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RESUME

La maladie de Hirschsprung est une affection congénitale de la motilité intestinale caractérisée
par un segment aganglionnaire dans le célon terminal. Un criblage génétique par mutation
insertionnelle aléatoire chez la souris nous a permis d’identifier la lignée transgénique Spot
dont les homozygotes souffrent de mégacblon aganglionnaire. L’analyse d’intestins
d’embryons mutants a révélé une baisse de prolifération et un délai de migration des cellules
de la créte neurale entériques (CCNe) progénitrices dus a leur différenciation gliale précoce,
entrainant un défaut de colonisation de I'intestin et une aganglionose du colon. Le séquencage
du génome Spot indique que le transgéne s’est inséré a l'intérieur du locus K12-Nr2f1 sur le
chromosome 13, une région dépourvue de génes préalablement associés a la maladie,
perturbant également une séguence non-codante trés conservée dans I’évolution. K12 est un
gene d’ARN long non codant (ARNInc) et antisens du gene Nr2f1, lui-méme impliqué dans la
gliogénese du systeme nerveux central. Le séquencage du transcriptome des CCN a montré
une surexpression de Nr2f1 et des formes courtes de K12 chez Spot et des essais luciférase ont
révélé l'activité répressive de I'élément conservé. Nous avons observé |'expression de K12
dans les CCNe et sa localisation subcellulaire dans des zones transcriptionnellement actives du
noyau. Avec I'émergence des ARNInc régulateurs, ces données nous permettent de pointer
deux nouveaux génes candidats associés a une différenciation gliale prématurée du SNE
menant au mégacblon aganglionnaire, en supposant que la régulation de Nr2f1 se fait par son

antisens, K12.

Mots-clés : ARN long non-codant, génétique, gliogénese, Hirschsprung, systeme nerveux
entérique, souris.



ABSTRACT

Hirschsprung disease is a congenital intestinal motility disorder characterized by an aganglionic
segment in the distal colon. A genetic screen performed via random insertional mutagenesis
in mice allowed identifying the Spot line, whose homozygotes suffer from an aganglionic
megacolon. The analysis of mutant embryonic intestines revealed a decreased proliferation
rate and a delay in migration of the enteric neural crest cell (eNCC) progenitors, secondary to
their early glial differentiation, resulting in failure to properly colonize the intestine.
Sequencing of the Spot genome indicated that the transgene was inserted into the K12-Nr2f1
locus on chromosome 13, a region devoid of genes associated with the disease, and disrupted
in addition a highly conserved non-coding sequence. K12 is an uncharacterized long non-
coding RNA (LncRNA) gene antisense to the Nr2f1 gene, which is involved in gliogenesis in the
central nervous system. Sequencing of the eNCC transcriptome revealed an overexpression of
Nr2f1 and short forms of K12 in Spot, and luciferase assays showed repressive activity of the
conserved element. We observed the expression of K12 in the eNCC and its subcellular
localization in transcriptionally active zones of the nucleus. With the recent emergence of
LncRNA regulators and supposing that the regulation of Nr2f1 is done by its antisense K12,
these data allowed us identifying two new candidate genes associated with a premature glial

differentiation leading to aganglionic megacolon.

Keywords: Enteric nervous system, genetics, gliogenesis, Hirschsprung, long non-coding RNA,
mice.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

Les troubles gastro-intestinaux (TGI) font partie des troubles les plus fréquents en pédiatrie.
Ils ont non seulement un taux de morbidité tres élevé mais ils affectent aussi grandement la
gualité de vie des individus qui en souffrent. Des douleurs abdominales récurrentes et des
troubles du transit sont les problémes centraux des TGl, comme c’est le cas pour la dyspepsie
fonctionnelle, la constipation chronique ou encore le syndrome du célon irritable, I'un des TGl
les plus étudiés et qui touche 10 a 20% de la population mondiale (Gwee et al., 2010; Kovacic,

2015; Y. T. Wang et al., 2015).

C’est le systeme nerveux entérique (SNE) qui controle la motilité gastro-intestinale et ce, de
maniére indépendante du systéeme nerveux central (SNC), bien qu’il soit en constante
interaction avec celui-ci (Bergeron et al., 2013; Heanue & Pachnis, 2007; Szylberg & Marszalek,
2014). Le développement du SNE met en jeu des processus complexes qui impliquent
différentes molécules et voies de signalisation majeures. L’orchestration de ces événements
est finement controlée, permettant ainsi la formation d’'un SNE fonctionnel et complet. Les
connaissances actuelles indiquent que de nombreuses neuropathies entériques sont dues a un
défaut congénital de formation du SNE (Furness, 2012; Sasselli, Pachnis, & Burns, 2012). La
maladie de Hirschsprung (HSCR) ou mégacolon aganglionnaire est la neuropathie entérique la
plus connue mais dont I'étiologie et les causes génétiques ne sont que partiellement comprises

aujourd’hui (Sasselli et al., 2012).

Avec la caractérisation d’un nouveau modele de souris transgénique pour le mégacélon
aganglionnaire, mon projet de recherche dans le laboratoire de génétique moléculaire du Dr
Pilon vise, de maniére générale, une meilleure compréhension des maladies congénitales qui
affectent le SNE. Ceci permettra ultimement de faciliter le dépistage, le diagnostic et le

traitement des patients atteints de HSCR.
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CONNAISSANCES ACTUELLES

Ce premier chapitre est découpé en trois parties distinctes. Dans une premiére partie, nous
abordons le SNE, avec un apercgu général sur sa structure et ses fonctions suivi d’'une emphase
particuliere sur son origine et son développement dans I'embryon et enfin certaines
pathologies qui lui sont associées. Dans une deuxieme partie, nous dressons un état des
connaissances a propos du géne Nr2f1. Enfin, une troisieme partie est consacrée aux ARN longs

non codants et leur potentiel de régulation génique.

1.1. Le systéme nerveux entérique

1.1.1.  Structure et fonctions du systéme nerveux entérique

L'appareil digestif ou tractus digestif est un ensemble d’organes d’origines endodermique et
mésodermique qui commence par la bouche, cavité par laquelle les aliments sont ingérés, et
se termine par I'anus, canal par lequel les résidus sont évacués (Chutkan, 2001; Gatta et al.,
2012; Newgreen, Dufour, Howard, & Landman, 2013). Entre les deux extrémités de |'appareil
digestif, se trouve le tube digestif qui est composé, suivant I'axe antéro-postérieur, par :
I'cesophage, I'estomac, le petit intestin ou intestin gréle, le gros intestin ou célon et le rectum.
Il comprend aussi des organes annexes qui interviennent dans la digestion et I'absorption des
aliments : le foie, la vésicule biliaire, le pancréas et les glandes salivaires (Gershon, 1998). Dans
un souci de simplicité, le terme général intestin est utilisé pour parler de I'appareil digestif.
L'intestin differe des autres organes périphériques puisqu’il contient un systéeme nerveux
intrinséque qui contrdle ses fonctions, le SNE (Bergeron et al., 2013; Furness, 2012). Chez les
vertébrés, c’est la partie la plus grande et la plus complexe du systéme nerveux périphérique
et autonome (SNP et SNA). En effet, il a été démontré qu’il contient au moins autant de
neurones que la moelle épiniére et un réseau de neurotransmetteurs et de neuromodulateurs

similaire a celui du SNC (Gershon, 1998; Karaosmanoglu, Aygun, Wade, & Gershon, 1996).
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La figure 1.1 représente la structure du SNE. La paroi intestinale est composée de trois
couches principales : la muqueuse, la sous-muqueuse et le muscle. La couche de muscle est
composée de deux épaisseurs différentes qui sont paralléles entre-elles mais dont les fibres
ont des directions perpendiculaires : le muscle circulaire entoure I'intestin de maniére interne
tandis que le muscle longitudinal y court a I'extérieur (Bergeron et al., 2013; Heanue & Pachnis,
2007). Le SNE est un réseau interconnecté de neurones et de cellules gliales, groupés en
ganglions qui forment deux plexus ganglionnaires principaux, ancrés dans la paroi intestinale.
Le plexus myentérique (plexus d’Auerbach), plus externe, se développe en premier au cours
de I'embryogénése et se situe a I'interface entre les deux épaisseurs de muscles circulaire et
longitudinal. Le plexus sous-muqueux (plexus de Meissner), se forme plus tardivement et

réside au sein de la sous-muqueuse (Furness, 2012).

