutations de perte de fonction de mTOR, AMPK et Sch9 sont suffisantes pour prolonger
la durée de vie des levures (Fabrizio et al., 2004; Fabrizio et al., 2001; Kaeberlein et al., 2005b;
Lin et al., 2000; Powers et al., 2006) et que SIR2, méme si facultative dans les cas séveres de
restriction calorique, la protéine reste néanmoins indispensable dans les cas modeérées de restriction

calorique (Lin et Guarente, 2006).

De maniére similaire aux levures et aux vers, la restriction calorique a également été étudiée chez
la drosophile aprés que Chapman et al. (1995) aient remarqué que les mouches accouplées avaient

une durée de vie plus courte que celle des mouches non accouplées, di a une préférence alimentaire
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accrue pour la levure, source majeure de protéines chez les mouches, afin de soutenir la production
d'ceufs (Ribeiro et Dickson, 2010 ; Vargas et al., 2010). 1l en est pareillement ressorti que les trois
principales voies de signalisation des nutriments, mTOR, 1S et Sir2, ont été liées a I'extension de
la durée de vie lors de la restriction calorique chez la drosophile. Depuis lors, un nombre croissant
d’études ont démontré que 'inhibition de divers composants de ces voies de signalisation prolonge

la durée de vie chez plusieurs especes (Kapahi et al., 2010 ; Lamming, 2016).

Concernant l'effet de la restriction calorique sur une plus longue durée de vie sur les primates, les
résultats divergents entre I'étude de I'lnstitut national du vieillissement (Lane et al., 1992) et celle
de I'Université du Wisconsin (Colman et al., 2014) ont suscité un débat intéressant. L'étude de
I'Université du Wisconsin a démontré une prolongation de la durée de vie, avec des males vivant
jusqu'a environ 28 ans et des femelles jusqu'a environ 30 ans, dépassant ainsi la moyenne (environ
25 ans) observée pour ces primates en captivité. En revanche, I'étude de I’Institut national du
vieillissement n'a pas corroboré ces resultats, ne trouvant pas d'effet significatif de la restriction
calorique sur la survie (Mattison et al., 2017). Pourtant, les deux études concordent sur un point
crucial : les macaques rhésus soumis a un régime restreint en calories semblaient présenter moins
de conditions de santé liées a I'age que les groupes témoins. Cela inclut des maladies comme le
cancer, les affections cardiaques et le diabete, des pathologies auxquelles ces primates sont
sensibles avec l'avancée en age, tout comme les humains. Des éléments tels que la composition
spécifique des régimes alimentaires, les modalités d'alimentation, I'dge initial des sujets et le
contexte génétiques ont eteé identifiés comme des variables significatives (Mattison et al., 2017).
L’observation majeure est que les similitudes entre les effets bénéfiques observés chez les
macaques rhésus et les humains laissent entrevoir la possibilité que la restriction calorique puisse
avoir des impacts positifs sur la santé et la durée de vie humaines. Cependant, des études
supplémentaires, tenant compte des particularités individuelles et des variations génétiques, restent
nécessaires pour éclaircir pleinement cette relation et ses implications potentielles pour la santé

humaine.

En conclusion, I'utilisation de ces organismes modeles a offert la possibilité d’approfondir la
compréhension des divers processus cellulaires et voies de signalisation modifiées par la restriction

calorique.
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1.3 Vieillissement et neurodégénérescence

Etant donné que les maladies neurodégénératives sont courantes dans la population agée, le
vieillissement cérébral pourrait former un continuum avec la neurodégénérescence (Wyss-Coray
et al., 2016). En effet, des études d'autopsie réalisées sur des populations de personnes agées
relativement saines, rapportent la présence de plaques amyloides, de dégénérescence
neurofibrillaire, de corps de Lewy, d'inclusions de protéines, de dystrophie synaptique, de perte de
neurones et de perte de volume cérébral dans la plupart des cerveaux (Wyss-Coray et al., 2016).
Ces observations, également retrouvées chez des patients atteints de maladies neurodégénératives,
varient considérablement d'un individu a l'autre. Il pourrait donc s’agir de signes précurseurs de

maladies neurodégénératives ou simplement d’un processus normal de vieillissement.

Lopez-Otin et al. ont identifie neuf "caractéristiques du vieillissement™ appelées "hallmarks of
ageing" qui sont devenus largement utilisées dans le domaine de la recherche sur le vieillissement.
Ces caractéristiques, qui sont également identifiées dans des cas de maladies neurodégénératives,
pourraient expliquer la détérioration de I’organisme et la prédisposition a la neurodégénérescence
chez les sujets ages (Lopez-Otin et al., 2013). Ci-dessous sont citées cing caractéristiques du

vieillissement les plus communes aux maladies neurodégénératives :

Augmentation des niveaux des radicaux libres. Aussi connue sous le nom de théorie du stress
oxydatif, cette hypothése est souvent utilisee pour tenter d'expliquer le processus de vieillissement
et ses mécanismes. Le stress oxydatif se produit lorsque le désequilibre se forme entre la production
de radicaux libres (ou dérivés réactifs de I'oxygéne ROS) et la capacité des antioxydants tels que
la superoxyde dismutase SOD1, a les neutraliser (Betteridge, 2000). Ces radicaux libres peuvent
étre generés a la fois par des facteurs externes tels que les rayons UV et le tabagisme, ainsi que par
des facteurs internes tels que l'activité de la NADPH oxydase (Stadtman, 2004). Le terme ROS
englobe les molécules dont la configuration électronique est stable et qui ne sont donc pas des
radicaux libres, ainsi que d’autres molécules dont la configuration électronique est instable en
raison de la présence d'électrons non appariés, appelés également « radicaux libres ». Dans leur
quéte d'une configuration électronique stable, ces radicaux libres vont oxyder des protéines, de
I'ADN ou des lipides, en leur dérobant un électron. Ce stress oxydatif peut entrainer des

perturbations de I'homéostasie des protéines, I'induction de I'apoptose et la sénescence cellulaire,
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qui ont été suggerées comme des causes potentielles du vieillissement (Finkel et Holbrook, 2000;
Kregel et Zhang, 2006). Comprendre comment réguler ce stress oxydatif pourraient
potentiellement avoir des implications thérapeutiques dans la prévention ou le ralentissement du

vieillissement.

Instabilite génomique et dommages a I'ADN. Plusieurs types de dommages & I'ADN, y compris
les cassures simple ou double brins, les mésappariements de bases, les insertions et les délétions,
sont associés a la neurodégénérescence. Ces dommages peuvent augmenter les risques
d'inflammation, accélérer le vieillissement et augmenter la susceptibilité aux cancers et aux

maladies neurodégénératives (McKinnon, 2013).

Diminution de ’activité autophagique. La susceptibilité des neurones a accumuler des protéines
et organites défectueux en raison de leur nature majoritairement post-mitotique, combiné au déclin
(i¢ a l’age) de leur activité autophagique, semblent étre au cceur des processus de
neurodégénérescence. En effet, des perturbations de l'autophagie ont été associées au vieillissement
et a de nombreuses maladies liées a I'age, telles que certaines maladies inflammatoires, le cancer,
le diabéte et les maladies neurodégeneratives (Elobeid et al.,, 2016). De plus, des
variants/polymorphismes dans les génes d’autophagie ont été retrouvés chez de nombreux patients
atteint de maladies neurodégénératives, notamment la maladie d'Alzheimer, la maladie de
Parkinson, la maladie de Huntington et la sclérose latérale amyotrophique. Cela a soulevé des
questions pertinentes concernant le potentiel de I'induction de l'autophagie comme traitement

contre les maladies liées a I'age (Tanaka et Matsuda, 2014).

Dysfonctionnement mitochondrial et mitophagie. En tant que cellules métaboliquement tres
actives, les neurones ont des besoins énergétiques élevés et sont particulierement sensibles aux
changements de la fonction mitochondriale. Cette derniere se détériore avec I'age et est considérée
comme un contributeur majeur du processus de vieillissement. Par conséquent, dans les
mitochondries endommageées, la production d'especes réactives de lI'oxygene (ROS) est amplifiée,
représentant ainsi un facteur additionnel dans I’établissement de maladies neurodégénératives
(Johri et Beal 2012 ; Keogh et Chinnery, 2015). De plus, les mitochondries ont également des réles
clés dans plusieurs voies intracellulaires, notamment la biosynthese des lipides, la signalisation du

calcium et I'apoptose, qui sont tous des processus centraux dans le développement des maladies
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neurodégénératives (Keogh et Chinnery, 2015). Dans le but d’optimiser la fonction mitochondriale,
plusieurs mécanismes de contréle de la qualité sont mis en place, notamment la mitophagie,
mécanisme par lequel les mitochondries dysfonctionnelles sont sélectivement dégradées (Fivenson
et al., 2017 ; Koentjoro et al., 2017). Une des voies importantes de mitophagie est la voie PINK1-
Parkin, dans laquelle PINK1 (PTEN-INduced putative Kinase 1) s'accumule sur la membrane
externe dépolarisée des mitochondries et recrute 1'ubiquitine ligase E3 Parkin, qui cible les
protéines mitochondriales pour favoriser la dégradation des mitochondries endommagées
(Koentjoro et al., 2017). Il n’est donc pas étonnant que les mutations dans les génes codant pour
PINK1 ou Parkin entrainent des déficits locomoteurs chez la drosophile et le début précoce de la

maladie de Parkinson récessive chez I'homme.

Sénescence cellulaire. En tant que cellules post-mitotiques, les neurones sont particulierement
vulnérables a lI'accumulation de Iésions a I'ADN et peuvent devenir sénescents. Dans une étude
menée sur des souris agées, Jurk et al. (2012) ont montré que 40 a 80 % des neurones de cellules
de Purkinje et 20 a 40 % des neurones corticaux, hippocampiques et périphériques présentaient des
niveaux élevés de dommages a I'ADN, de p38 MAP kinase activée, de stress oxydatif et d'activité
de la B-galactosidase, associés a la sénescence (Jurk et al., 2012). De plus, des études ultérieures
ont mis en évidence que la précision des mecanismes de réparation de I'ADN diminue également
avec ’age (Jeppesen et al., 2011). Cette combinaison entre sénescence neuronale et accumulation
de dommages a I’ADN peuvent entrainer, par la suite, des maladies liées au vieillissement comme

certains types de cancers ou de maladies neurodégénératives (McKinnon, 2013).

Bien que nous nous sommes principalement concentrés sur ces cing caractéristiques du
vieillissement, d'autres caractéristiques, tels que le déreglement de la détection des nutriments et
I’altération du métabolisme, 1’épuisement des cellules souches, 1'altération de la communication
intercellulaire et de la fonction immunitaire et Dattrition des télomeéres, restent également
importantes et jouent certainement un réle essentiel dans les processus de neurodégénérescence car
tous ces mécanismes sont étroitement liés (Lépez-Otin et al., 2013). Par exemple, la perte de
cellules souches fonctionnelles est liée a presque toutes les caractéristiques du vieillissement,
notamment les dommages a I'ADN, la dérégulation épigénétique, les dysfonctionnements

mitochondriaux, I'inactivation de la télomérase et la sénescence cellulaire (L6pez-Otin et al., 2013).
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Etant donné la nature complexe et multifactorielle des maladies neurodégénératives, les approches
ciblant une seule voie pourraient étre insuffisantes. Des approches plus holistiques ou des stratégies
de traitement combinées pourraient étre nécessaires et plus susceptibles de réussir. D’autres
approches non pharmacologiques et/ou a des modifications du mode de vie pourraient également
étre appliquées afin de prévenir la prédominance des maladies neurodégénératives chez les

personnes agées.

1.4 C. elegans comme modele d’études du systeme nerveux

En 1965, Sydney Brenner a choisi Caenorhabditis elegans comme organisme modele afin
d’étudier le développement et le comportement animal, pour des raisons maintenant bien connues.
En effet, ce nématode presentait un grand potentiel pour les manipulations génétiques, en partie en
raison de son cycle de vie rapide (3 jours), de sa petite taille (1 mm a I'4ge adulte), de sa
transparence et de sa facilité de culture en laboratoire. De plus, l'auto-fécondation des
hermaphrodites combinés aux possibilités de croisements avec des males offrait des avantages
précedemment réservés aux organismes vegétaux tels que Zea mays. Une autre caractéristique clé
était la simplicité anatomique du ver (>1000 cellules), y compris le systéeme nerveux de

I'hnermaphrodite.

Le systéeme nerveux de C. elegans a été entierement décrit et cartographié en 302 neurones, soit un
tiers du nombre total de cellules chez I'hermaphrodite adulte (Sulston, et Horvitz, 1977 ; White,
1986) Les corps cellulaires des neurones sont principalement regroupés dans les ganglions de la
téte ou de la queue, et les synapses sont concentrées au niveau de I'anneau nerveux (« cerveau du
ver ») et les cordons nerveux ventral et dorsal (Figure 1.2 ; Sulston et Horvitz, 1977). La structure
des neurones de C. elegans est généralement simple ; chaque corps cellulaire possede une ou deux
neurites, sauf exceptions (neurones FLP, PVD ; White, 1986). Les axones établissent des synapses
dits « en passant » et de nombreux neurones sont interconnectés par des jonctions lacunaires avec
bon nombre de neurotransmetteurs conservés des vers aux humains (acétylcholine, glutamate,
dopamine, GABA). De plus, les génes et les mécanismes sous-jacents au développement des
neurones, a la formation des synapses, a la dégénérescence neuronale, a la mort cellulaire, a la
régénération axonale et a la fonction gliale ont été identifiés chez le ver et présentent un haut degré

d’homologie avec les vertébrés. Le systéme nerveux interagit également avec l'environnement
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externe en réponse a différents signaux, ce qui permet d’étudier une multitude de comportements

tels que la chimiotaxie, la thermotaxie, la réponse au toucher, I'accouplement, I'alimentation, etc.

Depuis les travaux pionniers de Brenner, le nématode a permis de grandes avancées scientifiques
parmi lesquelles se trouvent notamment la premiere caractérisation compléte du lignage cellulaire
d'un métazoaire en développement (1983), I’identification des génes de 1I’apoptose (1983, Nobel
2002), ’emploi de la protéine fluorescente verte GFP comme marqueur d’expression génique
(1994, Nobel 2008), le premier séquencage complet d’un génome métazoaire (1998) et la
découverte de I’ARN interférence (1998, Nobel 2006 ; Hedgecock et al., 1983; Sulston et al., 1983;
Chalfie et al., 1994 ; C.-elegans-Sequencing-Consortium, 1998 ; Timmons et Fire, 1998).

1.4.1 C. elegans comme modéle d’études du vieillissement neuronal

C. elegans a permis de mettre en évidence des changements structuraux distincts qui se

produisent dans I’ensemble de son systéme nerveux tout au long du développement (Figure 1.2).

Anneau nerveux
Cordon nerveux dorsal

Ganglions de la téte Ganglions de la queue
Cordon nerveux ventral

Figure 1.2 Un ver adulte exprimant le rapporteur fluorescent Prgef-1::gfp dans la plupart des neurones; les
principaux ensembles neuronaux (ganglions de la téte et de la queue) et les neuropiles (anneau nerveux,
cordon nerveux ventral et dorsal) sont visibles. Adapté de WormAtlas.

En effet, le travail de Khandekar (2015), du laboratoire Bénard, a révélé des altérations neuronales
liées a 1’age chez C. elegans, telles que la désorganisation des ganglions, la défasciculation des
faisceaux axonaux, I’altération de la morphologie des somas et la croissance et I'allongement de
nouvelles neurites a partir des corps cellulaires et d’axones (Figure 1.3). L'analyse étendue de
plusieurs types de neurones vieillissants, a permis de constater que des changements

neuroanatomiques sélectifs et spécifiques, se produisaient au fil du temps. Fait intéressant, il a
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également été montré par notre laboratoire et celui de Monica Driscoll (Herndon et al., 2002) que
I'intégrité des neurones reste intacte au cours du vieillissement. Cette observation a été étendue a
de trés vieux animaux, agés de 20 jours (age auquel plus de 90 % des vers de type sauvage sont
décédés dans des conditions de croissance standards) et il en est ressorti que I'organisation générale
de l'architecture du systeme nerveux et l'intégrité des neurones individuels persistaient. Ce
phénomeéne de changements neuroanatomique spécifiques sans mort neuronale chez C. elegans
parallélent ce qui se produit au niveau du cerveau humain vieillissant, suggérant I'existence de
mécanismes communs liés au déclin neuronal associé a I'age. Une autre observation que Khandekar
(2015) a releve est que, bien que les changements neuronaux associés a I'age s‘accumulent
progressivement et deviennent plus fréquents chez les vers agés, ces processus commencent a
s’¢tablir deés le début de l'age adulte. Par exemple, la corde nerveuse ventrale du vers présente une
défasciculation des les jours 1 et 2 de I'dge adulte, lorsque les vers sont a leur phase la plus

vigoureuse et la plus saine et au pic de leur période reproductive.

Notre laboratoire a egalement établi que la durée de vie n'est pas un déterminant majeur du
vieillissement neuronal, a l'aide de mutants qui vivent plus longtemps que le type sauvage
(Khandekar, 2015). I1 aurait été cohérent d’assumer que les changements liés a 1'dge du systéme
nerveux pourraient étre retardés en cas de prolongement de la durée de vie et survenir plus tot chez
les vers a durée de vie plus courte. Néanmoins, il a été constaté que I'extension de la duréee de vie
chez les mutants daf-2 et clk-1 ne retarde pas les changements neuroanatomiques liés a I'age, et que
le raccourcissement de la durée de vie chez les mutants daf-16 ne conduit pas a leur apparition
précoce (Khandekar, 2015). Cependant, parmi ces mutants a longue durée de vie, seule la mutation
eat-2 (modele génétique de restriction calorique) a réussi a retarder certains changements
neuroanatomiques liés a I’age tels que le positionnement postérieur de I’anneau nerveux (considéré
comme « cerveau du ver ») et I’allongement des projections des neurones mécano-sensoriels de la
queue PLML et PLMR (Figure 1.3) suggérant encore une fois que la restriction calorique pourrait

avoir un effet bénéfique pour le systéme nerveux.