Concernant les fonctions du SNE, celles-ci sont multiples et variées: le SNE active les réflexes
de motilité du tractus digestif, régule les échanges de fluides (eau, électrolytes) a travers
I’épithélium de la muqueuse intestinale et controle le flux sanguin local, les sécrétions d’acide
gastrique et d’hormones intestinales (Heanue & Pachnis, 2007; Sasselli et al., 2012). C'est le
plexus myentérique qui exerce majoritairement le contréle de la motilité du tractus digestif
tandis que le plexus sous-muqueux est plutét impliqué dans les fonctions de régulation des
sécrétions et de I'environnement de la lumiére intestinale (Bergeron et al., 2013; Hao & Young,
2009; Kenny, Tam, & Garcia-Barcelo, 2010). Ainsi, le SNE permet la digestion mécanique des
aliments et liquides ingérés par la bouche en activant des mouvements de segmentation et
des mouvements péristaltiques propulsifs du tractus digestif, associée a une digestion
chimique par les acides et enzymes contenus dans le suc gastrique (Butler Tjaden & Trainor,
2013; Kenny et al., 2010). En interaction avec le systeme immunitaire de l'intestin, le SNE a
également un rbéle majeur dans la reconnaissance et la réponse aux agents pathogenes
introduits (Furness, 2012). Autonome, il opere de maniére indépendante pour coordonner la

motilité de I'intestin, a I'exception de la défécation, controlée par le SNC (Furness, 2012).
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Figure 1.1 : Structure du systéme nerveux entérique. A et B. Le SNE est formé par deux plexus
ganglionnaires principaux : le plexus myentérique, situé entre la couche de muscle
longitudinale et la couche de muscle circulaire et le plexus sous-muqueux a l'intérieur de la
sous-muqueuse. Adaptée de Heanue & Pachnis, 2007 et Furness, 2012. C. La représentation
schématique du réseau ganglionnaire du SNE montre les neurones entourés de cellules gliales
pour former les ganglions et les fibres nerveuses également associées a des cellules gliales
pour relier les ganglions entre eux. Adaptée de Newgreen, Dufour, Howard & Landman, 2013.
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1.1.2. Origine et développement du systéme nerveux entérique

En 1954, Yntema et Hammond furent les premiers a identifier la créte neurale comme I'origine
du SNE. Une ablation de la région vagale de la créte neurale d’embryons aviaires empéchait la
formation normale des ganglions entériques le long du tractus digestif. Vingt ans plus tard, en
1973, des expériences de greffe chez I'embryon de poulet permirent a Nicole Le Douarin de
cartographier précisément la présence des cellules précurseur du SNE dans la créte neurale.
Elle montra que ce sont les cellules de la créte neurale (CCN) qui émigrent de la région vagale
—adjacente aux somites 1 a 7 — pour coloniser toute la longueur de I'intestin selon I'axe rostro-
caudal et former la majorité du SNE. En outre, elle montra qu’une deuxieme population de
CCN d’origine sacrée — postérieure au 28%™ somite — contribue également a la formation du
SNE au niveau du c6lon mais dans une bien moindre mesure (Burns & Le Douarin, 2001; Le

Douarin & Teillet, 1973).

La créte neurale et les cellules de la créte neurale pré-entériques

Les os du crane, le cartilage de la face, les pigments de la peau, certaines cellules du cceur, les
neurones et cellules gliales qui composent le SNE du tractus digestif ont une chose en
commun : ils sont tous dérivés de la créte neurale (Gammill & Bronner-Fraser, 2003). La créte
neurale est une population de cellules, présente uniquement chez les vertébrés, qui est
souvent appelée la quatrieme couche germinale puisqu’elle se forme avec les autres couches
germinales et donne naissance a de nombreux types cellulaires et tissulaires (Munoz & Trainor,
2015; Stuhlmiller & Garcia-Castro, 2012). Remarquable population de cellules embryonnaires
multipotentes, les CCN contribuent a la formation de pratiquement tous les organes du corps

d’un vertébré adulte.

La figure 1.2 (A) montre la formation du tube neural et de la créte neurale durant le
développement embryonnaire. Dans la premiére phase du développement neural, le tissu
neural est induit dans la couche ectodermale de I'embryon. L’ectoderme est alors divisé en
trois parties distinctes : I'’ectoderme neural ou plaque neurale, qui donnera naissance au SNC,

I’ectoderme non-neural qui formera I'épiderme, et les cellules a I'interface entre
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Figure 1.2 : Morphogénése de la
créte neurale et réseau de génes

régulateurs.

Adaptée de Gammill&Bronner-
Fraser, 2003.

A. Durant la neurulation, la plaque
neurale (violet) est la premiére a
se former. Les bords de la plaque
neurale s’élevent pour former les
replis neuraux, induits par une
signalisation entre I'ectoderme
neural (violet) et I'’ectoderme non-
neural (bleu) ainsi que du
mésoderme paraxial (jaune). La
plaque neurale s’enroule sur elle-
méme et forme le tube neural.
Une partie des cellules des
bordures de la créte neurale
forment le tube neural dorsal et
I'autre partie délamine et émigre
du tube neural, devenant ainsi les
cellules de la créte neurale qui
migrent dans tout 'embryon.

B. Les genes régulateurs de la
créte neurale forment un réseau
complexe. La créte neurale et les
bords de la plague neurale sont
induits séparément par des
facteurs sécrétés, dont certains
sont communs (FGF et BMP),
ayant pour conséquence
I'expression de genes dans les
cellules des replis neuraux, les
cellules de la créte neurale pré-
migratoires. Ceci change
I'expression d’autres geénes et
mene a |'émigration des cellules
de la créte neurale.



I’ectoderme neural et I'’ectoderme non-neural, qui sont appelées cellules des bordures de la
plague neurale et qui deviendront la créte neurale (Gammill & Bronner-Fraser, 2003;
Stuhlmiller & Garcia-Castro, 2012; Weston & Thiery, 2015). Durant le processus de neurulation,
la plaque neurale est la premiere formée, elle s’invagine ensuite pour former une gouttiere
qui, une fois fermée, donnera le tube neural. Ce sont les bordures de la plague neurale qui
s’épaississent, forment les replis ou bourrelets neuraux et se rejoignent pour fermer le tube
neural. Par la suite, une partie des cellules des bordures de la plaque neurale forme le tube
neural dorsal tandis que I'autre partie émigre du tube neural dorsal pour se disperser dans
I’embryon, et notamment dans le futur tractus digestif (Ruhrberg & Schwarz, 2010). La créte
neurale n’est alors une population définie qu’a partir du moment ou les cellules se détachent
du tube neural et commencent leur migration. Avant, elles sont souvent appelées CCN pré-

migratoires (Stuhlmiller & Garcia-Castro, 2012).