Comme mentionné précédemment, ces etudes sur le vieillissement du systeme nerveux chez C.
elegans parallélent les changements neuronaux liés a I'age, retrouvés chez les humains. De plus,
étant donné la conservation évolutive des mécanismes moléculaires qui régulent le développement

et la fonction du systéme nerveux, entre le ver et I’humain, il est possible que 1'¢lucidation de ces
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mécanismes chez C. elegans puisse aider a découvrir et développer des stratégies afin d’atténuer

les conséquences du vieillissement cérebral chez I'homme.
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Figure 1.3 Changement neuroanatomiques liés a I’age. A-B. Avec l'age, les projections somatiques
des neurones mecanosensoriels PLM (triangles blancs, neurones visualisés a l'aide du rapporteur
Pmec-4::GFP) s'allongent. Chez le type sauvage N2 et les mutants clk-1 et daf-2, les projections
somatiques des neurones PLM s’allongent avec I’age (comme illustré aux jours 10 et 20 de ’age
adulte). Par contre, chez les adultes mutants eat-2 (jours 10 et 20 de 1’age adulte) les projections
somatiques des neurones PLM ne s'allongent pas, et donc ressemblent plus a un état juvénile. C-D.
Changement du positionnement de I'anneau nerveux (triangles blancs) avec I'age. L'anneau nerveux
a été visualisé a l'aide du rapporteur Pmec-4::GFP. Chez le type sauvage et les mutants clk-1 et
daf-2, I'anneau nerveux se déplace postérieurement avec I'age (aux jours 10 et 20 de ’age adulte).
Le positionnement postérieur de I’anneau nerveux est moins fréquent chez les adultes mutants eat-
2 (jours 10 et 20 de 1’age adulte). Echelle, 5 um. Les barres d'erreur représentent l'erreur standard
de la proportion. Les symboles : ***, ###, 8§88 représente la significativité (p-value). *** pour P <
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0.001, ** pour P < 0.01 et * pour P < 0.05. ns, non significatif. Adapté de Khandekar, 2015
(résultats du laboratoire Bénard).

1.4.2 C. elegans comme modéle d’études des maladies neurodégénératives

Dans bon nombre de maladies neurodégénératives, la recherche sur C. elegans a contribué
de maniére significative aux connaissances actuelles sur les fonctions des génes, l'identification
des voies génétiques menant a la neurodégénérescence et a la compréhension de la dynamique des
protéines pathologiques, in vivo. En effet, C. elegans représente un modeéle de choix pour 1’étude
des maladies neurodégénératives et une multitude de souches modélisant la neurodégénérescence
ont été créées a ces fins. Nous pouvons citer, par exemple, les modeles de maladie d’ Alzheimer,
de maladie de Parkinson, de sclérose latérale amyotrophique et de maladie de Huntington. Ici, nous
allons nous attarder sur les mutants sod-1 et htt ou polyQ35+, modelisant respectivement la sclérose
latérale amyotrophique et la maladie de Huntington, deux conditions neurodégénératives sur

lesquelles mon projet s’est focalisé.

1.4.2.1 Modeéles de sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique est une maladie neurodégénérative qui affecte environ
1 a 2 personnes sur 100 000. Les patients atteints de sclérose latérale amyotrophique présentent
généralement une perte progressive et sélective des neurones moteurs glutamatergiques et
cholinergiques dans le cerveau et la moelle épiniére (Turner et al., 2013). Le géne SOD1
(SuperOxide Dismutase 1) a été identifié chez ’humain comme facteur génétique causal, lié a la
fois aux formes familiales et sporadiques de la sclérose latérale amyotrophique. L’homologue du

gene humain SODL a ensuite été identifié et étudié chez C. elegans : sod-1.

SODL1 : Les mutations dans SOD1 contribuent a environ 20% de tous les cas de sclérose latérale
amyotrophique familiale (Cudkowicz et al., 1997). SOD1 est une enzyme mitochondriale, qui
catalyse la conversion des radicaux superoxydes libres, nocifs et sous-produits de la respiration
mitochondriale (par exemple, O2™), en molécules inertes. Les mutations pathogénes dans SOD1
peuvent altérer sa structure protéique et modifier ses interactions avec ses cofacteurs, réduisant
ainsi ou hyperactivant sa fonction (Kaur, McKeown et Rashid, 2016). L'orthologue de C. elegans,
SOD-1, est structurellement et fonctionnellement similaire a la SOD1 humaine. Les mutants sod-

1 avec perte de fonction ont montré une augmentation des niveaux de radicaux superoxydes, une
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durée de vie plus courte et une plus grande sensibilité aux facteurs de stress environnementaux. En
revanche, la surexpression de SOD1 a augmenté les niveaux de H2O>, un sous-produit catalytique
des réactions enzymatiques normales de la SOD1 (Yanase et al., 2009). Baskoylu et al. (2018) ont
généré des mutations associées a la maladie dans des résidus conservés de la SOD1 endogene de
C. elegans (A4V, H71Y, L84V, G85R, G93A) grace auxquelles ils ont pu observer une certaine
neurodégéenérescence spécifique aux neurones cholinergiques ou glutamatergiques, associées aux
mutations de gain et perte de fonction, respectivement (Baskoylu et al., 2018). Cependant,
davantage de travaux concernant cette spécificité sont nécessaires, notamment car ces études ont
¢été faites via I’utilisation de colorants qui permettent la visualisation des neurones, uniquement si
ces derniers sont intacts. Des études utilisant des rapporteurs fluorescents spécifiques aux neurones

sont requises afin de confirmer ces résultats.

1.4.2.2 Modeles de la maladie de Huntington

La maladie de Huntington est un trouble neurodegénératif autosomique dominant
caractérise par des dysfonctionnements cognitifs, comportementaux et moteurs, dus a une perte
importante de neurones (Reiner et al., 2011). Cette maladie est causée par I'expansion pathologique
des répétitions du trinucléotides CAG (qui codent pour l'acide aminé glutamine (Q)) dans
I'extrémité N-terminale de la protéine huntingtine, qui joue un réle clé dans le trafic vésiculaire et
la médiation de I'endocytose (Saudou et Humbert, 2016). L'age d'apparition et la gravité de la
maladie de Huntington sont directement corrélés au nombre de répétitions de polyglutamine
(polyQ) ; avoir plus de 35 répétitions glutamines entraine inévitablement la maladie de Huntington
(Bates, 2003). Cette neurodégénérescence est supposément causée par l'agrégation de fragments

N-terminaux mutés de la huntingtine dans le cytoplasme (Bauer et Nukina, 2009).

Bien que C. elegans exprime une protéine homologue a la huntingtine qui est la protéine similaire
a la huntingtine ou Htt-like protein (Brandi et Polticelli, 2021), I'expression de la queue poly-
glutamique (polyQ) de la huntingtine humaine chez C. elegans a largement été utilisée pour
modéliser la maladie de Huntington. Faber et al. (2002) ont induit I'expression de différentes
longueurs de la polyQ chez C. elegans et ont constaté que les animaux transgéniques qui
exprimaient des polyQ plus longues (Htn-Q95 et Htn-Q150) présentaient certaines dysfonctions

neuronales et finissaient par mourir plus tét. Conformément aux observations cliniques, une
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formation croissante d'agrégats de polyQ35+ dépendante de 1’dge a été observée, présumée

responsable de la perturbation de I’homéostasie des protéines (Gidalevitz et al., 2006).

Actuellement, de nombreux médicaments ciblant les effets pathogénes de la huntingtine mutante
ou de la poly-Q35+ sont en essais cliniques (Kumar et al., 2020). L'exploration de nouvelles cibles
thérapeutiques et la compréhension des mécanismes d'action de la queue polyglutamique

continuent d'étre au cceur des recherches sur les maladies neurodégénératives.

1.6 OBJECTIFS DU PROJET : Restriction calorique et neurodégénérescence ?

Compte tenu du fait que la restriction calorique a des effets bénéfiques sur le vieillissement
chez différents organismes, mon travail a pour but de : 1) Déterminer si la restriction calorique
représente une stratégie efficace pour retarder 1’établissement des maladies neurodégénératives et ;

2) Caractériser les effets de la restriction calorique sur la neurodégénérescence.

Pour répondre a ces questions, mon travail se focalisera sur I'utilisation de modeles de sclérose
latérale amyotrophique et de la maladie de Huntington chez C. elegans, soumis ou non a la

restriction calorique génétique (mutants eat-2 et silencage par ARN interférant du gene drl-1).
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CHAPITRE 2

Matériels et méthodes

2.1 Maintien des souches et amorces

Les vers ont été cultivés dans un incubateur a 20 °C conformément a la procédure standard,
sur des boites de Petri contenant 4.5 mL de Nematode Growth Medium (NGM ; Brenner, 1974) et
ensemencées avec 50 puL de la souche OP50 d Escherichia coli (Hartman et Herman, 1982), sauf
indication contraire. La souche N2 Bristol constitue le type sauvage de cette étude. Toutes les
souches étudiées (sauvage, restriction calorique, modeéles de sclérose latérale amyotrophique et de
maladie de Huntington et rapporteurs fluorescents) ainsi que les amorces utilisées pour la
construction de ces souches sont listees, respectivement, dans les tableaux 2.1 et 2.2. Dans le but
de modéliser la sclérose latérale amyotrophique chez C. elegans, nous avons choisi d’utiliser la

souche HA3299 car celle-ci permettait un génotypage efficace et fiable.

Tableau 2.1 Liste des souches étudiées.

Souches | Génotypes Transgenes Références
N2 Brenner
(1974)
VQ1891 | qvis19 IV Psra-6::DsRed? ; Cette étude
cc::GFP
VQ1445 | vsls48 X Punc-17::GFP Cette étude
VQ2100 | jsIs973 11 Pmec-7::mRFP Cette étude
AM49 | rmlsl72 F25B3.3p::Q19::CFP Brignull et
al., 2006
AM44 | rmlIS190 F25B3.3p::Q67::CFP Brignull et
al., 2006
KP1148 | nuls25 Il glr-1p::glr-1::GFP + lin- | Rango et al.,
15(+) 1998
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DA465 | eat-2(ad465)I1 Lakowski et
Hekimi,
1998
HA3299 | sod-1(rt451)ll Baskoylu et
al. 2018
VQ1989 | sod-1(rt451) 11 ; nuls25 I Cette étude
VQ1943 | sod-1(rt451) eat-2(ad465) Il ; Cette étude
nuls25 111
VQ2137 | sod-1(rt451)I1 ; qvIs19 IV Cette étude
VQ2138 | sod-1(rt451) eat-2(ad465) Il ; Cette étude
qvisio IV
VQ1990 | sod-1(rt451) 11 ; vsIs48 X Cette étude
VQ1981 | sod-1(rt451) eat-2(ad465) Il ; Cette étude
vsis48
VQ1968 | eat-2(ad465) Il ; nuls25 11 Cette étude
VQ2122 | eat-2(ad465) 1l ; qvis19 IV Cette étude
VQ1970 | eat-2(ad465) Il ; vsls48 X Cette étude
VQ2136 | eat-2(ad465)I1 ; jsIs973 111 Cette étude
VQ2115 | rmls172 ; qvis19 IV Cette étude
VQ2052 | rmlsl172; eat-2(ad465) Il Cette étude
VQ2139 | rmls172; jsIs973 111 Cette étude
VQ2116 | rmlsl72; eat-2(ad465) |II; Cette étude
gvisl9 IV
VQ2117 | rmls190 ; qvIs19 IV Cette étude
VQ2054 | rmls190; eat-2(ad465) Il Cette étude
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VQ2123 | rmls190; eat-2(ad465) I; Cette étude
qvisio IV
VQ2111 | rmlIs190; jsIs973 11 Cette étude
VQ2136 | rmls190; eat-2(ad465)Il  ; Cette étude
jsIs973 111
Tableau 2.2 Liste des amorces utilisées pour le genotypage.
Gene Amorce Orientation | Séquence 5’ 3’ Taille du
fragment
(pb)
eat- 0CB2313 | Anti-sens | TGCTCATTCGCACTGTTG 308
2(ad465) | (mutante) GTCTTATAG GGGTTTCT
0oCB2379 | Anti-sens | ACAGAATATCGGGTTGCC 282
(sauvage)
oCB2276 | Sens TGCTCATTCGCACTGTTG
(commune) TTATTGTCTTATAGCCC TTTTC
sod- 0oCB2315 | Anti-sens | TAAAGCGTGACGAGCGTGACC | 398
1(rt451) | (mutante)
0CB2316 | Anti-sens | GTAAAGCGTGACGAGCGTGGCG
(sauvage)
0CB2298 | Sens GTGCTGTCGCTGTTCTTCG
(commune)

2.2 Construction de souches

L'une des caractéristiques les plus importantes chez C. elegans est la possibilité et la rapidité

a générer des souches mutantes grace aux croisements.

Afin d’expliquer comment se passe un croisement de maniére simplifiée, prenons le cas le plus
simple avec deux souches dont chacune porte une mutation a ou b qui sont, viables, associées a un
phénotype facilement discernable sur une plague et situées sur des chromosomes différents. Dans

cette situation, il faut d’abord croiser I'une des deux souches avec des males N2 (souche de type
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sauvage), puis croiser les males hétérozygotes résultants avec la seconde souche pour générer des
hétérozygotes a/+ ; b/+. Etant donné que dans ce cas, les mutations présentent des phénotypes
facilement identifiables, il sera relativement simple d’isoler les vers issus de la progéniture grace a
leur phénotype puis identifier, par la suite, les plaques homozygotes pour ces mutations en
confirmant que tous les vers issus de I’auto-fécondation sur la plaque présentent les phénotypes

des mutations a et b (Figure 2.1).

Objectif - rmls190 ; eat-2(ad465) IT ; gvisi9 IV

& N2x F rmls100 (F25B3.3p::Q67::CFP)
Sélection de miles avec le ——— ' Progéniture d’autofécondation
marquenr fluorescent rmls]00

rmls 190

T X Qi' eat-2(ad465) Il ; gvIs19IV

ey Progéniture  d’autofécondation

2

Sélection d’hermaphrodites avec les
marqueurs fluorescents rofs 00 et gvis]0

- T — 2, 5 Jel
Fl= & }mIiIS;’UJ. eat _ia(a"qfdn I: qviﬂ? 7

F1 : Isolation de 12 vers hermaphrodites avec les marqueurs rmls /90 et gvis]9 ;’;
.Ch.romosomes ? I v g
Proportions 2
F2 - Isolation de 20 vers 1 rmlIs190 eat — 2(ad465) gqvis19 E
avec le phénotype Ear * n rmls190 eat — 2(ad465) gvils19 “
et le marqueur rmds 190 1 1mIs190 eat — 2(ad465) gvis19
et gvlsi0 Z T = ¥
1 + + +
n + + +
F3:

* Vérification que tous les vers ont le phénotvpe Ear
* Vérification que tous les vers sont homozygotes rmls/90 et gvils]9 (par fluorescence)

* Pompage du pharynx et F4: . i
développement lents et vers * Confirmation que tous les vers ont le phénotype ear-2
péle et minces * Confirmation que tous les vers sont homozygotes rmls]90 et gvisi9

Figure 2.1 Exemple des étapes de construction d’une souche par génétique classique chez C. elegans. Le
génotype souhaité est indiqué en vert. Les fleches rouges indiguent la progression au fils des génerations,
a différentes phases de ce croisement. Les fleches bleues indiquent la progéniture issue de I’autofécondation
qui n'est pas d'intérét lors de la construction d'une nouvelle souche, mais qui sera également retrouvée sur
la plague.

Evidemment, les croisements ne sont pas aussi simples en pratique. Beaucoup de mutations ne
présentent pas de phénotypes et doivent étre identifiées par PCR ou a l’aide de marqueurs
fluorescents. Parfois, les mutations désirées sont sur le méme chromosome, ce qui diminue
drastiquement les chances d’obtenir des vers qui portent toutes les mutations souhaitées, d’autant
plus si celles-ci sont proches I’'une de I’autre sur un méme chromosome. Dans ce cas, plusieurs

stratégies peuvent étre entreprises, ayant pour but d’augmenter la probabilité d’obtenir les mutants

29



d’intérét. Par exemple, dans le cas de la construction de la souche VQ1943 [sod-1(rt451) eat-
2(ad465) 11 ; nuls25 I11], les génes sod-1 et eat-2 sont tous les deux situés sur le chromosomes |1
et seule la mutation eat-2(ad465) présentent un phénotype uniquement lorsque les vers sont
homozygotes pour cette mutation. La stratégie adoptée était donc de croiser des males sod-
1(rt451)/+ 11 ; nuls25 1l (antérieurement générés) avec des hermaphrodites eat-2(ad465)
homozygotes, dans le but d’obtenir des vers F1 sod-1(rt451)/eat-2(ad465) Il ; nuls25 Il puis
d’identifier des vers F2 homozygotes pour eat-2(ad465) qui présentent le phénotype Eat et qui
portent le marqueur fluorescent nuls25. La progéniture de ces candidats (F3) a ensuite été testée
par PCR afin d’identifier les plaques hétérozygotes pour la mutation sod-1(rt451) avec le
raisonnement que si les vers sont homozygotes eat-2(ad465) Il et qu’ils portent également la
mutation sod-1(rt451) sur le chromosome II, ¢’est qu’il y a forcément eu recombinaison sur un des
deux chromosome Il. La progéniture du recombinant (F4) a ensuite été isolée afin d’identifier les
vers homozygotes du chromosomes Il recombine, porteur des mutations sod-1(rt451) eat-2(ad465)
I1, puis les vers homozygotes pour le marqueur fluorescent nuls25 ont facilement pu étre identifiés
en verifiant que tous les vers sur les plaques étaient fluorescents pour le marqueur nuls25 (Figure
2.2).

Objectif : sod-1{rt431) eat-2(ad463) II ; mds25 1T

& sod-Irtd51)+ I ; mds25/+ Ml x Qr eat-2(ad465)

¥ de chances d’avoir une progéniture avec le
génotype sod-I1(rt451)/eat-2(ad465) I b Progéniture d'autofécondation
+ l
Sélection d’hermaphrodites F1 avec le
marquenr fluorescent yzes23 Fl: & sod-1(rt431)eat-2(ad465) II ; mds25/+ I

Sélection d’hermaphrodites avec le phénotype Ear Progéniture d"amtofécondation
et le marquenr fluorescent nus25

g + ear—2(ad4065) - mds25

Si binai 2=
irecombinatson  F sod—1{ad465) ear—2(ad465)" " + z
I
. 5 L . w
Isolation d'une vingtaine de candidats g
=
E.
F2 :Isolation de 20 vers F3: @
avec le phénotype Ear * * Verification que tous les vers ont le phénotype Eat
et le marquewr muds25 + Identification des candidats hétérozygotes pour sod-I(rr451) par PCR

* Veérification que tous les vers sont homozygotes nuds23(par fluorescence)

F4:
+ Vérification que tous les vers ont le phénotype Ear
* Identification des candidats homozygotes pour sod-Ifrr451) par PCR

* Pompage du pharynx et . -
pag puary + Vérification que tous les vers sont homozygotes nuds2¥(par fluorescence)

développement lents et vers
pile et minces

F5:
+ Vérification que tous les vers ont le phénotype Ear

* Confirmation des candidats homozygotes pour sod-I(rr451) par PCR
+ Vérification que tous les vers sont homozygotes nds23(par fluorescence)

Figure 2.2 Exemple des étapes de construction d’une souche chez C. elegans lorsque que les deux loci
génétique d'intérét se trouvent sur le méme chromosome. Dans ce cas, on doit chercher un chromosome
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recombinant issu de recombinaison génétique lors de la méiose chez une hermaphrodite hétérozygote. Les
fleches rouges indiquent la progression aux phases de croisement. Les fleches bleues indiquent la
progéniture issue de 1’autofécondation qui n'est pas d'intérét lors de la construction d'une nouvelle souche,
mais qui sera également retrouvée sur la plaque.

2.3 Construction d’amorces

Les mutations ponctuelles des mutants eat-2(ad465) et sod-1(rt451) ont été identifiées
grace a des PCR super-sélective ou des PCR SNP (single nucleotide polymorphisms),
respectivement. Ces deux types de PCR nous ont permis d’identifier les mutants qui présentent des

mutations ponctuelles.

PCR SNP : Deux caractéristiques importantes des amorces discriminantes sont a souligner. Tout
d’abord, le nucléotide 3’ de ’amorce se trouve au niveau de la mutation ponctuelle, indiqué comme
position 0, et s’apparie avec le SNP a détecter, mais présente un mesappariement avec le nucléotide
de I'autre allele. Par conséquent, les amorces spécifiques aux alléles mutant et sauvage ont des
bases différentes a leur extrémité 3°. Deuxiemement, deux bases en amont de la position du SNP,
indiquée comme position -2, un changement supplémentaire est introduit dans le but de créer un
deuxiéme mésappariement qui perturberait I’hybridation de ’amorce s’il y a déja mésappariement
au niveau de la position 0. L’amorce commune quant a elle est identique aux deux alléles et ne

présentent pas de caracteristiques spécifiques (Figure 2.3 ; Chen et Schedl, 2021).

PCR super-sélective : Pour détecter la présence de mutations ponctuelles, Touroutine et Tanis
(2020) ont développé la technique de la PCR super-sélective (SS-PCR). Une amorce SS est
composée d’une séquence d’ancrage en 5’ de taille variable et qui s’hybride complétement a I’ADN
matrice, suivie d’une séquence dite « pont » de 7 a 14nt non complémentaire et d’une courte
séquence d’environ 6nt, appelée « pied » en 3°, complémentaire a la séquence allélique cible
(Touroutine et Tanis, 2020). Le nucléotide « discriminant » en 3’ du pied de 1’amorce super-
sélective different évidemment entre les alleles mutant et sauvage. L’amorce commune, tout

comme pour la PCR SNP, reste la méme (Figure 2.3).
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nucleotides

I , -2-10 '
A Alléle mutant  epmperemreerrereems CAG posmmeeeset

Amorce mutante tabebeld 'HI

Allse sauvage  Semmeemeemeesessemeee COT sreesressee
XX

Amorce mutante Ll

Alléle sauvage m il

Amorce sauvage

\Y)

Alslemutant  SesrrrrTTTETTTTRRTYYYY gf,*g

Amorce sauvage

B

Nucléotid
Pont ucléotide Rorcerdiy

discriminant Amorce sauvage
Séquence d’ancrage Pied ) / ;
s = _/cttctcG ——_scttcteG  ADN sauvage
Locus génétique \ /

Séquence
d’intervention

=A_cttctcA ———_scttctcA  ADNcil-7

Figure 2.3 Schémas des techniques de PCR utilisées pour le génotypage lors de la construction de souches.
A. Schéma montrant la stratégie de conception d'amorces pour discriminer entre les alléles variant et
sauvage par SNP-PCR (Single Nucleotide polymorphism PCR). Adapté de Chen et Schedl, 2021. B. Droite :
Schéma montrant comment s hybrident les amorces SS (Super Selective) a I’ADN matrice. Gauche : Quatre
schémas d'hybridation pour illustrer des amorces SS utilisées pour détecter le type sauvage et 1’alléle mutant
cil-7(gk688330). Les mésappariements sont surlignés en jaune. Adaptée de Touroutine et Tanis, 2020.

2.4 ARN interférence

Principe et description du systeme : Dans le cadre des expériences d'/ARN interférence (ARNI),
la souche bactérienne HT115(DE3) a été utilisée, conformément aux travaux de Timmons et Fire
en 1998. Cette souche présente dans son génome une résistance a la tétracycline et le géne codant
pour 'ARN polymérase T7 sous le contr6le du promoteur "Lac”, inductible par IPTG. Par
conséquent, la sélection de la souche bactérienne appropriée s'effectue a l'aide de la tétracycline.
De plus, cette souche présente une mutation dans le gene codant pour la ARNase Ill, ce qui
empéche ’enzyme de dégrader les ARN double brin transcrits, afin d'interférer efficacement avec
I'expression des génes cibles des vers. Ces bactéries sont ensuite transformées avec le plasmide qui
comprend la séquence spécifique d'un géene de C. elegans insérée entre deux promoteurs de 'ARN
polymérase T7, positionnés de part et dautre du gene d'intérét. Cette disposition favorise une

transcription bidirectionnelle du géne, donnant lieu a la formation de I'ARNdb correspondant
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(Kamath et al., 2001; Timmons et al., 2001). De plus, le plasmide utilisé pour I’ARNIi, « L4440 »,
possede également dans son squelette, une séquence de résistance a I'ampicilline, assurant ainsi la

sélection des bactéries transformées.

Le plasmide L4440 vide, appelé "EV" pour "vecteur vide" (empty vector ; Andersen et al., 2008;
Timmons L. et Fire A., 1998) est également utilisé a titre de contréle. Ce plasmide vide ne renferme

pas d'insert de gene de C. elegans.

Apres avoir transféré les vers sur les plaques contenant les bactéries transformées, celles-ci sont
ingérées et digérées par les vers et ’ARNdb sera importé par les cellules intestinales, puis propagé
aux autres cellules, via un transporteur d'/ARNdb, SID-1 (Feinberg et Hunter, 2003). L’ARNdb sera
dans un premier temps coupé en petit ARN interférents (ARNpi) par DICER puis, rejoint par le
complexe RISC qui va utiliser I'un des deux brins de I’ARNpi comme guide pour trouver I’ARNm
correspondant au gene cible qui sera ensuite clivé et dégradé, empéchant ainsi sa traduction et

inhibant donc I’expression du gene cible.

Les clones bactériens utilisés pour les expériences d’ARNi sont listés au tableau 2.3.

drl-1 ARNi : Le plasmide contenant la sequence correspondant au gene drl-1 nous a été envoyé
de la part de Dr. David Wang (Washington University in St-Louis, Etats-Unis). Recu sur du papier
Whatman, nous I'avons incubé dans un tube de 1.5 mL avec 100 puL de tampon Tris-EDTA durant
15 min. Le tube a ensuite été centrifugé et 10 uL. de surnageant ont été transformé dans des bactéries
E. coli DH10B compétentes pour amplification et vérification par séquencage, puis transformation

ultérieure dans des bactéries HT115 compétentes.

ARN:i des génes d’autophagies (Igg-1/GABARAP, cup-5/ TRPML1, atg-7/ATG7, atg-13/ATG13,
vha-13/ATP6V1A, vha-15/ATP6V1H) : Des précultures liquides de clones bactériens (HT115)
contenant chacun un plasmide ciblant un géne différent ont été obtenus de la bibliotheque Ahringer
(accessible au laboratoire du Dr. S. Hekimi, Université McGill). Les plasmides ont été extraits via
le kit « Plasmid DNA Miniprep Kit, Biobasic », en suivant le protocole inclus dans le Kit, puis

envoyeés a séquencer pour Vvérification d'identité a « Génome Québec », en utilisant I’amorce mhl-
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39 (5 GAGGAAGCAACCTGGC 3°). Les bactéries contenant les séquences correctes des inserts

de génes ciblés pour les expériences d’ ARNi ont été stockés a -80 °C avec du glycérol.

Pour la préparation des cultures pour les expériences d'ARN, les clones d’intérét (stockés a -80 °C)
ont été décongelés et étalés sur des plaques de Pétri contenant du LB-Agar mélangé a de
I’ampicilline a 75 pg/mL (sélection du plasmide) et de la tétracycline a 12,5 pg/mL (Timmons et
al., 2001; Wang et Barr, 2005). Ensuite, ces clones bactériens ont été incubés dans une boite opaque,
a 37 °C pendant environ 18 h. Par la suite, pour chaque clone bactérien, une colonie est choisie,
piquée et placée dans 1 a 3 mL de LB supplémenté de 75 pg/mL d’ampicilline et de 12,5 pg/mL
de tétracycline et cultivée a 37 °C entre 15 a 16 h avec une agitation de 200 rpm. 100 puL de chaque
clone sont ensuite prélevés des précultures et ajoutés dans des tubes a centrifugeuses de 50 mL,
avec 15 mL de LB supplémenté de 75 pg/mL d’ampicilline puis cultivées pendant 14 a 15 h, a
37 °C et 200 rpm. Suite a cette incubation, 1 mM d’IPTG a été ajouté aux cultures puis remis dans
I’incubateur a agitation (200 rpm) a 37 °C pendant 1 h supplémentaire. Les bactéries ont ensuite
été concentrées via centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min a une température de 4 °C
(centrifugeuse Avanti J-E Beckman Coulter, rotor JA-17). Le surnageant a été retiré pour ne laisser
qu’environ 1 mL de LB et le culot bactérien a été resuspendu. Finalement, ces bactéries concentrées
ont été étalées sur des plaques NGM/IPTG/ampiciline fraichement préparées (voir ci-dessous),
avec un volume de 100 uL de bactérie sur chaque plaque, puis, incubées a 20 °C pendant 24 a 48

h, dans une boite opaque, avant d’y déposer les vers.

Préparation des plaques NGM/IPTG/ampiciline pour ’ARNi : Les plagues NGM ont été
supplémentées d’un mélange de 75 pg/mL d’ampicilline et de 1 mM d’IPTG puis conservées a

température ambiante dans une boite opaque, jusqu’a ensemencement.

Stade des nématodes : Pour toutes les expériences d’ARNi, les vers mis sur les plaques étaient
des hermaphrodites adultes remplies d’embryons. La progéniture a ensuite été transférée de plaques
chaque deux jours jusqu’au jour 3 de I’age adulte pour les expériences d’ARNi des genes
d’autophagie (lgg-1, cup-5, atg-7, atg-13, vha-13, vha-15) et jusqu’au jour 5 et 10 pour
I’expérience d’ARNi de drl-1.

34



Tableau 2.3 Liste des clones bactériens utilisés pour les expériences d’ ARNi.

Transcrits Génes Bacteries Références

L4440 HT115(DE3) Timmons et Fire,
1998 ; Timmons et
al., 2001)

Y106G6A.1 drl-1 HT115(DE3) Sandoval et al., 2019

C32D5.9 lgg-1 HT115(DE3) Kamath et Ahringer
(2003)

R13A5.1 cup-5 HT115(DE3) Kamath et Ahringer
(2003)

M7.5 atg-7 HT115(DE3) Kamath et Ahringer
(2003)

D2007.5 atg-13 HT115(DE3) Kamath et Ahringer
(2003)

Y49A3A.2 vha-13 HT115(DE3) Kamath et Ahringer
(2003)

T14F9.1 vha-15 HT115(DE3) Kamath et Ahringer
(2003)

2.5 Tests de paraquat

Des vers de stade L4 ont été soumis a différentes concentrations de paraquat : 0.5 mM, 1
mM et 2.5 mM. Respectivement, des volumes de 11.25 pL, 22.5 pL et 56.25 uL. de paraquat (200
mM) ont été diffusés sur des plaques contenant 4.5 mL de NGM. 100 L de bactéries E. coli OP50
(concentrées 5 fois) ont été ajoutés 12 heures plus tard. Des vers de stade L4 ont été transférés sur
les plaques de paraquat 24 heures aprés. Les vers ont ensuite été exposés au paraquat durant une
nuit et incubés a 20 °C, dans une boite opaque. Le lendemain, les vers (jour 1 de ’age adulte) ont
été examinés et visualisés au microscope pour étudier la neurodégénérescence ou 48 heures plus

tard pour déterminer leur pourcentage de survie (Figure 3.1A).
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2.6 Tests de motilité

Nous avons mesuré la motilité des modeles de la maladie de Huntington en mettant les vers
dans un milieu liquide (M9) et en comptant manuellement le nombre de battements effectués par
minute (“thrashing assay" ; Figure 3.4A). Afin de ne pas biaiser les résultats, I'évaluation de la
locomotion a été faite de maniere impartiale sans connaissance préalable du génotype des animaux
observés, jusqu’a la fin de toutes les analyses. Les animaux ont été mis dans des gouttes de 30 uL
de M9 sur une lame de microscope et un battement a été comptabilisé chaque fois que la téte du
ver traverse la ligne médiane verticale du corps et revient a son emplacement initial, pour une durée
de 60 secondes. 60 vers ont été testés pour chaque génotype et leur &ge correspondait au jour 5 de

I’age adulte.

2.7 Microscopie

Toutes les souches ont été maintenues a 20 °C et nourries ad libitum pendant au moins trois
générations avant leur observation. L’age adulte des vers est déterminé comme suit : I’age « jour 1
» correspond a 24 heures post-stade larvaire L4, I’age « jour 2 » correspond a 48 heures post-stade
L4, etc.

Les vers ont ét¢ immobilisés avec de 1’azide de sodium (75 mM) sur une couche d’agarose 5 %,
puis recouverts d’une lamelle 25 mm x 25 mm (indice de diffraction ne=1.525). L’observation des
vers s’est faite au microscope a fluorescence Axiolmager M2 (Zeiss) et les images ont été acquises
avec la caméra AxioCam (Zeiss) et traitées avec le logiciel AxioVision (Zeiss). Le traitement post-

expérimental des images a été effectu¢ a 1’aide du logiciel Imagel.

Visualisation du systeme nerveux : Tous les vers ont été observés en vue latérale, sauf indication
contraire. Les neurones ont été observées grace a des rapporteurs transgéniques stables intégrés
dans le génome des vers, exprimant une protéine fluorescente spécifiquement dans des types
neuronaux étudiés (tableau 2.1). Certaines observations de neurones chimiosensoriels ce sont faites
aussi avec des colorants lipophiles dits Dil (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-
Tetramethylindocarbocyanine ~ Perchlorate) et DiO  (3,3’-DloctadecylOxacarbocyanine

perchlorate).
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Marquage de neurones sensoriels par coloration lipophilique : La coloration Dil (neurones en
rouge ; Figure 3.2A et C) ou DiO (neurones en vert ; Figure 3.3C) permet un marquage de huit
paires de neurones sensoriels : les amphides (ADL, ASH, ASI, ASJ, ASK, AWB) et les phasmides
(PHA and PHB ; Hedgecock et al., 1985). Un volume de 75 puL de DiO/Dil dilué a 40 ug/mL dans
du tampon M9 a été déposé pendant une heure sur une plague contenant des modeéles de sclérose
latérale amyotrophique (jour 1 d’age adulte) précédemment exposé au paraquat. Les vers ont par
la suite été transférés sur une nouvelle plaque pendant 30 minutes avant 1I’observation. L.’absence

d’absorption du colorant par ASH et/ou PHA et PHB a été quantifiée comme défaut.

Visualisation et analyse des neurones cholinergiques : Nous avons croisé les modéles de sclérose
latérale amyotrophique avec le marqueur spécifique des neurones cholinergiques vsls48 (unc-
17p::GFP) pour évaluer la perte neuronale (Figure 2.4). Les neurones cholinergiques de la corde
nerveuse ventrale (jour 1 de 1’age adulte) ont été visualisés et comptés sous les objectifs x40 et x63
afin de confirmer ou infirmer la neurodégénérescence cholinergique (basée sur ’absence de GFP

au niveau des somas) apres exposition au paraquat.

Punc-17::GFP

A

Figure 2.4 lllustration des neurones cholinergiques de C. elegans. A. lllustration schématique (en haut)
et image représentative (en bas) des neurones cholinergiques situés le long de la corde ventrale et dans la
région du corps postérieure a la vulve. B. Les neurones moteurs cholinergiques ont été visualisés a l'aide du
rapporteur fluorescent Punc-17::GFP. Les animaux ont été testés pour la neurodégénérescence apres une
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exposition au stress oxydatif induit par 2.5 mM de paraquat, au jour 1 de ’Age adulte. Figure A adaptée de
Boskuylu et al., 2018

Visualisation et analyse du neurone ASH : Les modeles de maladie de Huntington et de sclérose
latérale amyotrophique ont été croises avec le marqueur qvisl9 (Psra-6::DsRed ; Figure 2.5A) et
observés a x40 afin d’examiner plusieurs phénotypes reliés au neurone glutamatergique ASH. La
neurodégénérescence, le perlage des dendrites du neurone ASH (suite a ’exposition au paraquat ;
Figure 2.5B) ainsi que I’accumulation de la queue polyglutamique (Figure 2.5C) ont été étudiés
(jour 1 et 3 de I’age adulte pour les modeles de sclérose latérale amyotrophique et maladie de

Huntington, respectivement).

A Psra-6::DsRed

Type sauvage Adulte jour 1
P g J Adulte jour 3

sod-1(rt451) Adulte jour 1

Figure 2.5 Visualisation du neurone sensoriel ASH avec le rapporteur fluorescent Psra-6::DsRed. A.
Visualisation du neurone sensoriel ASH avec le rapporteur fluorescent Psra-6::DsRed. B. Visualisation des
dendrites du neurone ASH, au jour 1 de I’dge adulte. En haut, des dendrites intactes chez les vers de type
sauvage. En bas, des dendrites présentant un perlage dendritique (triangles rouges) de vers mutants sod-
1(rt451), aprés exposition au stress oxydatif par paraquat (1 mM). C. Visualisation d’agrégats de la queue
polyglutamique mutée (polyQ67) au jour 3 de I’Age adulte. La polyQ67 a été visualisée avec le rapporteur
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F25B3.3p::Q67::CFP a Iextérieur (triangle blanc) et a I'intérieur (triangle jaune) du neurone ASH (cercle
en pointillés jaune). Echelle = 10 pum.

Visualisation et analyse des neurones mécanosensoriels : Les modéles de maladie de Huntington
ont été croisés avec le marqueur des neurones mécanosensoriels jsIs973 (Pmec-7::mRFP) afin
d’examiner leur morphologie au jour 3 et 5 de 1’age adulte (Figure 3.7A et B). Les phénotypes
observés étaient les suivants : neurone allongé, fluorescence faible, présence d’accumulation de

polyglutamine dans le neurone et absence de neurone.