En terme de régulation, c’est une combinaison de signaux intégrés dans un réseau complexe
qui induit initialement la formation de la plague neurale puis, la formation des bordures de la
plague neurale et enfin I'émigration des CCN (Figure 1.2 B) (Gammill & Bronner-Fraser, 2003).
La formation des cellules précurseur aux bordures de la plaque neurale et de la créte neurale
sont induites par des facteurs sécrétés communs — comme les BMPlet FGF2. Deux types de
signalisations sont alors mis en jeu : une signalisation qui a lieu entre I'ectoderme neural et
I’ectoderme non-neural voisin (Selleck & Bronner-Fraser, 1995; Streit & Stern, 1999) ainsi que
des signaux provenant du mésoderme paraxial sous-jacent (Dickinson, Selleck, McMahon, &
Bronner-Fraser, 1995; Selleck & Bronner-Fraser, 1995). Ces facteurs sécrétés déclenchent
I’'expression d’un second lot de génes dits spécificateurs de la créte neurale — tels que FoxD3?
et Sox10* — qui contrélent le comportement de la créte neurale, de la délamination des CCN
jusqu’a leur migration et différenciation dans I'embryon (Stuhlmiller & Garcia-Castro, 2012).

Ces génes spécificateurs de la créte neurale induisent notamment I'expression de molécules

1«Bone Morphogenic Proteins»
2«Fibroblast Growth Factor»

3«Forkhead Box D3»

4«SRY (Sex Determining Region Y)-Box 10»
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d’adhésion cellulaire et de changement de morphologie cellulaire qui provoquent la
délamination des CCN durant un processus connu sous le nom de transition épithélio-
mésenchymale. Par la suite, les CCN poursuivent chacune une voie de migration précise, sous
I'influence de molécules d’adhésion et signaux de guidance sécrétés, pour finalement se
différencier dans une zone et en un type cellulaire cibles (Ruhrberg & Schwarz, 2010).
Puisqu’elles commencent leur différenciation pendant leur migration, la question de savoir a
guel moment le destin et la spécification des CCN sont scellés reste encore largement
controversée et discutée dans de nombreux articles (Dupin & Sommer, 2012; McKinney et al.,

2013; Ruhrberg & Schwarz, 2010; Sasselli et al., 2012).

Les cellules de la créte neurale entériques

Les CCN forment une population hétérogéne de par leur remarquable potentiel de
différenciation. Elles sont classées en sous-populations en fonction de leur origine selon I'axe
antéro-postérieur, avec notamment les CCN d’origine vagale et d’origine sacrale qui

participent a la formation du SNE (Figure 1.3) (Bergeron et al., 2013).

B. =il
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3 esophagus i
“““ % Intestin
5 antérieur
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3
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2 térieur
sacral .., =

Figure 1.3 : Migration des différentes populations de cellules de la créte neurale dans
I’'embryon. A. Les doubles transgéniques Wnt1-Cre::R26R-YFP présentent des CCN marquées
de maniere endogéne par la YFP. Celles-ci émigrent du tube neural et migrent dans tout
I’embryon (fleches blanches) selon des patrons de migration différents en fonction de leur
origine : craniale, vagale, troncale et sacrale. B. Le SNE est dérivé des CCN d’origine vagale
(rouge) et sacrale (bleu) — dans une moindre mesure. (Bergeron, Silversides, & Pilon, 2013)
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La figure 1.4 représente la migration des CCN depuis le moment ou elles se détachent du tube
neural jusqu’a leur arrivée dans le coélon. Les CCN d’origine vagale émigrent du tube neural
autour du jour embryonnaire 8.5 (e8.5) chez la souris et migrent de maniere dorso-ventrale
pour atteindre la partie du tractus digestif antérieure qui est le futur cesophage et le futur
estomac a e9 ou e9.5 (Anderson, Stewart, & Young, 2006; Sasselli et al., 2012). Plus
exactement, les CCN d’origine vagale se dédoublent en deux groupes qui suivent des voies de
migration différentes : un groupe antérieur qui contribue a la majorité des CCN entériques
(CCNe) et un groupe plus postérieur qui ne représente qu’une petite partie des CCNe (Figure
1.3) (Bergeron et al., 2013; Durbec, Larsson-Blomberg, Schuchardt, Costantini, & Pachnis,
1996). C'est a partir de ce moment-la que les CCN sont qualifiées d’entériques puisqu’elles
vont migrer dans le mésenchyme intestinal selon I'axe rostro-caudal afin de coloniser, de
maniére séquentielle, toute la longueur de l'intestin en développement (cesophage, estomac,
petit intestin, caecum et célon) et ainsi contribuer a la formation compléte du SNE qui se
termine a e14.5 environ. Les CCN d’origine sacrale émigrent du tube neural un jour plus tard
gue leurs homologues vagales et, migrent de maniéere ventrale pour d’abord former les
ganglions pelviens extrinseques — adjacents au tractus digestif postérieur — puis, poursuivent

leur migration de maniere caudo-rostrale dans 'intestin afin de coloniser le futur célon.

En définitive, ce sont les CCN d’origine vagale, plus invasives, qui constituent la vaste majorité
des cellules progénitrices de SNE. Les CCN d’origine sacrale envahissent le c6lon quand les CCN
vagales y sont présentes. De plus, des expériences d’ablation des CCN vagales ont montré que
les CCN sacrales avaient besoin des CCN vagales pour proliférer et ne suffisaient pas a combler
un manque de CCNe d’origine vagale pour former un SNE correct (Anderson, Stewart, et al.,

2006; Burns & Le Douarin, 2001).

La colonisation compléte de I'intestin dure 5 a 6 jours chez la souris, d'e9 a e14.5 environ. Elle
a lieu en parallele avec la croissance et les réarrangements du tissu intestinal (Bergeron et al.,
2013; Butler Tjaden & Trainor, 2013; Lake & Heuckeroth, 2013; Sasselli et al., 2012).Cette
période de colonisation de l'intestin par les CCNe — relativement longue — correspond aux

semaines 4 a 7 chez I'’embryon humain (Fu, Lui, Sham, Cheung, & Tam, 2003).
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Figure 1.4 : Colonisation de I'intestin par les cellules de la créte neurale entériques. Les CCN
d’origine vagale émigrent du tube neural a €8.5 pour atteindre I'cesophage a €9/9.5 et ainsi
coloniser la totalité de I'intestin en développement qui se termine normalement a e14.5. Ce
sont les CCN vagales qui contribuent a la majorité de la formation du SNE, accompagnées des
CCN sacrales dans la portion distale du célon les derniers jours. Adaptée de Sasselli, Pachnis &
Burns, 2012.
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Les différents processus cellulaires mis en place dans le développement du systéme nerveux
entérique

Dans la colonisation de l'intestin, les CCNe sont associées a plusieurs processus cellulaires. Au
cours de leur migration, les CCNe progénitrices répondent a des signaux de prolifération et de
survie leur permettant de coloniser de nouvelles régions de I'intestin, plus postérieures. Au fur
et a mesure, certaines d’entre-elles s’arrétent de proliférer pour se différencier et générer les

différents types de neurones et de cellules gliales qui forment les ganglions.