Quantification des agrégats de polyglutamine : L’observation des agrégats de polyglutamine a été
réalisée grace aux marqueurs rmis172(F25B3.3p::PolyQ19::CFP) et
rmis190(F25B3.3p::PolyQ67::CFP), qui expriment la queue polyglutamique de maniére pan-
neuronale (Figure 3.5A).

La quantification de la taille des agrégats de polyglutamine a été réalisée suivant les mémes criteres
pour tous les genotypes : méme nombre d’image par stade de ver et traitement d’image fixe (images
en format 8-bit, soustraction de ’arriére-plan de la téte et respect d’un seuil établi a partir des
agrégations les plus fortes pour éviter la saturation et ce, pour toutes les images). Un nombre
minimum de n = 60 animaux a été examiné pour chaque génotype et les vers ont éte observés au

jour 3 de I’age adulte.

Pour I’accumulation de la queue polyglutamique (polyQ(n)) dans les neurones individuels, le
nombre d’agrégats a été quantifié grace a la fonction « Analyze particles » de ImagelJ. Le neurone
ASH et les neurones mecanosensoriels AVM, ALM, PVM et PLM ont été étudiés grace aux
marqueurs qvIs19 et jsIs973, respectivement. Les images acquises avec les canaux spécifiques aux
marqueurs neuronaux et aux agrégats de polyglutamine ont été superposés et ’accumulation de
polyQ(n) intraneuronale a été comptabilisée uniqguement lorsque les neurones et les agrégats étaient
sur le méme plan. Un nombre minimum de n = 60 animaux a été examiné pour chaque génotype

et les vers ont été observés au jour 3 et au jour 5 de ’age adulte.

2.8 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 8. Les données des

figures sont exprimées en proportion + erreur standard ou en moyenne + erreur standard. Afin
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d’analyser les proportions, des tests de Fishers ont été effectuées et les valeurs-p ont été ajustées
pour comparaisons multiples (correction Bonferroni). Les comparaisons entre deux moyennes ont
éte faites avec des tests de Student, et des analyses par ANOVA & un facteur pour plus de deux
moyennes si les conditions (normalité des résidus, I’homogénéité des variances) étaient respectées.

Les valeurs-p ont été considérées significatives lorsque < 0,05 (*), 0,01 (**) ou 0,001 (***).
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CHAPITRE 3

Résultats

3.1 Résultats obtenus sur le modéle de la maladie de la sclérose latérale
amyotrophique

3.1.1 Etude de I’effet de la restriction calorique sur la sensibilité au stress
oxydatif chez un modele de sclérose latérale amyotrophique

De multiples études ont établi que chez plusieurs espéces les modéles de sclérose latérale
amyotrophique sont hautement vulnérables au stress oxydatif (Baskoylu et al., 2018 ; Cunha-
Oliveira et al., 2020 ; Hemerkova et Valis, 2021). Chez C. elegans, un moyen d’induire le stress
oxydatif est I'utilisation de paraquat. Le paraquat (PQ?*, dont le nom systématique est N,N'-
dimethyl-4,4'-bipyridinium dichloride) est un herbicide qui dérobe les électrons des molécules
environnantes, ce qui induit leur oxydation et la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS),
entrainant un stress oxydatif chez I’organisme (Chen et al., 2021 ; Alizadeh et al., 2022). Pour
tester I'effet de la restriction calorique sur un modele de sclérose latérale amyotrophique soumis a
un stress oxydatif accru, j'ai d'abord construit des souches de fonds génétiques de type sauvage et
mutant pour eat-2(ad465), portant la mutation sod-1(rt451), qui est un modele de sclérose latérale
amyotrophique. Jai ensuite soumis des vers ces diverses souches a différentes concentrations de
paraquat (0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM ; Figure 3.1A). Les vers ont €té exposés au paraquat a partir du
stade larvaire 4 (L4), puis j'ai mesuré leur pourcentage de survie aprés 48 heures d’exposition
(Figure 3.1B).

Les vers de type sauvage et mutants eat-2(ad465) ne présentaient pas de sensibilité notable au
paraquat. Les mutants sod-1(rt451), quant a eux, démontraient bel et bien une vulnérabilité
évidente au paraquat mais celle-ci était moins accentuée que chez les doubles mutants sod-1(rt451)
eat-2(ad465) (Figure 3.1B). En effet, les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) exhibaient
une sensibilité accrue au stress oxydatif et présentaient des pourcentages de survie plus faibles a
toutes les concentrations testées (Figure 3.1B). La tendance est vraie a toutes les concentrations, et
devient significative surtout a la plus forte concentration de paraquat (p=0.14 pour 0.5 mM a
p<0,001 a 2.5 mM). Ces résultats indiquent que la restriction calorique exacerbe la sensibilité au

stress oxydatif chez les modeles de sclérose latérale amyotrophique.
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Figure 3.1 Résultats des expériences de survie des vers suite a une exposition au stress oxydatif par paraquat
(PQ; 0.5 mM, 1 mM et 2.5 mM) chez les vers de type sauvage (N2), les simples mutants eat-2(ad465) et
sod-1(rt451), et les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465). A. Schéma représentant les étapes des
expeériences de survie au stress oxydatif. B. Graphique représentant le pourcentage de survie des vers apres
48 heures d’exposition au paraquat (proportion + erreur standard de proportion, tests Z avec valeurs-p
ajustées pour comparaisons multiples). Les différences significatives sont indiquées par des astérisques (***
p <0,001 ; ns : non significatif). N > 60 pour chacun des génotypes dans toutes les conditions.

3.1.2 Etude de D’effet de la restriction calorique sur les défauts des neurones chez un
modele de sclérose latérale amyotrophique

Par la suite, nous avons voulu déterminer si la vulnérabilité au stress oxydatif chez les
doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) s’observait aussi au niveau du systeme nerveux des
vers. Baskoylu et al. (2018) ont précédemment publié que les mutants sod-1(rt451), suite a une
exposition au paraquat, présentaient des altérations des neurones moteurs cholinergiques (rapportée
comme étant une neurodégénérescence), ainsi que des défauts des neurones chimiosensoriels ASH
(situés dans la téte) et des neurones PHA et PHB (situés dans la queue), car ces neurones
n’absorbent pas le colorant Dil (rapporté comme étant de la neurodégénérescence par les auteurs).

J'ai donc testé I'effet de paraquat sur ces 2 types de neurones, en utilisant les marqueurs fluorescents,
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stables car intégrés dans le génome, tel que décrit ci-dessous. Comme pour les expériences de
survie de la section 3.1.1, j’ai exposé les souches de types sauvage et mutantes, de stade L4, aux

concentrations de paraquat antérieurement testees (0,5 mM, 1 mM, 2.5 mM).

Pour les neurones cholinergiques, j'ai utilisé le rapporteur fluorescent vsIs48 (Punc-17::gfp) et j'ai
donc construit des souches de fonds génétiques de type sauvage et mutant pour eat-2(ad465),
portant la mutation sod-1(rt451), qui est un modele de sclérose latérale amyotrophique et le
rapporteur fluorescent vsls48 (Punc-17::gfp). Contrairement aux résultats de Baskoylu et al. (2018),
mes analyses rigoureuses et détaillées n'ont pas révélé de différences au niveau des neurones
cholinergiques chez les vers de type sauvage vsls48, les simples mutants eat-2(ad465); vsIs48 ou
sod-1(rt451); vsls48, ni chez les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465); vsls48. De plus,
malgré 1’exposition des vers a la concentration la plus élevée de paraquat (2.5 mM), aucune perte
significative de neurones cholinergiques n’a été notée, chez aucune des souches sauvages et
mutantes. Je tiens a préciser ici que l'utilisation d'un marqueur, comme vslIs48, de tous les neurones
cholinergiques a la fois (environ 120 neurones dans la corde ventrale et les ganglions de la téte du
ver) n'offre pas assez de résolution. Cette densité des neurones cholinergiques au niveau de la téte
rend leur compte infaisable. De plus, la disposition des neurones cholinergiques de la corde ventrale
varie considérablement d’un ver a I’autre, rendant impossible leur quantification exacte. Je n'ai

donc pas poursuivi cette analyse.

Pour I’observation des neurones glutamatergiques, nous avons d’abord utilis¢ le colorant
fluorescent rouge et lipophile Dil (Figure 3.2A et C). Dans la téte et la queue de C. elegans, des
neurones sensoriels glutamatergiques sont exposes a I'environnement, ce qui permet au colorant de
s'insérer dans la membrane exposée de ces neurones. En conditions normales (c'est a dire sans
paraquat), j'ai pu documenter que pratiquement tous les neurones ASH, PHA et PHB sont colorés
quand les animaux sont en présence de Dil, chez le type sauvage, les simples mutants eat-
2(ad465) ou sod-1(rt451), ou les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) (Figure 3.2B et D).

J'ai ensuite expose ces souches au paraquat et comptabilisé le pourcentage de vers qui présentent
des défauts d’absorption de Dil par les neurones. Pour toutes les concentrations testées de paraquat,
J’ai observé que I’absorption de Dil n’était pas compromise chez les vers de types sauvages et les

mutants eat-2(ad465) (Figure 3.2B et D). Cependant, les neurones ASH, PHA et PHB des mutants
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sod-1(rt451) et sod-1(rt451) eat-2(ad465), ont montré des défauts d’absorption de Dil, avec une
plus grande proportion chez les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) (Figure 3.2B et D). Ces
résultats n’ont fait que souligner 1’effet défavorable de la restriction calorique chez les modéles de

sclérose latérale amyotrophique.
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Figure 3.2 Résultats de la visualisation des neurones ASH (A), PHA et PHB (C) avec le colorant Dil, suite
a I’exposition au paraquat (0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM) chez les vers de type sauvage (N2), les simples mutants
eat-2(ad465) et sod-1(rt451), et les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) au jour 1 de I’4ge adulte. A.
i) Schéma représentant les neurones chimiosensoriels de la téte, dont ASH, marqués par Dil (adapté de
Baskoylu et al., 2018). ii) Image représentant la coloration des neurones chimiosensoriels par Dil (cercle en
pointillés jaunes). iii) Neurones chimiosensoriels colorés par Dil chez le type sauvage aprés exposition au
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paraquat. iv) Neurones chimiosensoriels colorés par Dil chez les mutants simples sod-1(rt451) aprés
exposition au paraquat. Le cercle en pointillés rouges indique la présence ou 1’absence de coloration du
neurone ASH. B. Graphique représentant le pourcentage de vers avec des défauts de coloration de ASH,
suite & une exposition au paraquat. C. v) Schéma représentant les neurones chimiosensoriels de la queue
PHA et PHB, marqué par Dil (adapté de Baskoylu et al., 2018). vi) Neurones chimiosensoriels PHA et PHB
colorés par Dil chez le type sauvage apres exposition au paraquat. vii) Neurones chimiosensoriels PHA et
PHB colorés par Dil chez les mutants simples sod-1(rt451) apres exposition au paraquat. Les pointillés
jaunes délimitent la queue du ver. D. Graphique représentant le pourcentage de vers avec des défauts de
coloration des neurones PHA et PHB, suite a une exposition au paraquat (proportion + erreur standard de
proportion, tests Z avec valeurs p-ajustées pour comparaisons multiples). Les différences significatives sont
indiquées par des astérisques (*** p < 0,001 ; ** p< 0.01 ; * p < 0,05 ; ns : non significatif). Echelle = 10
pum. N > 60 pour chacun des génotypes dans toutes les conditions.

3.1.3 Défauts du neurone ASH chez le modele de sclérose latérale amyotrophique

L’absence d’absorption du colorant Dil par les neurones chimiosensoriels ASH, PHA et
PHB chez le modele de sclérose latérale amyotrophique sod-1(rt451) suggere des défauts au niveau
de ces neurones. Cependant, contrairement aux hypothéses de Baskoylu et al. (2018), ces defauts
de coloration ne sont pas forcément dus a une neurodégénérescence. L’absence d’absorption de
Dil par les neurones ASH, PHA et PHB peut étre liée a (i) des défauts structuraux ou (ii) a I'absence
du neurone en tant que tel. Dans le but de mieux comprendre les raisons de la perte d’absorption
du colorant Dil, nous avons utilisé le rapporteur fluorescent Psra-6::DsRed, encodé génétiquement.
Ce rapporteur permet la visualisation du neurone de facon fiable, car cela ne dépend pas de
l'exposition des dendrites du neurone a un colorant externe. J’ai donc généré des intégrants qui
expriment ce rapporteur de facon stable (car le transgene a été inséré dans le génome). Un des
intégrants, nomme qvis19(Psra-6::DsRed)- a été utilisé pour construire les souches simples
mutantes sod-1(rt451); qvis19 et eat-2(ad465); qvis19 puis, les doubles mutants sod-1(rt451) eat-
2(ad465); qvlsio.

J’ai ensuite exposé des vers L4 de ces souches, pendant 14 heures, a des concentrations de 1 mM
et 2.5 mM de paraquat, afin de déterminer si le neurone ASH était présent ou absent chez les vers
de ces diverses combinaisons génétiques et exposés au paraquat. Aucun ver ne présentait de perte
du neurone ASH, aprés exposition au paraquat et ce, méme a la concentration la plus élevée, ce qui
démontre bien que l'absence de coloration Dil n'était pas due a la neurodégénérescence, mais

possiblement a un défaut structurel empéchant la coloration du neurone.
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J’ai d'ailleurs noté une altération structurelle au niveau des dendrites du neurone ASH chez les
modeles de sclérose latérale amyotrophique (Figure 3.3A et B). En effet, les dendrites paraissaient
avoir un diametre affaibli et présenter des varicosités ou un état de perlage. Ce défaut structurel
pourrait étre li¢ a I’absence d’absorption du colorant par le neurone ASH, PHA et PHB. Pour tester
cette hypothése, nous avons utilisé un autre colorant semblable au Dil, mais de couleur verte,
nommé DiO, qui tout comme le Dil est absorbé par les neurones ASH, PHA et PHB. J’ai donc
soumis les vers de types sauvage et mutants (stade L4), qui expriment le marqueur qvisl9, au
paraquat (1mM et 2,5 mM) pendant environ 14 heures, puis je les ai ensuite exposés au colorant
DiO. Apreés observation sous microscope de la fluorescence rouge (qvis19) et de la fluorescence
verte (Di10), j’ai superposé ces deux fluorescences pour évaluer la présence ou non de coloration,
et comparer la structure du neurone (Figure 3.3C). De facon invariable, tous les vers dont le neurone
sous étude n’était pas coloré, présentaient un perlage dendritique (en rouge ; Figure 3.3D). De plus,
ces défauts dendritiques sont davantage presents chez les doubles mutants sod-1(rt451) eat-
2(ad465), de maniére similaire aux résultats obtenus lors des expériences avec le colorant Dil. Ces
résultats nous ont permis de conclure que 1’absence de coloration de ASH, précédemment notée,
est probablement due a des defauts structurels du neurones (perlage dendritique du neurone) et non
pas a une absence du neurone. En revanche, le rapporteur qvis19 ne marque malheureusement pas
les neurones PHA et PHB. Et donc les raisons de 1’absence du colorant dans ces neurones restent
a étre ¢tudiées. Cependant, I’hypothése de neurodégénérescence de PHA et PHB semble

improbable.
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Figure 3.3 Observation simultanée du neurone ASH en utilisant le marqueur fluorescent Psra-6::DsRed et
du colorant DiO. Résultats de la superposition de ces deux signaux fluorescent suite a 1’exposition au
paraquat (1 mM, 2.5 mM), chez les vers de type sauvage (N2), les simples mutants eat-2(ad465) et sod-
1(rt451), et les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465), au jour 1 de I’age adulte. A. Visualisation des
dendrites du neurone ASH avec le rapporteur fluorescent Psra-6::DsRed. i) des dendrites intactes de vers
de type sauvage. ii), des dendrites présentant un perlage dendritique (cercle en pointillés rouges) de vers
mutants sod-1(rt451) aprés exposition au paraquat. B. Graphique représentant le pourcentage de vers avec
un perlage dendritique suite a une exposition au paraquat. C. Images représentant le neurone ASH marqué
par le rapporteur fluorescent Psra-6::DsRed (haut), le colorant fluorescent vert DiO (milieu) ou la
superposition des deux (bas) chez iii) les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) et iv) les vers de type
sauvage aprés exposition au paraquat. D. Tableau récapitulatif des résultats de la superposition du marqueur
fluorescent Psra-6::DsRed et du colorant DiO, suite a I’exposition au paraquat (proportion + erreur standard
de proportion, tests Z avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Les différences significatives
sont indiquées par des astérisques (*** p < 0,001 ; ** p < 0.01 ; * p< 0,05 ; ns : non significatif). Echelle =
10 um. N >58 pour chacun des génotypes dans toutes les conditions.

3.2 Résultats obtenus sur le modéle de la maladie de Huntington

3.2.1 Etude de I’effet de la restriction calorique sur les défauts moteurs chez un
modeéle de maladie de Huntington

Les répétitions étendues anormales du codon CAG (>35) au niveau de la queue

polyglutamique (polyQ35+) de la protéine Huntingtine ont précédemment été établies comme étant
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toxiques chez plusieurs especes, notamment, chez C. elegans (Morley et al., 2002 ; Hoffner et
Dijan, 2014 ; Rudich et al., 2020). Parmi les phénotypes engendrés par la queue polyglutamique
mutée, des défauts de la fonction motrice ont été décrits. Afin de savoir si la restriction calorique a
un effet sur ces défauts moteurs, nous avons utilisé un modele de maladie de Huntington,
rmls190(F25B3.3p::Q67::CFP), qui exprime la queue polyglutamique de la Huntingtine avec 67
répétitions CAG. Comme contréle, nous avons utilisé rmls172(F25B3.3p::Q19::CFP), qui ne code
que pour 19 répétitions CAG de la queue polyglutamique de la protéine Huntingtine. J’ai croisé
ces souches de modele de la maladie et le contrble avec des mutants eat-2(ad465) afin d'évaluer
les effet de la restriction calorique.

Pour toutes ces souches, j’ai effectué un test de motilité de nage (thrashing assay) sur des vers au
jour 5 de I’age adulte (Figure 3.4A). Ce test de nage consiste a mettre des vers dans un milieu
liquide et de compter, par minute, le nombre de battements que fait un ver avec son corps. Le
principe de ce test est de considérer qu’une diminution dans la fréquence des battements,
comparativement aux souches contréles, est un défaut de motilité. Pour les vers de types sauvage
N2 et nos vers contrbles rmlIs172(polyQ19), aucune différence significative dans le nombre de
battements du corps n’a été observée (Figure 3.4B). Les mutants eat-2(ad465) et souches
rmls172(polyQ19); eat-2(ad465) ont présenté un nombre de battements significativement plus
élevé, comme attendu (Figure 3.4B). Le nombre de battements des mutants rmlIs190(polyQ67) était
le plus faible, ce qui indique une baisse de motilité chez le modele de la maladie (Figure 3.4B).
Enfin, chez les doubles mutants rmlIs190(polyQ67); eat-2(ad465), le nombre de battements était
augmenté de maniere significative par rapport aux vers du modeéle rmis190(polyQ67) de la maladie
de Huntington (Figure 3.4B), indiquant que la restriction calorique a un effet d'amélioration de la
condition motrice chez ce modele. A noter que la motilité n’était pas rétablie au niveau des souches
contrbles (type sauvage ou polyQ19), mais ces résultats restent encourageants. De plus,
I'amélioration varie d'un animal a l'autre, et il serait intéressant de déterminer si ces effets sont
stables pour un individu donné ou variables dans le temps pour tous les vers de cette souche
rmls190(polyQ67); eat-2(ad465).
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Figure 3.4 Tests de motilité (thrashing assay) chez les vers de type sauvage (N2), les controles
rmls172(polyQ19), les mutants simples eat-2(ad465) et rmIs190(polyQ67), et les doubles mutants rmIs190;
eat-2(ad465), au jour 5 de I’age adulte. A. Images d’intervalles de temps montrant un battement complet
chez un ver nageant dans une goutte de M9 (adapté de Shivers et al., 2017). B. Graphique montrant les
résultats des tests de motilité (thrashing assay ; proportion + erreur standard de proportion, tests exacts de
Fisher avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Les différences significatives sont indiquées
par des astérisques (*** p < 0,001). Echelle = 100 pm. N > 60 pour chacun des génotypes.

3.2.2 Etude de Deffet de la restriction calorique sur les agrégations protéiques chez le
modéle de maladie de Huntington

3.2.2.1 Effet de la restriction calorique médiée par la mutation eat-2(ad465)

Comme mentionné précédemment, I’¢longation anormale de la queue polyglutamique de la
protéine huntingtine induit 1’accumulation de cette protéine en agrégats (Bauer et Nukina, 2009).
Nous avons donc raisonné que cette agrégation pourrait étre responsable des défauts moteurs
observés chez les vers modélisant la maladie de Huntington. Pour analyser I’accumulation en
agrégats de la protéine huntingtine avec la queue polyglutamique (polyQ), nous avons utilisé les
rapporteurs fluorescents rmls172(polyQ19) et rmls190(polyQ67), tous deux étant des fusions de
la queue polyQ19 ou polyQ67, respectivement, avec la protéine fluorescente CFP (cyan fluorescent
protein; les transgenes sont au fait rmls172(polyQ19::FCP) et rmls190(polyQ67::FCP). Ces
rapporteurs ou fusions traductionnelles sont exprimées dans tous les neurones du ver (sous le

contr6le du promoteur pan-neuronal F25B3.3p) (Figure 3.5A).
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Ayant construit les souches avec rmis172(polyQ19::FCP) ou rmIs190(polyQ67::FCP), avec ou
sans la mutation eat-2(ad465), j'ai pu quantifier ’agrégation de la polyQ au jour 3 de I’age adulte
(Figure 3.5B). Les souches controles qui expriment la polyQ19 sauvage, avec ou sans la mutation
eat-2(ad465), ne présentaient aucune accumulation de la queue polyQ19, comme attendu.
Cependant, une différence significative a été notée entre les vers du modéle rmls190(polyQ67) et
les vers doubles mutants rmis190; eat-2(ad465) (Figure 3.5B). En effet, les doubles mutants
rmis190; eat-2(ad465) présentaient des agrégations moins étendues de la polyQ67 (représentées
par des puncta de couleur cyan), au niveau de la téte (Figure 3.5B). Ceci suggére que la restriction
calorique mene a une réduction de la taille des agrégats de la queue polyglutamique.
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Figure 3.5 Résultats de la quantification de la taille des agrégats de la queue polyglutamigque mutée
(polyQ67) chez les animaux rmls190(polyQ67) et rmls190; eat-2(ad465), au jour 3 de I’dge adulte. A.
Visualisation de la taille des agrégats de la polyQ67 (triangles jaunes) avec le rapporteur
F25B3.3p::Q67::CFP chez les mutants rmlIs190 (haut) et rmls190; eat-2(ad465) (bas). L’agrégation de la
polyQ67 au niveau de I’anneau nerveux (cercle en pointillés rouges) est agrandie a droite. B. Quantification
de la taille des agrégats de polyQ67 entre les mutants rmls190 et rmls190; eat-2(ad465) (proportion * erreur
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standard de proportion, tests exacts de Fisher avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Echelle
=10 pm N > 60 pour chacun des génotypes.

3.2.2.2 Effet de la restriction calorique médiée par drl-1(ARNi)

Dans le but de solidifier ces derniers résultats, ou la restriction calorique est associée a une
réduction des agrégats protéiques de la polyQ67, nous avons testé un autre modele de restriction
calorique génétique, soit par le silencage du géne drl-1 (pour dietary restriction like) par une
approche d’ARN interférence (Chamoli et al., 2014). En premier lieu, il fallut valider que la perte
de fonction du géne drl-1 a des effets neuroprotecteurs sur le systéeme nerveux du ver, comparables
a ceux de la restriction calorique médié par la mutation eat-2(ad465). En effet, chez les vers de
types sauvage, des altérations structurelles des neurones se manifestent avec I'dge, et ces
changements neuroanatomiques sont robustement retardés par la restriction calorique chez les
mutants eat-2 (Khandekar, 2015). Nous avons donc reduit la fonction du gene drl-1 par ARNi et
analyse certains neurones de vers a différents ages. Cette analyse a été faite avec I'étudiant du
laboratoire Yann Chabi (Figure 3.6A et B).

Pour cette approche, nous avons d’abord examiné certains neurones mécanosensoriels, en utilisant
le rapporteur fluorescent zdls4 (mec-4::GFP). Ce rapporteur a préecédemment été utilisé par notre
laboratoire (Khandekar, 2015) pour étudier I’effet de la restriction calorique médié par eat-2(ad465)
sur le systéme nerveux. En effet, avec ’age I’anneau nerveux se déplace postérieurement et les
projections des neurones PLM s'allongent chez le type sauvage, ce qui est retardé par la mutation
eat-2(ad465). Nous avons donc soumis des vers PO zdls4 (mec-4::GFP) de stade L4 sur des plaques
contenant des bacteéries E. coli(HT115) qui possedent le plasmide qui permet le silencage du géene
cible drl-1 [ou le plasmide vide « EV » (empty vector) comme contrdle (Kamath et Ahringer,
2000)]. Puis nous avons réguliérement transféré sur de nouvelles plaques la progéniture F1 de ces
vers afin de les observer au jour 3, 5 et 10 de I’dge adulte. Nous avons constaté que, similairement
a la mutation eat-2(ad465), I’inhibition de I’expression de drl-1 retarde I’apparition des phénotypes
liés a 1’age, comme la mutation eat-2(ad465) (Figure 3.6A et B). Cette Vérification préliminaire
démontre que I'ARNI de drl-1 a des effets physiologiques détectables qui impactent le systeme
nerveux. Il reste possible que ces effets soient en sous-estimation, surtout si la fonction de drl-1 est

cruciale pour les neurones, étant donné que : 1) 'ARNi a souvent des effets partiels et 2) la majorité
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des neurones tendent a étre réfractaire a I’ARNi chez C. elegans. Toutefois, suite aux effets détectés,

nous avons décidé de poursuivre les expériences.

Suite a ces résultats, j’ai utilisé drl-1(ARNi) pour observer son effet sur ’agrégation de la queue
polyglutamique (polyQ). J’ai donc soumis des vers mutants rmis190(polyQ67) a drl-1(ARNI), afin
d’évaluer ’agrégation polyglutamique de leur progéniture au jour 3 et 5 de 1’age adulte (Figure
3.6C). Nos résultats nous ont révélé que, comparativement aux vers mutants transférés sur les
plaques contrdles « EV » le silengage du géne drl-1 a réussi a diminuer la taille des agrégats de
polyQ67 (Figure 3.6C). Ces résultats indiquent que la restriction calorique exercée par la mutation
eat-2(ad465) ou par le silencage de drl-1, diminution de la taille des agrégats des protéines Hht

polyglutamiques de ce modele de maladie de Huntington, ce qui pourrait étre bénéfique.
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Figure 3.6 Résultats des expériences de silencage du gene drl-1 par ARNi chez les vers de type sauvage et
les animaux rmls190(polyQ67). A. Graphique représentant le pourcentage de vers qui présentent un
positionnement postérieur de 1’anneau nerveux lorsque soumis a la restriction calorique [drl-1(ARNiI)], au
jour 5 de I’age adulte. L’anneau nerveux a été visualisé avec le rapporteur fluorescent Pmec-4::GFP B.
Graphique représentant la longueur des projections postérieures des neurones PLM chez des animaux dont
la mére et eux méme ont été soumis a la restriction calorique [drl-1(ARNI)]. L'observation de PLM a été
faite au stade L4 et au jour 10 de I’4ge adulte. Les neurones PLM ont été visualisés avec le rapporteur
fluorescent Pmec-4::GFP. Le travail sur PLM a été fait en collaboration avec Yann Aghiles Chabi. C.
Quantification de la taille des agrégats de polyQ67 au jour 3 et 5 de I’Age adulte chez les animaux rmIs190,
lorsque soumis a la restriction calorique [drl-1(ARNI)] (proportion + erreur standard de proportion, tests
exacts de Fisher avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Les différences significatives sont
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indiquées par des astérisques (*** p < 0,001 ; ** p <0.01). N >50 pour chacun des génotypes dans toutes
les conditions. EV : empty vector.

3.2.3 Etude de I’effet de la restriction calorique sur les agrégations intraneuronales
de la queue polyglutamique chez un modeéle de maladie de Huntington

Nous avons ensuite voulu savoir si ces agrégations de la protéine avec queue
polyglutamique s’accumulent au niveau des neurones et si tel est le cas, si la restriction calorique
favorise la diminution des agrégats dans ces neurones. Pour ce faire, j’ai examiné deux types de
neurones. J’ai croisé les vers modélisant la maladie de Huntington, soumis ou non a la restriction
calorique [eat-2(ad465)], avec des vers qui expriment les rapporteurs qvis19 (Psra-6::DsRed) et
jsIs973 (Pmec-7::mRFP), qui marquent respectivement des neurones chimiosensoriels (Figure
3.7A) et des neurones mécanosensoriels (Figure 3.8A). J’ai ensuite observé ces vers au jours 3 et
5 de I’age adulte. Pour les neurones ASH, je n’ai comptabilisé que la présence d’agrégation de
polyQ a I’intérieur du neurone. Pour les neurones mécanosensoriels, j’ai comptabilisé comme «
défaut » tout neurone présentant soit (1) la présence d’agrégation de polyQ a I’intérieur des
neurones, (2) un allongement, (3) une faible fluorescence ou (4) de la neurodegénérescence (Figure
3.8B).

Quant a I’agrégation de la queue polyQ, mes résultats ont révélé que les agrégats de la version avec
polyQ67 peuvent s’accumuler a I’intérieur de ASH et des neurones mécanosensoriels. De plus, les
souches doubles mutants rmls190; eat-2(ad465) avaient un pourcentage significativement inférieur
de présence d’agrégations de polyQ67 a I’intérieur de ASH (Figure 3.7B) et des neurones
mécanosensoriels (Figure 3.8C et D), comparativement a celui des simples mutants rmls190.
Cependant, il est important de noter qu’au jour 5 de 1’age adulte, il n’y a plus de différence
significative du pourcentage de vers qui présentent des accumulations de polyQ67 a I’intérieur des
neurones mécanosensoriels entre les souches de rmls190(polyQ67) et du double rmlIs190; eat-
2(ad465) (Figure 3.8D). Ceci indique I'effet de diminution des agrégats par la resctriction calorique

semble s'affaiblir avec I'dge. Ces résultats seront discutés dans le chapitre « discussion ».
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Figure 3.7 Résultats de la quantification du nombre de vers qui présentent des agrégats de la queue
polyglutamique mutée (polyQ67) a I’intérieur du neurone ASH. A. Visualisation d’agrégats de la polyQ67
avec le rapporteur F25B3.3p::Q67::CFP a I’extérieur (triangle blanc) et a I’intérieur (triangle jaune) du
neurone ASH (cercle en pointillés jaune) chez les mutants rmlIs190(plyQ67), au jour 3 de 1’age adulte. B.
Graphique représentant le pourcentage de vers avec des agrégats de polyQ67 a I’intérieur du neurone ASH
entre les simples mutants rmls190(polyQ67) et doubles mutants rmis190; eat-2(ad465) (proportion + erreur
standard de proportion, tests Z avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Les différences
significatives sont indiquées par des astérisques (*** p < 0,001). Echelle = 10 um. N > 60 pour chacun des
génotypes.

En ce qui concerne les défauts observés au niveau des neurones mécanosensoriels AVM, ALM,
PVM et PLM, ceux-ci sont quasiment absents chez les souches contrdles rmls172(polyQ19) et
rmls172(polyQ19); eat-2(ad465) (Figure 3.8C et D). En contraste, des défauts sont présents chez
les mutants rmIs190(polyQ67) et rmls190(polyQ67); eat-2(ad465) (Figure 3.8C et D). A noter que,
comparativement aux mutants simples rmls190(polyQ67), les défauts sont amoindris chez les
doubles mutants rmlIs190(polyQ67); eat-2(ad465) au jour 3 et 5 de I’age adulte pour chaque classe
de neurone (AVM, ALM, PVM et PLM ; Figure 3.8C et D). L’ensemble de ces résultats montre
que les neurones ont moins de défauts en condition de restriction calorique dans ce modéle de
maladie de Huntington. Ceci suggére que la restriction calorique a un effet protecteur de chez ce

modeéle de maladie de Huntington.
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Figure 3.8 Résultats de la quantification du nombre de vers avec des défauts des neurones mécanosensoriels,
au jour 3 et 5 de 1’age adulte chez les vers controles rmIs172(polyQ19), les mutants simples eat-2(ad465)
et rmlIs190(polyQ67), et les doubles mutants rmls190; eat-2(ad465). A. Visualisation des neurones
mécanosensoriels AVM, ALM, PVM et PLM avec le rapporteur fluorescent Pmec-7::mRFP. Adapté de
WormAtlas. B. Types de défauts des neurones mécanosensoriels observés avec le rapporteur Pmec-
7::mRFP. C. Graphique représentant le pourcentage de vers avec des défauts des neurones
mécanosensoriels au jour 3. D. Graphique représentant le pourcentage de vers avec des défauts des neurones
meécanosensoriels au jour 5 de I’age adulte (proportion =+ erreur standard de proportion, tests Z avec valeurs-
p ajustées pour comparaisons multiples). Les différences significatives sont indiquées par des astérisques
(*** p <0,001 ; * p <0,05). Echelle = 10 um. N > 60 pour chacun des génotypes.

3.2.4 Exploration de ’autophagie dans I’effet de la restriction calorique

Plusieurs études ont montré que I’autophagie a un réle dans la médiation des effets de la
restriction calorique, chez plusieurs organismes (Hansen et al., 2008 ; Chung et Chung, 2019). Afin
de déterminer si tel est le cas chez le modéle de la maladie de Huntington utilisé dans ce travail,

j’ai effectué des expériences d’ARNI ciblant divers genes d'autophagie bien caractérisés chez C.

elegans. Jai d'abord fait une expérience pilote, ou les genes de la phase initiale (lgg-1, atg-7, atg-
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13) ou tardive (cup-5) de Il’autophagie ont ¢été silencés par ARNi chez les mutants
rmis190(polyQ67), au jour 3 de I’age adulte de la progéniture (Figure 3.9A). Ces résultats initiaux
ont révélé que, lorsque I’expression du géne Igg-1 est inhibée, les animaux du modele de la maladie
de Huntington rmls190(polyQ67) présentent de plus grosses agrégations de la queue polyQ67, en
comparaison aux autres genes testés (Figure 3.9A). Donc, le géne Igg-1, impliqué dans la phase

initiale de I’autophagie (Yang et al., 2022), a été choisi pour la suite.

Pour déterminer si I'effet de la restriction calorique par eat-2(ad465) sur la taille des agrégats de la
polyQ67 dépend de l'activité d'autophagie, jai réduit la fonction du gene Igg-1 chez les mutants
eat-2(ad465) portant le modele de la maladie. Jiai donc traité diverses souches par 1gg-1(ARNI),
ou par ARNIi controle (vecteur vide), et j'ai examiné par microscopie les animaux au jour 3 de ’age
adulte. J’ai comparé la taille des agrégats de polyQ67 chez les souches contrdles rmls172(polyQ19)
et rmlisl72; eat-2(ad465) et les souches modélisant la maladie de Huntington rmlIs190(polyQ67)
et rmis190; eat-2(ad465) (Figure 3.9B). Ces résultats ont montré, dans un premier temps, que la
réduction de la fonction de Igg-1 n'engendre pas d’accumulation de polyQ19 dans contréle (Figure
3.9B). En second lieu, le silencage du gene lgg-1 a induit une augmentation de la taille des agrégats
de la polyQ67 chez les mutants rmis190 et souches rmls190; eat-2(ad465), comparativement aux
vers traités avec I’ARNi controle (vecteur vide ; Figure 3.9B). Ceci suggeére que lorsque
I’autophagie est perturbée, ’effet de la restriction calorique par la mutation eat-2(ad465) est

diminué, et que donc l'autophagie est requise pour I'effet protecteur de la restriction calorique.