Le développement du SNE est un processus complexe et asynchrone qui requiert une
coordination parfaite de ces processus a lintérieur du tractus digestif: migration,
prolifération, survie et différenciation des CCNe progénitrices. Tout événement qui affecte un
ou plusieurs de ces processus compromet la formation d’'un SNE fonctionnel et peut ainsi

mener a la maladie HSCR (Butler Tjaden & Trainor, 2013).

= Migration des progéniteurs

Grace a la microscopie en temps réel, il est possible d’analyser attentivement le mode de
migration des CCNe, qui sont marquées de maniere endogéne par la fluorescence, durant le
développement embryonnaire (Kapur, Yost, & Palmiter, 1992; Nowotschin & Hadjantonakis,
2014; Young et al.,, 1998). Les CCNe qui se trouvent en téte du flux de migration sont
interconnectées et forment des chaines ou bras de migration : elles sont désignées comme le
front de migration (Druckenbrod & Epstein, 2007; Young et al., 2004). Les cellules appartenant
au front de migration présentent une expansion caudale importante alors que les cellules qui
suivent le front ont une expansion plus limitée : c’est le front de migration qui est responsable

de la colonisation de l'intestin (Druckenbrod & Epstein, 2007).

= Prolifération, mort et survie des progéniteurs

Des que les CCNe envahissent le tractus digestif, elles proliferent activement afin d’amplifier
le petit groupe de cellules progénitrices qui doivent coloniser I'intégralité de l'intestin. Le

nombre de cellules progénitrices de départ est un facteur important dans la colonisation
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rostro-caudale de I'intestin puisque des expériences d’ablation montrent que la colonisation
est incompléte si le nombre initial de CCN d’origine vagale est réduit (Yntema & Hammond,

1954).

Le nombre de CCNe est crucial a I’'entrée du tractus digestif mais il est aussi essentiel au niveau
du front de migration. Les cellules du front de migration montrent un taux de prolifération
anormalement bas si elles sont isolées. En effet, les CCNe du front de migration sont
responsables de la colonisation de nouvelles régions de I'intestin, plus caudales, alors que les
CCNe derriere le front de migration augmentent leur nombre pour coloniser de maniere
compléte la région préalablement envahie par le front (Simpson, Zhang, Mariani, Landman, &
Newgreen, 2007; Young, Turner, & Bergner, 2005). Le taux de cellules en prolifération est
constant dans toutes les régions du SNE, quelle que soit la position relative du front de

migration dans l'intestin.

De plus, des programmes de mort cellulaire contrélent le nombre de CCN pré-entériques qui
arrivent dans le tractus digestif. En effet, si celles-ci proliféerent activement une fois qu’elles
ont pénétré dans l'intestin, leur densité semble également étre critique avant leur arrivée. Des
expériences in vivo d’inhibition des effecteurs apoptotiques — les caspases — dans les CCN pré-
entériques d’origine vagale induisent une hyperganglionose et un défaut dans les régions

proximales de l'intestin (Lake & Heuckeroth, 2013; Wallace et al., 2009).

= Différenciation des progéniteurs

Les CCNe a I'état progéniteur doivent décider de se renouveler ou bien de se différencier, soit
en neurone, soit en cellule gliale. Des millions de neurones et de cellules gliales sont présents
dans un intestin adulte (Gianino, Grider, Cresswell, Enomoto, & Heuckeroth, 2003) mais une
balance entre prolifération et différenciation est indispensable afin de maintenir un groupe de
progéniteurs adéquat. Ainsi, durant la colonisation, les processus de différenciation cellulaire

fonctionnent de concert avec celui de la prolifération.

Durant la colonisation, la plupart des CCNe caudales sont indifférenciées : elles co-expriment
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plusieurs marqueurs tels que Sox10, p75°et Ret® (Barlow, de Graaff, & Pachnis, 2003; Young et
al., 1998). Derriere le front de migration, les CCNe sont a différents stades de différenciation

et les neurones apparaissent avant les cellules gliales (Young, Bergner, & Muller, 2003).

Différenciation neuronale

La différenciation neuronale est mise en place rapidement apres que les CCN d’origine vagale
aient envahi le tractus digestif antérieur. A €10.5, 10 & 15% des CCNe ont commencé a se
différencier en neurones dans le petit intestin. La différenciation neuronale est accompagnée
par une diminution des marqueurs Sox10 et p75, une maintenance de Ret et une apparition
de marqueurs pan-neuronaux tels que PGP9.57 et les protéines de liaisons a I’ARN HuC et HuD
(HuC/D) (Sato & Heuckeroth, 2008; Young et al., 2003; Young et al., 2005). A ce stade, ces
cellules sont destinées a devenir des neurones mais restent des neurones immatures a I’état
progéniteur tant qu’elles n’expriment pas un marqueur spécifique a un sous-type neuronal et
gu’elles subissent toujours des mitoses (Baetge & Gershon, 1989; Hao & Young, 2009). Ainsi,
elles continuent a migrer jusqu’a ce qu’elles se différencient définitivement en différents sous-

types neuronaux (Lake & Heuckeroth, 2013).

Initialement, I'histologiste russe Dogiel avait identifié plusieurs sous-types de neurones
entériques selon leur morphologie et deux d’entre-eux ont perduré dans le temps: les
neurones de type | ont un seul axone long et plusieurs dendrites tandis que les neurones de
type Il ont plusieurs longs axones (Figure 1.5). Dogiel avait déja suggéré une fonction motrice
aux neurones de type | et une fonction sensitive aux neurones de type Il (Brehmer, Schrodl|, &
Neuhuber, 1999). Aujourd’hui, cette classification a été affinée en intégrant une combinaison
de caractéristiques tels que la morphologie, le code neurochimique, le tissus cible, la longueur et

I'orientation des axones.

5 p75 NGF-R: «Nerve Growth Factor Receptor»
5«REarranged during Transfection»
"«Protein Gene Product 9.5»
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Finalement, pres de vingt différentes sous-populations de neurones ont été identifiées dans le
SNE et sont groupées en trois catégories fonctionnelles : les neurones intrinseques primaires
afférents (IPAN) ou neurones sensitifs qui possedent la morphologie de type Il de Dogiel, les
interneurones ascendants et descendants, et les neurones moteurs excitateurs et inhibiteurs
qui possedent la morphologie de type | de Dogiel (Figure 1.5). Les neurones sensitifs recoivent
des informations qui proviennent de récepteurs dans la muqueuse et dans le muscle en
réponse a des stimuli mécaniques, thermiques, osmotiques et chimiques. Les interneurones,
comme leur nom l'indique, integrent les informations envoyées par les neurones sensitifs et
les transmettent aux neurones moteurs. Les neurones moteurs excitateurs et inhibiteurs du
plexus myentérique interagissent a la fois avec le muscle circulaire et avec le muscle
longitudinal afin de gouverner les fonctions du tractus digestif, notamment la motilité

(Bergeron et al., 2013; Furness, 2012; Laranjeira & Pachnis, 2009).