Néanmoins, lorsque Igg-1 est silencé, une différence de la taille des puncta de polyQ67 entre les
mutants simples rmlIs190(polyQ67) et les doubles mutants rmlIs190; eat-2(ad465) subsiste. Méme
si cette différence est beaucoup moins accentuée [p<0.001 (EV) a p<0.05 (ARNi(lgg-1))] (Figure
3.9B), celle-ci suggere que des facteurs, autres que ’autophagie, interviennent dans la médiation
des effets bénéfiques de la restriction calorique. En résumé, ces résultats indiquent que I’autophagie
contribue aux effets bénéfiques de la restriction calorique, dans le cas de ce modéle de la maladie

de Huntington.
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Figure 3.9 Résultats de la quantification de la taille de la queue polyglutamique mutée (polyQ67) apres
disruption de I’autophagie par ARNI, au jour 3 de ’age adulte. A. Graphique représentant la taille des
agrégats de polyQ67 aprés silencage des genes de la phase initiale (Igg-1, atg-7, atg-13) et tardive (cup-5)
de ’autophagie, chez les mutants simples rmls190. B. Graphique représentant la taille des agrégats de
polyQ67 lorsque lgg-1 est silencé, chez les vers controles rmis172(polyQ19), les mutants simples eat-
2(ad465) et rmls190(polyQ67) et les doubles mutants rmls190; eat-2(ad465) (proportion + erreur standard
de proportion, tests exacts de Fisher avec valeurs-p ajustées pour comparaisons multiples). Les différences
significatives sont indiquées par des astérisques (*** p < 0,001 ; * p < 0,05). Sauf pour les expériences
pilotes (A), N > 50 pour tous les génotypes dans toutes les conditions. EV : empty vector.
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CHAPITRE 4

Discussion des resultats et perspectives

En raison de l'impact crucial de la restriction calorique, diverses recherches ont été menées
dans le passé sur C. elegans. Par exemple, Steinkraus et al., (2008) ont démontré que la restriction
calorique permettait non seulement de diminuer la protéotoxicité liee aux maladies
neurodégénératives chez C. elegans mais aussi d’augmenter ’espérance de vie, de maniére
dépendante de HSF-1. Etonnement, d’autres études ont démontré que, contrairement aux
recherches citées précédemment, la restriction calorique n’a aucun effet sur la protéotoxicité
neuronale, liées aux maladies neurodégénératives (Tauffenberger et al., 2012). De plus,
Tauffenberger et al., (2012) ont également démontré que I’enrichissement du milieu en glucose a
réussi a diminuer cette protéotoxicité neuronale. Ces conclusions opposées mettent en lumiere la
nécessité d'une compréhension plus approfondie des meécanismes sous-jacents a la relation entre la
restriction calorique et la neurodégenerescence. C'est dans cette optique que s'inscrit mon projet de
recherche : déterminer l'effet de la restriction calorique sur la progression des maladies

neurodégénératives et examiner les mécanismes impliques dans cette potentielle interaction.

Dans ce but, des modéles de C. elegans de sclérose latérale amyotrophique et de la maladie
de Huntington ont été soumis a la restriction calorique. Pour ce faire, nous avons utilisé deux
modeéles génétiques de restriction caloriqgue : la mutation eat-2(ad465) et I’inhibition de
I’expression du géne drl-1 ("dietary restriction like"). Il en est ressorti que I’impact de la restriction
calorique est fortement déterminé par le contexte pathologique dans lequel elle est appliquée. En
effet, les résultats ont révélé que dépendamment de la maladie neurodégénérative, la restriction
calorique peut accentuer ou atténuer les défauts observes chez les modeles de sclérose latérale
amyotrophique et de maladie de Huntington, respectivement. L’interprétation des résultats ci-
dessus serait renforcée d'avantage par une confirmation moléculaire du niveau d'expression du
transgene dans les différentes conditions étudiées. Neanmoins, ces résultats contrastés soulévent
des questions cruciales quant aux mécanismes sous-jacents a ces réponses divergentes. Les
mécanismes pouvant expliquer ces différences seront discutés ultérieurement. Cette étude visait

donc a éclairer les mécanismes moléculaires et cellulaires complexes qui sous-tendent Il'interaction
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entre la restriction calorique et les processus de neurodégénérescence, ouvrant ainsi la voie a de

nouvelles perspectives dans la compréhension et la gestion des maladies neurodégénératives.

4.1 La restriction calorique exacerbe les défauts du modéle de sclérose latérale
amyotrophique
Dans un premier temps, nos expériences ont démontré que la restriction calorique [eat-
2(ad465)] conduit & une aggravation des défauts observés chez le modéle de sclérose latérale
amyotrophique sod-1(rt451); eat-2(ad465) chez C. elegans, aprés induction d’un stress oxydatif
(Figures 3.1-3.3). Bien que ces résultats n’allassent pas dans le sens de notre hypothése, ceux-ci
n’étaient pas tant surprenants en vue des recherches paralléles sur la pertinence des régimes
hypercaloriques et riches en graisses sur les patients atteints de sclérose latérale amyotrophique.
En effet, une étude recente du EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition)
a montré que des niveaux éleves de graisse corporelle avant le diagnostic sont associes a un risque
réduit de déces par sclérose latérale amyotrophique (Gallo et al., 2013). De plus, des taux élevés
de triglycérides et un rapport cholestérol (HDL et LDL) accru, semblent augmenter la survie des
patients (Dupuis et al., 2004). Par ailleurs, il est communément établi que 1’état de santé des
personnes atteintes de sclérose latérale amyotrophique chute brusquement a partir du moment ou
les patients commencent a présenter des difficultés a se nourrir (Tanenbaum et Taft, 2013),

corrélant avec une diminution de 1’apport calorique.

Ces études chez I’humain sont également cohérentes avec des recherches faites sur des modéles
murins, montrant que chez les souris mutantes SOD1, un régime riche en calories a permis
d’améliorer la survie des animaux de 20% (Joardar et al., 2017). Bien que d'autres études soient
nécessaires, il semble que les régimes riches en calories soient bien tolérés et aient un potentiel
thérapeutique dans le cas de la sclérose latérale amyotrophique, contrairement a notre hypothese.
Ces informations pourraient donc rationnaliser nos résultats inattendus. A l'avenir, il serait
intéressant de voir si des formulations nutritives spécifiques sont bénéfiques pour des populations
de patients ciblés en fonction de la cause sous-jacente de la maladie et des profils métaboliques

individuels.

59



4.2 Le perlage dendritique pourrait représenter une étape précoce de la
neurodégénérescence chez le modele de sclérose latérale amyotrophique

Nos résultats ont révélé que, lorsqu’appliquée sur les vers modélisant la sclérose latérale
amyotrophique, la restriction calorique a exacerbé les defauts des mutants sod-1(rt451). Ceci s’est
traduit par un pourcentage de survie plus faible (Figure 3.1B) et une augmentation significative des
défauts d’absorption de colorants (Figure 3.2B) ainsi qu’un perlage dendritique au niveau du
neurone ASH (Figure 3.3 A et B). Cependant, méme apres exposition a une concentration
relativement forte de paraquat (2.5 mM), aucune absence du neurone ASH, qui suggérerait une
neurodégénérescence, n’a été observée avec le rapporteur fluorescent qvls19. Pourtant, la sclérose
latérale amyotrophique est une maladie caractérisée par la perte de neurones glutamatergiques chez
plusieurs especes, allant des modéles murins @ I’humain. Une raison qui pourrait expliquer
I’absence de neurodégénérescence chez les mutants sod-1(rt451), en comparaison aux autres
modeles étudiés pourrait étre liée a la simplicité de C. elegans. En effet, méme si C. elegans
présente plusieurs avantages di a sa simplicité, cela signifie egalement que sa biologie et ses
processus pathologiques pourraient ne pas refléter pleinement ceux d'organismes plus complexes
tels que la souris ou ’humain. Par exemple, certaines voies de signalisations, pertinentes pour la
sclérose latérale amyotrophique, pourraient ne pas exister de la méme maniére chez C. elegans.
Ceci pourrait empécher le vers de capturer pleinement la subtilité de la pathologie et entrainer des
différences dans la progression de la sclérose latérale amyotrophique (Nussbaum-Krammer et
Morimoto, 2014). De plus, il est également possible que le fait d’avoir observé les mutants sod-
1(rt451) au jour 1 de I’dge adulte n’ait pas fourni le temps nécessaire a la neurodégénérescence
d’avoir lieu ou alors que la durée de vie de C. elegans ne soit pas assez eétendue pour observer

quelconque dégénérescence du neurone ASH dans ce contexte.

Une autre raison qui pourrait expliquer ’absence de neurodégénérescence chez les mutants sod-
1(rt451), serait de comprendre la contribution des variants de SOD1 au développement de la
neurodégénérescence et leurs interactions avec divers facteurs environnementaux. En effet, il est
maintenant établi qu’il y a des variants plus agressifs que d’autres (Berdynski et al., 2022). Par
exemple, G85R (le variant utilisé pour notre modéle C. elegans de sclérose latérale amyotrophique)
est significativement associé a une progression de la maladie beaucoup moins sévere, K3E présente

une progression moyenne et G418 induit la progression la plus agressive (Berdynski et al., 2022).
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Ces différences peuvent étre attribuées a des changements structurels et fonctionnels de la SOD1
mutée (ex : perte de fonction ou gain de fonction toxique). Il serait donc pertinent, a ’avenir,
d’étudier d’autres variants de SODI, dits « plus agressifs », afin de déterminer I’effet de ces

derniers sur le systéme nerveux de C. elegans.

Néanmoins, méme si aucune perte du neurone ASH n’a été notée, un perlage dendritique a été
observé (Figure 3.3A et B). En effet, nos résultats ont révélé que tous les vers qui présentaient des
défauts d’absorption de colorants, exhibaient un perlage dendritique et vice versa (Figure 3.3C et
D). Il est donc injustifié¢ d’interpréter I’absence de coloration du neurone ASH par les colorants Dil
et DIO comme une neurodégénérescence. En effet, il est plus probable que 1’absence de coloration
du neurone ASH par les colorants Dil et DiO soit causée par des défauts morphologiques ou
fonctionnels. Ainsi, les colorants lipophiles sont pertinents pour nous informer rapidement sur
I’état global des neurones, mais des analyses plus profondes sont nécessaires afin de déterminer

spécifiquement I’altération neuronale sous-jacente.

Pour revenir au perlage dendritique, ce dernier a été défini il y a plus de quatre décennies comme
une des premieres caractéristiques du dommage neuronal (Olney et al., 1979). Cette forme de
défaut neuronal est considérée comme I'un des premiers changements structurels préliminaires a la
neurodégénérescence. Des études ultérieures a celle-ci ont souligné une association omniprésente
de la dysfonction mitochondriale et du perlage dendritique dans un vaste éventail de maladies
neurodégénératives (Johri et Beal, 2012). Ceci se manifeste par une diminution du potentiel
membranaire mitochondrial, des changements morphologiques et une baisse des niveaux d’ATP
(Johri et Beal, 2012). Ces observations sont particulierement convaincantes dans un contexte de
sclérose latérale amyotrophique causée par une mutation de SOD1, en prenant en considération
son réle crucial au niveau des mitochondries. Cependant, plusieurs autres études contredisent cette
hypothése. Différentes recherches attestent que malgré une corrélation importante entre le
dysfonctionnement mitochondrial et le perlage dendritique, la dépolarisation mitochondriale et la
baisse consécutive de I'ATP intracellulaire ne sont pas suffisantes pour induire constitutivement un
perlage dendritique (Greenwood et al., 2007 ; Verma et al., 2018). Des études supplémentaires sont
donc nécessaires pour comprendre les causes et mécanismes du perlage dendritique dans le
contexte de la sclérose latérale amyotrophique, afin de décrypter comment agit SOD1 mutée pour

induire ces défauts neuronaux.
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Néanmoins, ce qui est a noter est que ce phénomeéne de perlage dendritique pourrait représenter
une forme précoce de neurodégénérescence. Cette notion fournirait une hypothése supplémentaire
quant a I’absence de neurodégénérescence des mutants sod-1(rt451). En vérité, nous ne pouvons
ni confirmer ou infirmer la perte de neurones glutamatergiques des modeéles sclérose latérale
amyotrophique chez C. elegans, di a un seuil de sensibilité des vers au paraquat. En effet, méme
lorsqu’exposés a des concentrations faibles de paraquat (0.5 mM), les vers finissent par mourir
aprés une trop longue exposition (plus de 48 heures). Al’avenir, il serait donc intéressant de trouver
une nouvelle méthode d’induction du stress oxydatif, sans causer de mort précoce, afin de
déterminer si une potentielle neurodégénérescence des neurones glutamatergiques est observable
chez C. elegans. Par exemple, exposer les animaux pendant 48 heures a des concentrations plus
faibles de paraquat, afin d’observer ces animaux a des ages plus avancés, soit au jour 10, 15 ou 20

de ’age adulte.

4.3 La restriction calorique atténue les defauts du modele de la maladie de
Huntington chez C. elegans via la diminution des agrégats de polyglutamine

Contrairement aux résultats obtenus avec le modéle de sclérose latérale amyotrophique, la
restriction calorique a permis de diminuer les défauts observés chez les vers modélisant la maladie
de Huntington. Dans un premier temps, nos expériences ont révélé que la restriction calorique
permet d’atténuer les défauts moteurs chez les doubles mutants rmls190; eat-2(ad465) (Figure 3.4).
Une raison qui pourrait expliquer I’amélioration de la fonction motrice du modele de maladie de
Huntington lorsque soumis a la restriction calorique est la réduction de la taille des agrégats de la
queue polyglutamique mutée (polyQ67) (Figure 3.5). Cette réflexion vient du fait qu’une multitude
d’études ont démontré les propriétés toxiques de la polyQ mutée sur les neurones de C. elegans.
En effet, plusieurs recherches ont révélé que la polyQ mutée entrainerait des déficits moteurs, des
anomalies comportementales et une neurodégénérescence chez C. elegans (McCampbell et al.,
2001 ; Bates, 2003 ; Duennwald et al., 2006 ; Takahashi et al., 2010). Une explication de la toxicité
médiée par la polyQ mutée résulte d'observations que les agrégats de polyQ peuvent séquestrer des
protéines cellulaires fonctionnels, contenant des domaines polyQ plus courts. Par exemple,
McCampbell et al. (2000) ont montré que le recrutement de la protéine CBP (CREB binding
protein), un cofacteur de transcription qui contient un domaine polyglutamique, dans les agrégats

de polyQ, était associé a une toxicité neuronale. La CBP représente un candidat particulierement
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intéressant car elle est présente a des niveaux fonctionnellement limitants dans la cellule. De ce
fait, différentes voies de signalisation cellulaire concourent pour l'utilisation de la CBP. En raison
de ses niveaux limitants dans la cellule, la séquestration de CBP par les agrégats de polyQ67
représente une cause évidente de la toxicité de la polyQ mutée. De plus, le protéome prédit de C.
elegans contient approximativement 200 protéines avec des motifs polyQ, y compris les protéines
nécessaires a la protéostasie et a la réponse au stress cellulaire [par exemple, ATX-3 (Ataxin 3),
SGTA (Small Glutamine-rich, Tetratricopeptide repeat-containing protein Alpha), SIN-3 (yeast
Switch INdependent histone deacetylase component homolog 3) et PQE-1 (PolyQ toxicity
Enhancer 1)] (Michelitsch et Weissman, 2000). Il ne serait donc pas déraisonnable de suggérer que
certaines de ces protéines sont séquestrées au fil du temps par les agrégats de polyQ et ont un role
dans la toxicité médiée par ’agrégations de la polyQ, chez C. elegans. Par conséquent, il serait
pertinent que les recherches futures se focalisent sur I’identification des protéines cibles séquestrées
par les agrégats de polyQ. Par exemple, des essais de co-immunoprécipitation (co-IP), de
purification en tandem d’affinité (Tandem affinity purification), de marquage dépendant de la
proximité (Proximity-dependent labeling) ou des analyses de précipitation (Pull-down assays),
seraient pertinents pour identifier les protéines séquestrées ou qui interagissent avec les agrégats
de polyglutamine. De plus, un s€quencage ARN pourrait également permettre d’identifier les génes
dont I’expression serait directement ou indirectement influencée par la huntingtine. Par exemple,
nous savons que la huntingtine mutée, séquestre certains facteurs de transcriptions, tels que la
proteine CBP (McCampbell et al., 2000). Ce type d’interaction pourrait donc indirectement
modifier les niveaux d’expressions de certains génes. Ainsi, déterminer comment la polyQ
influence le déroulement des processus cellulaires est essentiel pour comprendre les mécanismes
sous-jacents au développement de la maladie de Huntington. Par ailleurs, il est aussi possible que
ces agrégats ne soient pas toxigques en soi et qu'ils soient simplement une conséquence neutre d'un
dysfonctionnement cellulaire sous-jacent a la neurodégénérescence. Enfin, il est également
essentiel de considérer la possibilité que les conditions (restriction calorique ou non) et traitements
différents (ARNi) peuvent influencer I’expression des transgénes F25B3.3p::Q19::CFP et
F25B3.3p::Q67::CFP et par conséquent, modifier les phénotypes observés. La vérification de

I’expression de la queue polyglutamique polyQ67 renforcerait nos résultats.
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4.4 La restriction calorique retarde ’accumulation des agrégats de polyglutamine
dans les neurones de C. elegans

Etant donné que nos résultats ont révélé que la taille des agrégats de polyQ a efficacement
été diminuée par la restriction calorique (Figure 3.5), nous avons voulu déterminer dans quels
neurones cet effet pouvait s’observer. Ainsi, nous avons étudié¢ le neurone chimiosensoriel ASH
(Figure 3.7) et les neurones mécanosensoriels AVM, ALM, PVM et PLM (Figure 3.8), basé sur
les indications de la littérature. Nos résultats ont révélé que la polyQ67 s’agrégeait effectivement
au niveau des neurones observés et que, contrairement au neurone ASH, les neurones
mécanosensoriels présentaient des défauts supplémentaires. Surtout, nos résultats ont révélé que la
restriction calorique [eat-2(ad465)] a permis de diminuer ces défauts. Néanmoins, ces défauts ainsi
que leur diminution suite a la restriction calorique, n'expliquent ni ’altération des fonctions
motrices des mutants rmIs190(polyQ67), ni son ameélioration chez les mutants rmls190; eat-
2(ad465). En effet, dans ce contexte, I’altération de la fonction motrice est plus susceptible d’étre
liée aux neurones moteurs. Il faudrait donc explorer I’effet de la polyQ67 sur ces neurones dans le
futur. Nous ne pouvons que spéculer que la restriction calorique pourrait potentiellement exercer
un effet positif sur les neurones moteurs, compte tenu de nos résultats et du fait que notre modéle
de maladie de Huntington exprime la polyQ67 dans tous les neurones (mais pas dans d‘autres types
cellulaires). L’implication des cellules musculaires dans le cas de notre étude est ainsi écartée. Il

serait donc pertinent d’étudier cette hypothése a I’avenir.