D’autre part, les neurones sont souvent définis par le type de neurotransmetteur qu’ils
produisent et liberent. Les neurones dits cholinergiques libérent de I'acétyle choline au niveau
de leurs synapses et ce sont les neurones les plus abondants dans le SNE adulte. Ils assument
plusieurs roles physiologiques mais sont principalement constitués par des neurones sensitifs
et des neurones moteurs excitateurs. Bien qu’ils représentent 60% des neurones du SNE
adulte, ils travaillent en association avec les neurones non-cholinergiques afin de contréler les
mouvements de motilité du tractus digestif. Le marqueur exprimé par ce type de neurones est
la choline acétyle transférase — enzyme synthétique de I'acétyle choline (Erickson et al., 2014;

Murphy, Defontgalland, Costa, Brookes, & Wattchow, 2007).

L'assemblage d’un circuit neuronal fonctionnel dans le SNE dépend de la génération des sous-
types neuronaux spécifiques avec des projections et connections qui leur sont spécifiques. La
facon dont sont générés ces multiples sous-types neuronaux durant le développement souléve
une question centrale qui reste obscure en neurobiologie de nos jours. Une meilleure
connaissance des mécanismes qui génerent cette diversité permettrait I'application de

thérapies cellulaires pour les neuropathies entériques (Hao & Young, 2009).
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Figure 1.5 : Différents sous-types neuronaux qui composent le systéme nerveux entérique.
Les neurones entériques sont classés en différents sous-types selon leur fonction et leur
morphologie. La classification morphologique de Dogiel identifie les neurones de type |, avec
un long axone et plusieurs dendrites, et les neurones de type Il, avec plusieurs axones. Il
propose une fonction motrice pour les neurones de type | contre une fonction sensitive pour
les neurones de type Il. C'est un réseau de neurones interconnectés qui compose le SNE et
contréle la motilité de l'intestin. Cette représentation schématique montre les neurones
sensitifs (rouge), connectés aux interneurones descendants (jaune) et ascendants (vert) et
aux neurones moteurs excitateurs (bleu) et inhibiteurs (violet). Adaptée de Brehmer, 2006;
Brehmer, Schrodl & Neuhuber, 1999 et Furness, 2012.
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Différenciation gliale

A la suite de I'apparition des progéniteurs neuronaux qui se différencient d’abord, les premiers
progéniteurs gliaux sont identifiés dans les régions proximales de lintestin a partir de
el11.5 (Young et al., 2003). A ce stade ils expriment uniquement le marqueur précoce B-FABP2
et sont localisés treés loin derriére le front de migration : alors que les CCNe ont colonisé le
caecum et commencent a envahir les régions post-caecum, les cellules B-FABP+ ne sont
retrouvées que dans l'intestin proximal, dans la région post-estomac (Young et al., 2003).
L’expression de Sox10 et p75 est également maintenue et, c’est beaucoup plus tard que les
marqueurs gliaux S100B° et GFAP? apparaissent, a e14.5 et e16.5 respectivement (Rothman,

Tennyson, & Gershon, 1986).

Les cellules gliales sont, soit en contact direct avec les différents neurones dans les ganglions
nerveux entériques, soit associées avec les fibres nerveuses qui relient les ganglions. Dans le
SNE adulte, il y a au moins autant de cellules gliales que de neurones (Hao & Young, 2009).
Typiquement, elles sont de petite taille et de forme étoilée. Les cellules gliales peuvent aussi
étre classées selon leur morphologie puisque celle-ci differe selon leur localisation (Boesmans,

Lasrado, Vanden Berghe, & Pachnis, 2015; Coelho-Aguiar Jde et al., 2015).

Une premiere classification de Hanani et Reichenbach avait d’abord identifié deux types de
cellules gliales dans le SNE (Hanani & Reichenbach, 1994). Les cellules gliales de type | ou type
protoplasmique étaient celles qui se trouvent au sein d’un ganglion et qui possedent une
multitude de filaments et de branchements connectés — de maniére irréguliere — avec les
cellules gliales et neuronales voisines. Les cellules gliales de type Il ou type fibreux étaient
celles qui sont situées entre les ganglions et qui possedent des filaments paralléles entre eux
et connectées — de maniére réguliere — aux fibres nerveuses interganglionnaires (Figure 1.6)

(Boesmans et al., 2015; Coelho-Aguiar Jde et al., 2015).

8« Brain Fatty Acid Binding Protein »
9 « $100 calcium binding protein B »
10 « Glial Fibrillary Acidic Protein»
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Plus récemment, deux autres classes de cellules gliales ont été identifiées dans la paroi
intestinale. Les cellules gliales de type Il ou type muqueux sont localisées sous I'épithélium de
la muqueuse avec des filaments longs et branchés tandis que les cellules gliales de type IV ou
type musculaire sont allongées et courent avec les fibres nerveuses au sein des couches

musculaires (Figure 1.6) (Gulbransen & Sharkey, 2012).

Tout comme les neurones, les cellules gliales sont essentielles pour I'organisation et la fonction
du SNE. En plus de leurs réles traditionnels de support nutritif, de protection et de soutien
pour les neurones, les cellules gliales interviennent dans de nombreuses autres fonctions
(Coelho-Aguiar Jde et al., 2015). Les cellules gliales intraganglionnaires et interganglionnaires
du SNE sont parfaitement placées pour répondre et moduler I'activité neuronale en régulant
la transmission synaptique. Les cellules gliales qui sont dans la muqueuse controlent les
fonctions de la barriére intestinale en influencant les cellules épithéliales — différenciation,
adhésion, migration et prolifération. En revanche, les connaissances concernant les cellules

gliales intramusculaires sont plus limitées (Gulbransen & Sharkey, 2012).

En outre, des différences entre I'expression de récepteurs et de canaux suggerent aussi une
hétérogénéité des cellules gliales au sein d’'un méme ganglion (Costagliola, Van Nassauw,

Snyders, Adriaensen, & Timmermans, 2009).

Au méme titre que le réseau neuronal, 'assemblage d’un circuit glial fonctionnel dans le SNE
mais aussi dans la paroi intestinale durant le développement est un processus essentiel qui

passe par la génération de sous-types gliaux spécifiques.

De maniére intéressante, une fois que la neurogénése est complétée dans le SNE, les
progéniteurs gliaux qui expriment Sox10 et GFAP régulent a la baisse leur capacité
neurogénérative : seule une infime augmentation de neurones est observée dans le SNE
adulte. Au contraire, les progéniteurs gliaux qui expriment Sox10 et GFAP conservent leur
capacité a générer des cellules gliales chez I'adulte et une activité gliogénique, méme si elle

est basse, perdure dans le SNE adulte (Joseph et al., 2011; Laranjeira et al., 2011).
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Figure 1.6 : Différents sous-types de cellules gliales qui composent le tractus digestif. Les
cellules gliales de I'appareil digestif sont classées en différents sous-types selon leur
morphologie et leur localisation dans la paroi intestinale. Les cellules gliales de sous-type |
(intraganglionnaire protoplasmique) et Il (interganglionnaire fibreux) appartiennent aux
plexus myentérique et sous-muqueux du SNE. Les premieres possedent des filaments courts
et désorganisés tandis que les deuxiemes ont des filaments longs et paralleles entre eux. Les
cellules gliales de type Ill ou muqueux sont sous-épithéliales, avec des filaments longs et
branchés. Les cellules gliales de type IV sont allongées et courent avec les fibres nerveuses a
I'intérieur des muscles. Adaptée de Gulbransen & Sharkey, 2012; Boesmans et al., 2015.
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Les différentes molécules et voies de signalisation impliquées dans le développement du
systéme nerveux entérique

Pour former un SNE fonctionnel et mature, les CCNe doivent non seulement migrer tout le long
de l'intestin, mais aussi largement proliférer, se différencier en un large éventail de classes de
neurones et de cellules gliales, survivre, et devenir fonctionnellement actives. Maintenant que
la plupart des processus qui ont lieu au cours du développement du SNE ont été établis, il est
crucial d’étudier les mécanismes moléculaires qui y sont rattachés, dans des conditions

physiologiques et pathologiques, notamment chez les patients atteints par la maladie de HSCR.

Le développement du SNE est contrdlé par des récepteurs de surface cellulaire et leurs ligands,
par des facteurs de transcription qui régulent leur expression, par des morphogénes, et par
des protéines qui transmettent des signaux de la surface cellulaire jusqu’au cytosquelette et

au noyau (Lake & Heuckeroth, 2013; Mundt & Bates, 2010).

= Lavoie de signalisation GDNF / RET

Le proto-oncogene RET est considéré comme le gene régulateur prédominant du SNE puisque
une mutation hétérozygote dans sa séquence codante, conduisant a une perte de fonction,
survient dans 15 a 35% des cas de HSCR sporadiques et 50% des cas familiaux (Brooks, Oostra,
& Hofstra, 2005). Des modifications dans ses régions non codantes sont également suspectées
d’intervenir dans d’autres cas de HSCR (Emison et al., 2005; Griseri et al., 2007). Les patients
hétérozygotes pour une mutation dans GDNF!!, conduisant a une perte de fonction, ont

également été diagnostiqués HSCR (Brooks et al., 2005).

GDNF est une protéine sécrétée qui forme un complexe avec GFRal'? pour ainsi se lier et
activer le récepteur transmembranaire tyrosine kinase RET (Figure 1.7) (Heanue & Pachnis,

2007). RET s’autophosphoryle et active par la suite une voie de signalisation qui est impliquée

11«Glial cell-line—Derived Neutrophic Factor»
12«Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored co-receptor GDNF family receptor al»
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dans le développement du SNE et plus exactement dans la migration, la prolifération, la survie
et la différenciation neuronale des CCNe (Eng, 1999; Tansey, Baloh, Milbrandt, & Johnson,
2000). RET et son corécepteur GFRal sont présents a la surface des CCNe des que celles-ci
entrent dans le tractus digestif, tandis que GDNF est sécrété par le mésenchyme de l'intestin.
La fonction essentielle de ce complexe ligand-récepteur dans le développement du SNE est
soulignée par le fait qu’une absence de I'un ou l'autre dans des souris mutantes mene a une
aganglionose totale de l'intestin (Pichel et al., 1996a, 1996b; Schuchardt, D'Agati, Larsson-
Blomberg, Costantini, & Pachnis, 1994). ’absence de SNE serait due a un défaut combiné de

migration, prolifération, survie et différenciation des CCNe.

En effet, des mutations qui inactivent RET ont révélé, dans des expériences in vitro et in vivo,
que l'activation du récepteur par un de ses ligands a des stades précoces du développement
est indispensable pour la survie de la majeure population des CCNe. En absence de RET, les
cellules progénitrices subissent une apoptose anormalement importante, ce qui diminue

largement la quantité de cellules disponibles pour coloniser I'intestin (Taraviras et al., 1999).

Des expériences in vivo ont montré que GDNF agit comme un chémo-attractant pour les CCN
d’origine vagale qui suivent un gradient de concentration de GDNF. Son expression dans
I'intestin est régulée dans le temps, avec de hauts niveaux d’ARNm initialement dans
I’cesophage et I'estomac, puis dans les différentes régions juste avant leur colonisation par les
CCNe (Natarajan, Marcos-Gutierrez, Pachnis, & de Graaff, 2002). Ainsi, la présence de GDNF
améliore la prolifération et la migration des CCNe (Chalazonitis, Rothman, Chen, & Gershon,

1998; Heuckeroth, Lampe, Johnson, & Milbrandt, 1998; Taraviras et al., 1999).

En outre, d’autres ligands de la famille de GDNF, comme NTN?*3, peuvent se lier et activer le
récepteur RET. Ainsi, on retrouve quelques rares patients atteints de HSCR qui possedent une

mutation dans NTN conduisant a I'inactivation de ce gene (Doray et al., 1998).

B«Neurturin»
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= Lavoie de signalisation EDN3 / EDNRB

La deuxiéme voie de signalisation connue pour avoir un réle majeur dans le développement
du SNE met en jeu le ligand EDN3* ou ET3 et son récepteur couplé aux protéines G, EDNRB®
(Figure 1.7) (Heanue & Pachnis, 2007). Les patients qui possedent une mutation hétérozygote

dans EDN3 ou EDNRB représentent environ 5% des cas de HSCR (Amiel & Lyonnet, 2001).

EDNRB est présent a la surface des CCNe en migration tandis qu’EDN3 est produit par le
mésoderme des régions de I'intestin antérieures dans les premieres phases de la migration des
CCNe et dans les régions postérieures de l'intestin lorsque les CCNe achévent leur migration.
Ce patron d’expression suggére I'importance de cette voie de signalisation dans la régulation

du processus de migration (Barlow et al., 2003).

En effet, il a été montré que EDN3 et son récepteur sont capables d’agir sur GDNF in vitro afin
de réguler la formation des chaines de migration du front et la migration des CCNe (Barlow et
al., 2003; Wu, Chen, Rothman, & Gershon, 1999). En plus de son implication dans la migration
cellulaire, la différenciation neuronale est inhibée et la prolifération favorisée en présence de
EDN3. Une mutation in vivo du gene meéne a un délai de colonisation du SNE, associé a une
réduction du nombre de progéniteurs et a une différenciation neuronale précoce au niveau du

front de migration (Bondurand, Natarajan, Thapar, Atkins, & Pachnis, 2003).

De méme que la voie de signalisation GDNF/RET, la voie EDN3/EDNRB est impliquée dans
plusieurs processus qui gouvernent le développement du SNE afin de permettre une
colonisation normale de I'intestin par les CCNe. De maniére intéressante, la voie EDN3/EDNRB
est capable d’interagir in vitro avec la voie GDNF/RET afin d’augmenter son pouvoir de

prolifération (Barlow et al., 2003).

4«Endothelin3»
15«Endothelin Receptor B»
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Figure 1.7 : GDNF/RET et EDN3/EDNRB, deux voies de signalisation majeures dans le
développement du SNE. Les CCNe expriment RET qui est activé par le complexe GDNF —
GFRal. Les CCNe expriment également le récepteur EDNRB qui est activé par son ligand
EDN3. La voie de signalisation RET améliore survie, prolifération, migration et différenciation
cellulaire tandis que la voie EDNRB, si elle maintien la prolifération, inhibe la migration et la
différenciation neuronale. Adaptée de Heanue & Pachnis, 2007.

= Le facteur de transcription Sox10

Une modification dans la séquence du géne encodant le facteur de transcription de Sox10,
conduisant a l'inactivation de ce gene, représente un peu moins de 5% des cas de HSCR
(Southard-Smith et al., 1999) et certains patients montrent également des probléemes

neurologiques additionnels.