Un autre élément important a noter est qu’au jour 5 de I’age adulte, les vers modélisant la maladie
de Huntington, soumis ou non a la restriction calorique, semblaient ne plus présenter de différence
significative quant a I’agrégation de polyQ67 a I’intérieur des neurones mécanosensoriels (Figure
3.8D). Cette perte de différence pourrait étre interprétée a tort comme une diminution de I’efficacité
de la restriction calorique sur les agrégats de polyQ67 au fur que les vers vieillissent. Bien que cela
puisse étre vrai dans une certaine mesure, ici, la perte de différence serait surtout liee a un
déséquilibre dans le nombre de neurones mécanosensoriels entre ces deux souches. En d’autres
termes, le pourcentage d’accumulation de la polyQ67 dans les neurones mécanosensoriels ne peut
pas étre quantifié et comparé de maniere équitable. En effet, nous savons que les mutants
rmls190(polyQ67) présentent un plus grand taux de défauts neuronaux et de neurodégénérescence

des neurones mécanosensoriels. Par conséquent, cela réduit le nombre de neurones ou la polyQ67
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peut s’accumuler. Par exemple, si entre 5 vers rmls190, 3 d’entre eux ont perdu le neurone AVM,
il ne reste que 2 vers avec des neurones AVM, ou la polyQ67 peut s’agréger. Alors que pour les
vers rmis190; eat-2(ad465), les vers perdront moins de neurones AVM, ou la polyQ67 pourrait
s’accumuler. De ce fait, il en résulterait plus d’accumulation de polyQ67, chez les mutants de
maladie de Huntington, soumis a la restriction calorique. Ainsi, ce déséquilibre dans le nombre de
neurones entre les vers rmlIs190 et rmls190; eat-2(ad465), pourrait expliquer la perte de différence
entre le pourcentage de vers présentant des agrégats de polyQ67 dans les neurones
mécanosensoriels. Dans ce contexte, il serait préférable, a I’avenir, de normaliser ces résultats en

fonction du nombre de neurones, plutdt que du pourcentage de vers.

Toutefois, au jour 5 de I’age adulte, nous avons noté une augmentation d’autres défauts neuronaux
(neurones allongés, faible fluorescence, neurone absent) chez les doubles mutants rmlIs190; eat-
2(ad465), comparativement au jour 3 de 1’age adulte. Ce pourcentage reste significativement
inférieur a celui des simples mutants rmis190(polyQ67). Ces résultats nous suggerent que la
restriction calorique retarde les défauts du modele de maladie de Huntington, plutét que de
supprimer leur apparition. Des interrogations pertinentes subsistent : est-ce qu’une différence entre
les vers mutants rmls190 et rmis190; eat-2(ad465) serait encore notable au jour 10 de I’age adulte ?
En d’autres termes, combien de temps 1’effet de la restriction calorique demeure observable ? De
méme pour le neurone ASH pour lequel aucune dégénérescence n’a été observée. Serait-ce toujours
le cas au jour 10 de I’dge adulte ? Dans le cas contraire, est-ce que la restriction calorique
permettrait de retarder ou empécher une potentielle neurodégénérescence ? Des études
supplémentaires sur la dynamique de 1’agrégation de la polyQ, ainsi que I’effet a long terme de la

restriction calorique sur les modéles de maladies neurodégénératives seraient donc essentielles.

4.5 L’autophagie est impliquée dans la médiation de I’effet bénéfique de la
restriction calorique sur le modele de maladie de Huntington chez C. elegans

L’implication de ’autophagie dans le vieillissement a longtemps été étudiée. En effet, une
autophagie réduite, en lien avec I’dge, a largement été rapportée dans un vaste éventail
d'organismes (Leidal et al., 2018). Par exemple, la diminution du niveau de transcription des génes
liées a l'autophagie a été détectée chez les nématodes et la drosophile (Sarkis et al., 1988 ;
Simonsen et al., 2008) ainsi que des tissus agés des mammiferes et d’humains (Cuervo et Dice,

2000 ; Kaushik et al., 2012 ; Carnio et al., 2014). Fait intéressant, des preuves croissantes montrent
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que l'autophagie pourrait jouer un role bénéfique dans les troubles neuronaux tels que la maladie
d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington et la sclérose latérale
amyotrophique (Lee, 2012 ; Kesidou et al., 2013). Par exemple, dans le cas des protéinopathies,
les protéines mutées et susceptibles de s’agréger dans les neurones, ne peuvent pas étre réparties
par la division cellulaire, étant donné que les neurones sont des cellules post-mitotiques. Par
conséquent, les neurones requiérent des systéemes bien régulés de contrle de la qualité des

protéines, y compris 1’autophagie.

Dans le cas de la maladie de Huntington, la pathogenese est fortement influencée par une
dysfonction de l'autophagie neuronale (Ravikumar et al., 2004). Cependant, les événements
moléculaires conduisant a cette dysfonction demeurent incertains. De nombreuses approches
thérapeutiques, visant a traiter la maladie de Huntington sont en développement, via la
manipulation de l'autophagie. Plusieurs rapports suggerent que l'activation de l'autophagie induit
la dégradation a la fois des formes agrégees et solubles de la protéine HTT (huntingtine) et atténue
les anomalies comportementales, motrices ainsi que le développement de la maladie dans les
systéemes modélisant la maladie de Huntington (Cortes et La Spada, 2014 ; Ravikumar et al., 2004 ;
Tanaka et al., 2004 ; Rose et al., 2010). Par exemple, la rapamycine a réussi a réduire la toxicité
de la polyQ mutée et a diminué les phénotypes comportementaux et défauts moteurs chez des
modeéles murins de maladie de Huntington (Ravikumar et al., 2004). De plus, le tréhalose, la
rilmenidine, ainsi que la phénoxazine, des activateurs de l'autophagie indépendants de mTOR, ont
également amélioré I'élimination de la polyQ mutée et ont diminué les défauts observes chez ces
mémes modeles murins de maladie de Huntington (Ravikumar et al., 2004). Par ailleurs, de
récentes etudes sur C. elegans ont également souligné I’importance de 1’autophagie dans la maladie
de Huntington. Yang et al. (2022), ont réussi a mettre en évidence le role de 1’autophagie sur les
agrégats de polyQ mutée, chez des modéles C. elegans de maladie de Huntington, en inhibant
I’expression de genes liés a I’autophagie. En effet, lorsque les génes des phases initiale et tardive
de ’autophagie ont été silencés chez les vers, une accumulation de polyQ mutée accrue a été
observée. Dans I’ensemble, les recherches ont révélé plusieurs liens entre I’autophagie et les
protéinopathies & neurodégénérescence telles que la maladie de Huntington, d’ou la décision de

focaliser la suite de mon projet sur cet axe.
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Parallelement, il a été démontré que dans des conditions de stress, notamment en cas de restriction
calorique, l'autophagie est activée de maniére substantielle afin de favoriser la survie cellulaire
(Kaeberlein et al., 2005 ; Hansen et al., 2007 ; Kapahi et al., 2010 Feng et al., 2014). En effet,
I’autophagie joue un réle clé dans la médiation des effets de la restriction calorique sur la longévité
et ce, chez plusieurs organismes tels que C. elegans, la levure, la drosophile et les modéles murins.
Par exemple, chez C. elegans, il a été démontré que les effets de la mutation eat-2(ad465) et
I’inhibition de I’expression du géne drl-1, deux modeles génétiques de restriction calorique, sont
inhibés lorsque I’expression de PHA-4 est silencée. Le facteur de transcription PHA-4 est
¢galement nécessaire a I’induction de 1’autophagie en conditions de restriction calorique (Hansen
et al., 2008 ; Chamoli et al., 2014). Ces observations indiquent que l'augmentation de la fonction
autophagique, notamment via la restriction calorique, peut étre une approche efficace pour retarder
le vieillissement et promouvoir 1’apparition des maladies neurodégénératives chez différentes

especes, y compris chez les mammiferes.

Dans I’ensemble, les informations ci-dessus nous ont pousse a approfondir notre analyse du réle
de I'autophagie dans I’effet bénéfique de la restriction calorique que nous avons observe sur le
modeéle de maladie de Huntington. Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si la
restriction calorique [eat-2(ad465)] maintiendrait son effet sur la taille des agrégats de polyQ67,
méme lorsque 1’autophagie est interrompue [Igg-1(ARNI)] (Figure 3.9B). Nos résultats ont révéle
que (1) la taille des agrégats de polyQ67 chez les mutants rmIs190(polyQ67) a augmenté, suite a
I’interruption de I’autophagie et (2) I’effet bénéfique de la restriction calorique chez le modéle de
maladie de Huntington a été atténué (Figure 3.8A). Ces résultats suggérent que 1’autophagie joue
un role important dans la clairance de la polyQ agrégée mais surtout que 1’activité autophagique

intervient également dans les effets bénéfiques de la restriction calorique.

Par ailleurs, une différence significative de la taille des agrégats de polyQ67 entre les simples
mutants rmIs190 et les doubles mutants rmls190; eat-2(ad465) était toujours présente. 1l est donc
probable que des facteurs, autres que 1’autophagie, interviennent dans la médiation des effets de la

restriction calorique. Cette hypothese est davantage développée dans la section 4.6.
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4.6 L’autophagie n’est pas le seul mécanisme responsable de la médiation de I’effet
de la restriction calorique

De par nos résultats précédents (Figure 3.9B), il est devenu apparent que 1’autophagie n’est
pas le seul facteur ayant un réle dans la médiation des effets de la restriction calorique. Comme
mentionné précédemment, la restriction calorique emprunte plusieurs voies moléculaires afin de
médier ses effets. Par exemple, nous savons que dans le cas de la mutation eat-2(ad465), une
régulation a la hausse du facteur de transcription DAF-16 a été notée (Hansen et al., 2008). En plus
d’induire la transcription des génes nécessaires a 1’autophagie (ex : 1gg-1), DAF-16 entraine
¢galement la transcription d’autres protéines telles que les protéines HSF-1 (heat shock factors),
HIF-1 et SKN-1 (Lin et al., 2018). Ces protéines renforcent la résistance au stress cellulaire et au
stress oxydatif, antérieurement identifié comme facteurs sous-jacents dans la maladie de
Huntington (Kumar et Ratan, 2016 ; Singh et al., 2019). De plus, d’autres études ont également
identifie les dysfonctionnements mitochondriaux comme meécanisme potentiellement impliqué
dans I’apparition de la maladie de Huntington (Carmo et al., 2018 ; Jurcau et Jurcau, 2023). Par
ailleurs, la restriction calorique joue un réle bien connu dans la protection des mitochondries,
impliquant divers genes et voies moleculaires (Martin-Montalvo et De Cabo, 2013 ; Lopez-Lluch
et Navas, 2016). Par exemple, un homologue de SIRT1 des mammiferes, SIR-2.1, est activé en
réponse a la restriction calorique et contribue a maintenir l'intégrité mitochondriale en désacétylant
des proteines mitochondriales spécifiques et en réduisant le stress oxydatif (Merksamer et al.,
2013). De plus, la modulation de la voie de la protéine kinase AMPK, pendant la restriction
calorique, favorise la biogenese mitochondriale et ameliore I'élimination des mitochondries
endommagées via mitophagie (Canté et Auwerx, 2011). Enfin, des études récentes ont mis a jour
des protéines ayant un role similaire aux PGC-1a des mammiferes, chez C. elegans, telles que
ATGL-1. Cette protéine contribue a une biogenese mitochondriale accrue sous des conditions de
restriction calorique (Wang et al., 2019). Ces mécanismes complexes protégent collectivement la
fonction mitochondriale, fournissant ainsi, une explication alternative potentielle de I’effet

bénéfique de la restriction calorique sur le modeéle de la maladie de Huntington.

En outre, il est également nécessaire de souligner que des études récentes ont rapporté que les
neurones adultes chez C. elegans expulsent des vésicules entourées d’une membrane (d'environ 4

um de diamétre), appelées exophéres. Aprées avoir été découvertes chez C. elegans, les exophéres
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ont également été identifiées chez les mammiferes, plus particuliérement, dans les cardiomyocytes
murins et les neurones (Nicolas-Avila et al., 2020 ; Siddique et al., 2021 ; Suku et al., 2021). Ces
vésicules extracellulaires contiennent des agrégats de protéines et des organites (Melentijevic et al.,
2017). Mais encore, il a été observé que les neurones générant des exopheres semblaient mieux
fonctionner que ceux n'en produisant pas, lorsqu'ils étaient soumis a un stress protéotoxique. De
maniére intéressante, il a été suggéré que l'inhibition de la dégradation des protéines par la
perturbation de l'autophagie permet d’augmenter la production de ces exophéres. Ainsi, la
formation d'exophéres peut faire partie d'une réponse alternative, visant a débarrasser les cellules
de composants neurotoxiques lorsque la protéostasie est mise a I'épreuve (Melentijevic et al., 2017).
Un intérét considérable a été suscité par I'observation que, chez C. elegans, les neurones expulsent
les agrégats de protéines associés aux protéinopathies, via les exophéres, pouvant contribuer a
soulager la neurodegénérescence (Melentijevic et al., 2017; Wang et al., 2023). Des recherches
complémentaires chez C. elegans ont révélé que la production d’exophéres peut Etre
considérablement augmenté par le jelne, de manieres dépendantes et indépendants de
DAF16/FOXO (Cooper et al., 2021). En effet, 1'é1évation induite des niveaux d’exophéres, par le
jeline, ne nécessite pas les facteurs de transcription HSF-1, HIF-1, ou SKN-1, mais dépend en partie
de DAF-16/FOXO (Cooper et al., 2021). Cependant, ces données n'excluent pas la possibilité que
HSF-1, HIF-1, ou SKN-1 puissent fonctionner de maniére redondante dans la réponse des
exophéres au jetne (Cooper et al., 2021). Ainsi, la maniére dont DAF-16 intervient dans l'induction
des exopheres reste a clarifier. Ceci apportera une compréhension a un réseau moléculaire
hautement complexe, qui semble médier la multitude d’effets bénéfiques liés a la restriction
calorique. Par exemple, nous avons demontrée que la restriction calorique [eat-2(ad465)] ne perd
pas entierement son effet bénéfique chez les doubles mutants rmlis190; eat-2(ad465) lorsque
I’autophagie est interrompue. Il serait donc intéressant de déterminer s’il y a une augmentation de
la production d’exophéres chez les mutants eat-2(ad465), en premier lieu, en utilisant des
rapporteurs fluorescents qui marquerait les exophéres (ex : Pmec-4::mCherry). Par la suite, nous
pourrions également interrompre cette production d’exophéres (ex : silengage des génes des
filaments intermédiaires par ARNi (Arnold et al., 2023) en plus de I’autophagie, pour déterminer
si ’effet bénéfique de la restriction calorique chez les doubles mutants rmls190; eat-2(ad465) est
totalement aboli. En effet, Wang et al. (2023) ont démontré que lorsque I’autophagie est

interrompue via atg-16.2(ARNi) chez un modéle de maladie de Huntington, la production
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d’exophéres augmente. Il ne serait donc pas déraisonnable de penser que cela pourrait également
étre le cas dans des conditions de restriction calorique [eat-2(ad465)]. Ainsi, des études
supplémentaires sur I’implication des exophéres, comme de ’autophagie sont nécessaires et

seraient grandement pertinentes pour les recherches sur les protéinopathies.

4.7 L’augmentation de I’activité autophagique pourrait expliquer I’effet opposé de la
restriction calorique entre les modeéles de sclérose latérale amyotrophique et de
maladie de Huntington chez C. elegans

Les résultats contrastés obtenus aprés avoir soumis les modeles de sclérose latérale
amyotrophique et de maladie de Huntington & la restriction calorique nous ont poussé a nous
demander si I’autophagie y joue un role. Une notion qui pourrait expliquer 1’aggravation des
défauts observés chez les doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465) serait de considérer
I’augmentation de I’activité autophagique médiée par la restriction calorique. Tout d’abord, des
études précédentes ont mis en évidence des liens entre la physiopathologie de la sclérose latérale
amyotrophique et I'accumulation d'autophagosomes dans le cytoplasme des neurones de la moelle
épiniere des patients atteints de sclérose latérale amyotrophique (Sasaki, 2011). De plus, des
modeles de souris mutantes SOD1 ont révéelé une augmentation de formation d'autophagosomes,
ainsi qu'une diminution de l'activité de mTOR (Saxena et al., 2013), une hausse des niveaux de la
protéine de cargaison de 1’autophagic p62 (ubiquitin-binding protein p62 ; Gal et al., 2007 ; An et
al., 2014) et du facteur de transcription TFEB (régulateur de I'expression des genes de biogenése
autophagique et lysosomale) et de Beclinl (Settembre et Ballabio, 2011). Collectivement, ces
parametres indiquent l'activation de la machinerie autophagique. Cependant, cette activité ne se
reflete pas dans la dégradation des mitochondries dysfonctionnelles (An et al., 2014). Ceci suggere
une défaillance progressive de l'activité lysosomale au cours de la progression de la sclérose latérale

amyotrophique (Xie et al., 2015).

De maniére intéressante, la rapamycine, dont le réle bénéfique sur les modeles de maladie de
Huntington avait précédemment été établi (Ravikumar et al., 2004), joue un r6le opposé chez les
modeéles animaux de sclérose latérale amyotrophique. En effet, le traitement par la rapamycine dans
les modeles murins SOD1G93A aggrave la degénérescence des motoneurones et conduit a
davantage de déces chez les souris atteintes de sclérose latérale amyotrophique (Zhang et al., 2011).

D'autre part, le r6le de lI'autophagie semble étre déterminé par le stade de la dégénérescence des
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neurones moteurs. Alors qu'au début du processus de neurodégénérescence, l'autophagie est
essentielle pour maintenir les jonctions neuromusculaires chez les souris SOD1mut, aux stades
tardifs, l'autophagie s'est avérée néfaste. L'élimination d'Atg7 dans ce cas a réduit la progression
de la maladie et augmenté la durée de vie des souris (Rudnick et al., 2017). Enfin, des études
récentes avaient également démontré que SOD1, lorsque mutée, interagissait avec des facteurs

nécessaires a 1’activité autophagique et entravait cette derniére (Huai et Zhang, 2019).

A I’appui de ces informations, nous avons précédemment réalisé des expériences préliminaires afin
d’observer la dynamique des autophagosomes, chez le modele de sclérose latérale amyotrophique
[sod-1(rt451)], lorsque soumis a la restriction calorique [eat-2(ad465)] ou non. Pour ce faire, nous
avons utilisé le marqueur fluorescent sqls1l (Igg-1p::mCherry::GFP::lgg-1), dont le marquage
fonctionne comme suit : les autophagosomes sont marqués en jaune (preésence simultanee de
protéines fluorescentes vertes et rouges a I’intérieur des autophagosomes) et les autolysosomes, en
rouge (le pH acide a I’intérieur des autolysosomes, étouffe la fluorescence de la GFP). Ainsi,
I’accumulation d’autophagosomes (en jaune) implique une interruption de 1’autophagie. Mes
résultats préliminaires montrent une augmentation dans I’accumulation d’autophagosomes chez les
doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465), comparativement aux mutants simples sod-1(rt451)
ou eat-2(ad465), suggérant un dysfonctionnement accru de I’activité autophagique chez les
doubles mutants sod-1(rt451) eat-2(ad465). Il serait intéressant, a ’avenir, d’étendre I'étude des
mécanismes d’autophagie et leur implication dans la réponse de la restriction calorique dans le cas

de la sclérose latérale amyotrophique.

4.8 Vulnérabilité neuronale spécifique aux maladies neurodégéneératives

Une observation récurrente au fil de nos résultats était que certains types de neurones
exhibaient une vulnérabilité accrue aux modélisations de maladies neurodégénératives. Nous nous
sommes alors demandé ce qui pourrait expliquer cette susceptibilité neuronale différentielle. En
effet, les maladies neurodégénératives se caractérisent par leur impact spécifique sur des groupes
particuliers de neurones, présentant des traits pathologiques et moléculaires distincts. Une
caractéristique bien établie de ces pathologies est I'accumulation de protéines toxiques, qui joue un
réle central dans leur développement. Cette accumulation protéique, propre a chaque maladie,

définit en grande partie sa progression. Par conseégquent, on considére désormais les maladies
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neurodégénératives comme des ‘protéinopathies neuronales', ou Il'agrégation de protéines mal
repliées est un facteur causal majeur. Outre ces protéines mal repliées, les maladies
neurodégénératives partagent des schémas communs de dysfonctionnement de la protéostasie, de
perturbation des voies de signalisation, ainsi que des altérations au niveau des organites cellulaires.
Ces troubles incluent, entre autres, des déréglements métaboliques qui sont également liés au
processus de vieillissement. En conséquence, la vulnérabilité neuronale sélective pourrait résulter
de la combinaison spécifique de ces dysfonctionnements intracellulaires et processus
pathologiques. Ici, nous discutons comment des facteurs intrinséques et extrinséques influencent
le développement des maladies neurodégénératives, notamment, sur les neurones particulierement

sensibles.

4.8.1 Le modeéle de « seuil de stress » pour expliquer la vulnérabilité neuronale
sélective

Un modele largement considére par les recherches sur la vulnerabilité neuronale spécifique
est celui de « seuil de stress ». Ce modéle suggere que certains neurones sont plus vulnérables aux
maladies neurodegénératives, en raison de facteurs tels que le stress cellulaire, des niveaux éleveés
d'excitation et de charges intracellulaires en Ca?*, le vieillissement, le contexte génétique, les
conditions médicales préexistantes et les facteurs environnementaux tels que des lésions physiques,
des infections précédentes ou les conséquences chroniques du stress et des toxines
environnementales (Vermeer et al., 2003; Blasko et al., 2004; Szczygielski et al., 2005). Par
exemple, les traumatismes craniens répétés chez les joueurs de football sont fortement corrélés a
une tauopathie ultérieure avec démence (McKee et al., 2009). Ces neurones considéres
« vulnérables », lorsqu’associés a des processus spécifiques liés aux maladies neurodégénératives,
subissent finalement une dégénérescence. Parmi les facteurs qui peuvent s’accumuler et exacerber

la vulnérabilité neuronale spécifique, nous pouvons citer :

Interaction des protéines mal repliées : Une hypothése envisagée qui pourrait expliquer la
vulnérabilité neuronale spécifique aux maladies neurodégénératives, est que ’accumulation des
protéines mutées et mal repliées interfere avec des complexes de protéines régulatrices (Gidalevitz
et al., 2006 ; Haass et Selkoe, 2007 ; Winklhofer et al., 2008 ; Williams et Paulson, 2008 ; Roth et
Balch, 2011). Par exemple, de telles interactions peuvent saturer les sites de liaison de protéines

d'échafaudage, importantes pour la transduction de signaux intracellulaires, ou peuvent séquestrer
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des protéines nécessaires au maintien de I’équilibre cellulaire, telles que des protéines impliquées
dans la protéostasie. Il est déja établi que pour chaque protéine sujette au repliement incorrect,
certains types de neurones sont plus affectés par la maniere dont cette protéine perturbe les réseaux
protéiques, et cela pourrait contribuer davantage a leur vulnérabilité sélective a une maladie
neurodégenérative particuliére (Fu, Hardy et Duff, 2018). En effet, des études chez C. elegans ont
fourni des preuves que 1’a-synucléine, liée a la maladie de Parkinson, forme préférentiellement des
agrégats dans les neurones dopaminergiques du ver, ou elle induit d’autres protéines au repliement
incorrect, telles que les protéines qui contiennent des segments de polyQ (Brignull et al., 2006 ;
Lim et al., 2008). De plus, les protéines mal repliées, associées a des formes familiales de maladies
neurodégénératives, peuvent modéliser les mémes maladies avec la méme vulnérabilité neuronale
spécifique, lorsqu'elles sont exprimées chez d’autres espéces, ¢loignés sur le plan évolutif, tels que
le poisson-zebre, la drosophile et C. elegans (Lessing et Bonini, 2009 ; Zhang et al., 2010). Ces
études sont cohérentes avec l'idée que ces protéines mutées interferent chacune avec des réseaux
de signalisation cellulaire de maniere spécifique, affectant ainsi préférentiellement des sous-types
particuliers de neurones, dont les propriétés sont conservées sur le plan évolutif. Il est important de
noter que l'accumulation de proteines mal repliees, seule, n'est souvent pas suffisante pour causer
la maladie. Cela signifie que, méme si des dépots proteiques se forment dans les mémes zones du
cerveau ou les mémes neurones chez certaines personnes agées, tous ces individus ne développent
pas necessairement la maladie. Certains individus peuvent avoir ces dépdts sans montrer de
symptdmes significatifs de la maladie, tandis que d'autres peuvent la développer (Selkoe et Hardy,
2016). Cela suggeére que d'autres facteurs, génétiques ou environnementaux, jouent un réle crucial
dans la progression de la maladie, en association avec I'accumulation de protéines mal repliées.
Une observation, en somme, cohérente avec le modele de seuil de stress mentionné plus haut.
(Jellinger, 2004 ; Brignull et al., 2006 ; Kern et Behl, 2009 ; Sperling et al., 2009 ; Hedden et al.,
2009).

Profil d’expression génique : Lorsque I'on étudie les maladies neurodégénératives, il est important
de comprendre quels génes sont impliqués dans la maladie, en identifiant des variations génétiques
spécifiques associées. Cependant, il est également nécessaire de comprendre comment ces variants
fonctionnent et comment ils contribuent a la maladie. C'est la qu'intervient lI'analyse de I'expression

génique, spécifiques aux tissus et aux types cellulaires. C’est-a-dire qu’on se référe au fait que
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certains génes sont différentiellement exprimés d’un type neuronal a un autre. L'idée est de voir si
les genes associés a une maladie donnée, présentent des schémas d'expression similaires dans les
types neuronaux ou la maladie se manifeste mais aussi, d’avoir une idée sur le profil d’expression
d’autres genes, avec lesquels les protéines mutées, impliquées dans les maladies, peuvent
interagirent. Par exemple, les neurones moteurs vulnérables a la sclérose latérale amyotrophique
se distinguent par leur expression élevée de la superoxyde dismutase SOD1 (Pramatarova et al.,
2001). Cependant, lorsque des mutations surviennent dans le géne SODL, celle-ci se voit altérée
dans sa capacité a neutraliser les radicaux libres. Cela crée un état de stress oxydatif, conduisant a
des dommages cellulaires, notamment des dommages mitochondriaux (Guo et al., 2013). Les
neurones moteurs ont déja des besoins énergétiques élevés, et les dommages mitochondriaux
alterent leur capacité a produire de I'énergie, contribuant ainsi a leur vulnérabilité dans la sclérose
latérale amyotrophique (Vandoorne et al., 2018 ; Zhao et al., 2022). En somme, ces études
d’expression génique pourraient fournir des informations précieuses sur les mécanismes sous-

jacents des maladies neurodégénératives et aider a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Homéostasie du calcium : Le manque de protéines de liaison au Ca®* (telles que la parvalbumine
ou la calbindine) et la perturbation de la régulation intracellulaire du Ca?* sont, depuis longtemps,
supposées jouer un r6le important dans la wvulnérabilité des neurones aux maladies
neurodégénératives (lwamoto et Emson, 1991 ; Hof et al., 1993 ; Morrison, Hof et Morrison, 1998 ;
Morigaki et Goto, 2017). En effet, des études ont révélé que les neurones dopaminergiques de la
substance noire compacte, sélectivement affectée dans la maladie de Parkinson, partagent un
ensemble de caractéristiques qui peuvent sous-tendre leur vulnérabilité (Chung et al., 2005). Ils ont
des axones longs et tres ramifiés avec un nombre extraordinaire de sites de libération de
neurotransmetteurs (Chung et al., 2005; Greene, Dingledine et Greenamyre, 2005). Cette
combinaison de caractéristiques semble conduire a une surcharge en Ca?* intracellulaire et a un
stress oxydatif mitochondrial (Sulzer, 2007 ; Surmeier, Obeso et Halliday, 2017). Ces observations
ont également été notés au niveau des motoneurones de patients atteints de la sclérose latérale
amyotrophique (Chung et al., 2005). Il est donc suggéré qu’un large flux de Ca?* intracellulaire,
combiné a de nombreux points de jonctions neuromusculaires entrainent des demandes
énergétiques particulierement élevées pour le fonctionnement de ces neurones (Chung et al., 2005).

En accord avec cette notion, la perte de I’homéostasie calcique et le dysfonctionnement
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mitochondrial ont été impliqués dans de nombreux processus pathogénes des maladies

neurodégénératives.

Les mitochondries et la demande énergétique : La distribution des mitochondries et les demandes
énergétiques neuronales ont été suggerées comme facteurs potentiels dans la modulation de la
vulnérabilité neuronales face aux maladies neurodégénératives (Schapira et al., 1992 ; Hardy,
2016). Par exemple, les neurones dopaminergiques de la substance noire compacte présentent des
arbres axonaux beaucoup plus grands et un plus grand nombre de synapses que les neurones
dopaminergiques d’autres régions du cerveau, ce qui peut entrainer une élévation considérable de
leur demande énergétique (Brettschneider et al., 2015). De telles demandes énergétiques élevées
entraineraient, a leur tour, des niveaux continuellement élevés de stress oxydatif et de
dysfonctionnement mitochondrial qui pourraient augmenter la vulnérabilité des neurones a
l'agrégation de l'a-synucléine dans la maladie de Parkinson (Brettschneider et al., 2015). De plus,
des études complémentaires ont révélé que les neurones dopaminergiques de la substance noire
compacte, affectées lors de la maladie de Parkinson, ont une masse mitochondriale plus faibles,
comparativement aux autres neurones dopaminergiques, tels que ceux présents dans 1’aire
tegmentale ventrale, ce qui pourrait contribuer a la vulnérabilité sélective de la substance noire

compacte par rapport a ’aire tegmentale ventrale (Bender et al., 2006 ; Kraytsberg et al., 2006).

Neurotransmetteurs et récepteurs de neurotransmetteurs: L’expression différentielle des
neurotransmetteurs et de leurs récepteurs entre les sous-types neuronaux a depuis longtemps été
proposée pour expliquer la wvulnérabilité sélective des neurones dans les maladies
neurodégénératives (Choi, 1987 ; Greenamyre et Young, 1989 ; Morrison, 1993). Des études
antérieures montrent que les neurones exprimant les sous-unités GIuN1 et GIUN2B des récepteurs
NMDA sont plus sensibles aux effets du vieillissement et a la progression de la pathologie
d'Alzheimer, suggérant qu'il pourrait y avoir des profils d'expression différentiels des sous-unités
des récepteurs NMDA entre les neurones vulnérables et résistants (Mishizen-Eberz et al., 2004 ;
Magnusson et al., 2010). De méme, I'excitotoxicité induite par le glutamate par l'activation des
récepteurs NMDA et AMPA dans le striatum est considérée comme l'une des causes de la
vulnérabilité sélective des neurones MSN (medium spiny neurons) des modeles murins, dans la
maladie de Huntington (Zeron et al., 2002 ; Xia et al., 2010). De plus, des recherches ont révelé

des changements dans I'expression des récepteurs métabotropiques du glutamate (MGIuRs) et leur
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relation avec la vulnérabilité neuronale (Lee et al., 2004). En effet, une variation d'expression des
mGIuRs en fonction du type neuronal a été observée dans des régions cérébrales spécifiques,
affectées par la sclérose latérale amyotrophique et pourrait jouer un role clé dans la
neurodégénérescence sélective observée dans sclérose latérale amyotrophique et d'autres maladies
neurodégénératives (Tomiyama et al., 2001). Une caractérisation plus poussée du profil
d'expression des récepteurs de neurotransmetteurs et de leurs sous-unités aidera a mieux

comprendre la vulnérabilité sélective des neurones dans les maladies neurodégénératives.

En résumé, les maladies neurodégénératives représentent un ensemble complexe de troubles
caractérisés par une vulnérabilité neuronale sélective. Cette vulnérabilité découle d'une
combinaison de facteurs intrinséques et extrinséques, tous jouant un réle crucial dans le
développement de ces pathologies dévastatrices. Le modele de « seuil de stress » émerge comme
une perspective prometteuse pour expliquer cette vulnérabilité. 1l suggere que certains neurones
sont plus sensibles a la dégénérescence en raison de divers facteurs, tels que le stress cellulaire, les
niveaux élevés d'excitation, le vieillissement, le contexte génétique, les conditions médicales
préexistantes et les facteurs environnementaux. Lorsque ces facteurs s'accumulent et interagissent,
ils peuvent conduire a un seuil critique de stress, déclenchant ainsi la progression des maladies
neurodégénératives. En fin de compte, la compréhension des mécanismes qui induisent une
vulnérabilité neuronale sélective dans les maladies neurodégénératives est un domaine de
recherche en constante évolution. Les avancées dans la caractérisation de ces mécanismes
apporteront des informations précieuses pour le développement de traitements ciblés visant a
ralentir ou a prévenir ces affections debilitantes. La recherche continue dans ce domaine est
essentielle pour améliorer la qualité de vie des patients et pour ouvrir la voie a de nouvelles

stratégies thérapeutigues.
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CHAPITRE 5

Conclusion

Les résultats obtenus au fil de mon projet ont permis d’avoir une meilleure compréhension
de I’effet de la restriction calorique face aux différents environnements pathologiques. Ainsi, les
effets opposés de la restriction calorique, sur les modéles de sclérose latérale amyotrophique et de
la maladie de Huntington, soulignent qu’il n’est pas si évident de classer la restriction calorique
comme simplement « bénéfique » ou « néfaste » face aux maladies neurodégénératives mais que
celle-ci dépendrait plutdt du contexte pathologique dans lequel elle est appliquée. Ces informations
obtenues permettront éventuellement d’ouvrir la voie vers des questionnements plus profonds,
quant aux raisons inhérentes de ’effet différentiel de la restriction calorique. Quels mécanismes
moléculaires sous-jacents, de la restriction calorique, participent a la médiation d’un effet
bénéfique ou au contraire négatif ? Existe-t-il des biomarqueurs spécifiques qui pourraient étre
utilisés pour prédire la réponse a la restriction calorique, dans le contexte des maladies
neurodégénératives ? Comment la durée et le moment de la mise en ceuvre de la restriction
calorique influencent-ils ses effets sur la progression de la maladie ? Les questions susmentionnées
pourraient constituer le fondement de recherches futures visant a approfondir notre compréhension
des mécanismes moléculaires et cellulaires associés a I'impact de la restriction calorique dans le
contexte des maladies neurodégénératives. De plus, répondre a ces questions pourraient
potentiellement aider a la conception d’approches diététiques thérapeutiques et non invasives qui
contribueraient au minimum, a retarder I’établissement des maladies neurodégénératives et au
mieux, a identifier des voies moléculaires ou des genes cibles, qui contribuerait au développement

de traitements potentiels.

Enfin, il existe différentes maniéres d’induire la restriction calorique, qui n’empruntent pas toutes
les mémes voies moléculaires. Il serait donc intéressant de voir, a ’avenir, si ces différentes
méthodes de restriction calorique entrainent des résultats différents, notamment, lorsque 1’on
considére que notre modéle génétique de restriction calorique (eat-2(ad465)), efficace en théorie,
serait impossible a mettre en ceuvre en pratique. En effet, il serait impensable d’appliquer et de
maintenir une restriction calorique tout au long d’une vie, sans citer tous les effets secondaires qui

y découleraient. De plus, des études récentes ont démontré que I'age de l'initiation et la durée de la
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restriction calorique sont des facteurs critiques qui influencent son efficacité. Plus précisément,
lorsqu’appliquée a partir du milieu de vie, la restriction calorique a I'effet neuroprotecteur le plus
puissant (Todorovic et al., 2018). Les études actuelles sur les effets neuroprotecteurs de la
restriction calorique présentent diverses limitations, notamment la complexité des interactions
moléculaires en jeu, la variabilité individuelle dans la réponse a la restriction calorique (influencée
par des facteurs génétiques, métaboliques et environnementaux), la nécessité de faire des études a
long termes pour déterminer I’effet de la restriction calorique sur la longévité, etc. Malgré ces
obstacles, I'étude moléculaire de la restriction calorique demeure essentielle pour mieux
comprendre ses mécanismes d'action et son potentiel en tant que stratégie pour améliorer la santé

a long terme, encourageant ainsi la poursuite de la recherche dans ce domaine.

En conclusion a notre questionnement de base, concernant I’effet de la restriction calorique sur la
neurodégénérescence, il convient de noter ceci : il ne peut étre catégoriqguement qualifié de
bénéfique ou de néfaste, car son impact varie considérablement en fonction de la nature spécifique
de la maladie et du contexte qui I'entoure. Nos résultats ont clairement démontré que la restriction
calorique peut avoir des effets divergents sur la progression de différentes maladies
neurodégénératives, avec des résultats favorables dans certains cas et des résultats moins
concluants dans d'autres. De plus, il est devenu évident que le succes de la restriction calorique en
tant que stratégie thérapeutique dépend étroitement de facteurs individuels, tels que le stade de la
maladie, la génétique du patient et d'autres influences environnementales. Par conséquent, il est
impératif d'adopter une approche personnalisée dans la prise en charge des patients atteints de
maladies neurodégénératives, en tenant compte de I'ensemble du tableau clinique et biologique.
Ces résultats soulignent la nécessité de poursuivre les recherches afin de mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents a ces variations d'effets. En fin de compte, cette complexité renforce I'idée
que la gestion des maladies neurodégenératives doit étre holistique et adaptée a chaque cas

particulier pour optimiser les résultats cliniques.
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