Sox10 est exprimé dans les NCC d’origine vagale deés le stade pré-migratoire et est ensuite
maintenu plus ou moins longtemps en fonction de leur différenciation. Il est tres souvent
utilisé comme marqueur pour les CCNe progénitrices puisqu’il s’exprime durant la migration
des CCNe et maintient celles-ci a I’état progéniteur (Bondurand, Natarajan, Barlow, Thapar, &
Pachnis, 2006; Bondurand et al., 2003). Dans le SNE, une fois différenciées en cellules gliales,
les CCNe maintiennent I'expression de Sox10 qui est un régulateur essentiel dans la gliogéneése
(Anderson, Stewart, et al., 2006; Britsch et al., 2001). En fait, ce facteur de transcription régule
une multitude de genes clés qui interviennent dans la formation du SNE, notamment EDNRB

et RET. A titre d’exemple, il est capable d’activer I'expression de RET par interaction directe
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avec le facteur de transcription Pax3'® ou indirectement par I'intermédiaire du facteur de

transcription Phox2b?’ (Lang & Epstein, 2003; Zhu et al., 2004).

A son tour, le facteur de transcription Sox10 joue un réle important dans le maintien et la
survie des CCNe progénitrices puisque des expériences in vivo montrent qu’une perte de Sox10
entraine une mort cellulaire anormalement élevée des progéniteurs (Britsch et al., 2001;

Southard-Smith, Kos, & Pavan, 1998).

Finalement, une mutation homozygote dans Sox10 affecte le SNE, avec une aganglionose dans
le cblon, mais également d’autres cellules dérivées de la créte neurale, comme les

mélanocytes, avec une hypopigmentation (Herbarth et al., 1998).

Un schéma récapitulatif des voies de signalisation et facteurs de transcription impliqués dans

le développement du SNE est donné dans la figure 1.8.
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Figure 1.8: Voies de signalisation et facteurs de transcription impliqués dans le
développement du SNE. Les facteurs de transcription sont représentés dans les boites grises
tandis que les molécules de signalisation synthétisées par les cellules mésenchymales
intestinales — telles que GDNF et ET3 (EDN3) — et leurs récepteurs — RET et EDNRB — sont en
couleur. Adaptée de Mundt & Bates, 2010.

16 « Paired Box 3 »
17 « Paired-like homeobox 2b »
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=  Adhésion cellule-cellule et interactions avec la matrice extracellulaire

Si plusieurs mécanismes impliquent des réponses a des molécules diffusibles, I'adhésion des
cellules en migration entre elles et les interactions avec la matrice extracellulaire (MEC) sont
deux mécanismes importants qui contrélent également la motilité des CCNe en migration dans
I'intestin. La différence dans le comportement des CCNe en migration, selon la région ou elles
se trouvent, indique I'existence d’'un microenvironnement positionnel avec une migration en
chaine pour les CCNe du front par exemple. Cette capacité a former des chaines suggére aussi
la présence d’interactions cellule-cellule médiées par des molécules d’adhésion cellulaire qui
sont nécessaires pour le déplacement de toute une population de cellules (Carmona-Fontaine

et al., 2008; Theveneau et al., 2010).

Adhésion cellule-cellule des cellules de la créte neurale entériques entre elles

Il a été montré que les CCNe expriment une variété de molécules d’adhésion cellulaire
(Chalazonitis, Tennyson, Kibbey, Rothman, & Gershon, 1997; lwashita, Kruger, Pardal, Kiel, &
Morrison, 2003). In vitro, le blocage de la molécule d’adhésion cellulaire LICAM, qui est
normalement présente a la surface des CCNe en migration, provoque la rupture de certaines
chaines cellulaires du front de migration, ce qui a pour conséquence une colonisation partielle
de lintestin. Cependant, la délétion in vivo de LLCAM ne conduit pas a une aganglionose bien
gu’elle crée un retard transitoire dans la migration des CCNe, ce qui démontre I'implication

certaine d’autres molécules d’adhésion dans ce processus (Anderson, Turner, et al., 2006).

Adhésion des cellules de la créte neurale entériques avec la matrice-extracellulaire

Certaines théories ont proposé I'existence d’une fenétre de temps limite pour terminer la
colonisation de l'intestin. De hauts niveaux de laminine, une molécule d’adhésion majeure de
la MEC avec le collagene, seraient responsables du changement du microenvironnement de
I'intestin a e14.5 et ceci le rendrait non-permissif a la colonisation des CCNe (Druckenbrod &
Epstein, 2009). In vivo, des mutations dans le gene EDN3 altérent directement I’expression de

la laminine dans l'intestin et conduit a une aganglionose terminale (Wu et al., 1999). En effet,
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la laminine induit la différenciation neuronale, ce qui a pour conséquence une réduction de la

prolifération et de la migration des CCNe progénitrices (Chalazonitis et al., 1997).

La migration des CCNe implique donc, d’une part, le controle de I'adhésion des cellules en
migration entre elles et, d’autre part, avec les différentes composantes de la MEC. La MEC est
un environnement dynamique qui est controlé dans le temps par différentes molécules, a
I'image de la laminine qui n’est pas un cas isolé. La fibronectine, composante de la MEC connue
pour son réle majeur dans I’'adhésion MEC-cellules, induit la migration et I’expansion cellulaire
par un mécanisme impliquant notamment l'intégrine 1 a la surface des CCNe (Breau,
Dahmani, Broders-Bondon, Thiery, & Dufour, 2009; Breau et al., 2006). In vivo, la délétion du
géne encodant l'intégrine B1 conduit a une aganglionose terminale associée a des anomalies

du SNE (Broders-Bondon, Paul-Gilloteaux, Carlier, Radice, & Dufour, 2012).

1.1.3. Pathologies associées au systéme nerveux entérique

Neuropathies entériques

L'importance du SNE est mise en évidence par un large éventail de pathologies qui touchent
le SNE, appelées neuropathies entériques, et qui surviennent suite a la défaillance de I'une des
fonctions qu’il exerce (Furness, 2008, 2012; Sasselli et al., 2012). Les neuropathies entériques
se différencient en quatre catégories détaillées dans le tableau l.I. La maladie de HSCR

appartient a la catégorie des neuropathies entériques congénitales.

La maladie de Hirschsprung

= Caractéristiques cliniques et traitement de la maladie

La structure générale d’un ganglion reste similaire, qu'il soit situé dans I'cesophage, I'estomac,
le petit ou le gros intestin. Cependant, cette similitude superficielle cache des différences dans

la maniére d’opérer du SNE dans différentes régions (Furness, 2008).
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Tableau L.I: Classification des neuropathies entériques.

Neuropathies congénitales

ou développementales

Maladie de Hirschsprung

Sténose hypertrophique du pylore

Néoplasie endocrinienne 2B

Pseudo-obstruction intestinale : formes
neurogéniques, Dysplasie neuronale intestinale,
hypoganglionose

Mitochondriopathies affectant les neurones
entériques

Neuropathies acquises

Maladie de Chagas

Pseudo-obstruction intestinale : neuropathies formes
secondaires

Constipation par transit lent

Diarrhée induite par un agent pathogéne

Syndrome du colon irritable

Névrite entérique auto-immune

Névrite entérique d'étiologie inconnue

Achalasie du sphincter anal interne

Neuropathies secondaires ou
associées a d’autres états
pathologiques

Gastroparésie diabétique et autres troubles liés au
diabete

Neuropathies entériques de la maladie de Parkinson

Neuropathies entériques de la maladie a prion

Neuropathies iatrogéniques
ou induites par une drogue

Troubles initiés par des médicaments
antinéoplasiques

Iléus postopératoire

Neuropathie

Constipation induite par les opiacées
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Dans le cOlon, le SNE est indispensable pour le controle local de la motilité de I'organe et s'il
est absent ou défectueux, cela résulte en une maladie bien identifiée aujourd’hui qui est la
maladie de HSCR (Figure 1.9 A) (Amiel et al., 2008). Elle est caractérisée par une contraction
soutenue du segment aganglionnaire puisqu’il n’y a pas d’activité péristaltique propulsive, ce
gui a pour conségquence une occlusion intestinale, suivie d’une prolifération importante de
bactéries et d’'une distension des segments proximaux, d’ou son deuxieme nom, mégacolon
aganglionnaire (Bergeron et al., 2015; Butler Tjaden & Trainor, 2013). C'est une maladie létale
puisque, dans de telles conditions, le patient ne pourra pas survivre sans une intervention
chirurgicale (Furness, 2008; Wattchow et al., 2008). Cette intervention consiste a retirer la
zone aganglionnaire afin d’abaisser la zone ganglionnaire et relier un c6lon « sain » a I'anus.
C'est le seul traitement disponible actuellement et, bien qu’il permette de rétablir un systéme
digestif fonctionnel, il n’est pas exempt de complications pour le patient (Haricharan &

Georgeson, 2008).

= (Classification de la maladie

La maladie de HSCR est variable et se différencie en HSCR-segment court et HSCR-segment
long, selon la longueur du segment qui est aganglionnaire. Pour les cas de segment court, la
forme classique, I'aganglionose est limitée au rectum et ne dépasse pas le rectosigmoide
(environ le tiers inférieur du cOlon) tandis que pour les cas de segment long, I'aganglionose
s’étend de maniere proximale au célon sigmoide. Il arrive que certaines aganglionoses,
extrémement rares, touchent toute I'étendue du célon : elles sont appelées aganglionoses
totales du c6lon ou ATC (Figure 1.9) (Amiel & Lyonnet, 2001; Amiel et al., 2008). Le sphincter

anal interne est toujours la limite inférieure de I'aganglionose.

Dans certains cas peu communs, une variante de la maladie dite « segment sauté » décrit un
défaut particulier du SNE : un segment ganglionnaire qui est borné par deux segments

aganglionnaires (Figure 1.9 A) (O'Donnell & Puri, 2010; Takahashi, Sipp, & Enomoto, 2013).

41



A.

Petitintestin
Normal ((
\
/!

Maladie de HSCR

Maladie de HSCR
« Segment sauté »

B Colon
L ]

A: HSCR-segment court

A+ B: HSCR-segment long

A+ B + C: HSCR-segment long
Aganglionose totale du célon

Rectum

Figure 1.9 : Aganglionose dans la maladie de Hirschsprung. A. La représentation schématique
d’un intestin de souris montre |'aire ganglionnaire (gris) dans des conditions normales, de
maladie de HSCR ou d’une variante de la maladie « segment sauté ». Remarquez le caecum
entre le petit intestin et le gros intestin, une structure propre a l'intestin de souris. Adaptée
de Takahashi, Sipp, & Enomoto, 2013. B. Les cas de HSCR sont classés en trois selon la longueur
du segment aganglionnaire. Adaptée de Szylberg & Marszalek, 2014,
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* Epidémiologie de la maladie

Concernant I'épidémiologie, la maladie de HSCR a une incidence d’environ une naissance sur
5000 (Bodian & Carter, 1963). En revanche, cette incidence varie de maniéere significative
entre les différents groupes ethniques avec, par exemple, une incidence de 1.0/10 000 pour
les hispaniques, 1.5/10 000 pour les américains-caucasiens, 2.1/10 000 pour les américains-
africains et 2.8/10 000 pour les asiatiques (Amiel et al., 2008; Torfs, 1998). La forme classique
de HSCR est le segment court puisqu’il concerne environ 80-85% des cas. Les 15-20% restants

concernent les formes longues dont 5% seulement sont des ATC (Kenny et al., 2010).

De maniére générale, il existe également un biais sexuel avec 4 garcons pour 1 fille malade. En
revanche, ce ratio est moins important dans les cas de HSCR-segment long (Amiel et al., 2008;

Badner, Sieber, Garver, & Chakravarti, 1990; Bergeron et al., 2015).

On retrouve un historique de HSCR dans la famille dans 7% des cas (Bodian & Carter, 1963;

Russell, Russell, Fenger, & Niebuhr, 1994),

De maniére intéressante, 15% des patients atteints de la maladie de HSCR présentent au moins
une autre anomalie congénitale (Gariepy, 2004). Cette association donne lieu a des syndromes
bien connus comme c’est le cas du syndrome de Waardenburg-Shah. Aussi appelé syndrome
de Waardenburg de type 4 (SW4), ce syndrome associe la maladie de HSCR a des anomalies de
pigmentation et des défauts de 'oreille interne — surdité et/ou probléme d’équilibre (Edery et
al., 1996). L'incidence de HSCR étant de 1/5 000 et celle de la surdité de 1/1 000, I'incidence
du SW4 est tres rare et seulement peu de cas sont rapportés (Amiel et al., 2008; Fernandez et

al., 2014).

Pour finir, la maladie de HSCR peut aussi étre associée a des anomalies chromosomiques dans
12% des cas. La Trisomie 21 est I'anomalie la plus retrouvée dans les cas de HSCR et donne lieu
au syndrome de Down (Badner et al., 1990; Russell, Russell, & Niebuhr, 1994; Southard-Smith
et al., 1998). Ce syndrome affecterait entre 5 et 8 millions de gens dans le monde avec une

incidence d’environ 1 pour 800 naissances en Amérique du Nord (Hanney et al., 2012).
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= Etiologie de la maladie

L'étiologie de la maladie de HSCR est trés complexe. HSCR est devenu le paradigme des
maladies multigéniques. Le phénotype de la maladie est associé a des mutations qui affectent
un large éventail de génes (De Giorgio & Camilleri, 2004). De maniére générale, les génes
affectés sont des génes qui régulent I'expression génétique dans les CCN progénitrices du SNE
ou dans les voies de signalisation associées au développement du SNE que nous avons décrits
plus haut et qui sont récapitulés dans la figure 1.8 (Mundt & Bates, 2010). La plupart de ces
génes sont déterminés comme des facteurs de susceptibilité : leur mutation ne prédit par
forcément la maladie mais elle augmente les risques d’en étre atteint (Gariepy, 2004). Des
études suggérent que les facteurs environnementaux tels que la nutrition, la médication et les
problemes de santé des parents pourraient influencer le risque de contracter la maladie de
HSCR mais les facteurs environnementaux sont mineurs comparés aux facteurs génétiques

(Amiel & Lyonnet, 2001).

La transmission du patron de la maladie est autosomal dominant ou récessif.

= Nouveaux modeles de souris transgéniques pour la maladie

Selon la littérature, il est dit que les mutations dans des genes connus pour étre associés a la
maladie de HSCR ne représentent qu’une partie des cas cliniguement observés, qui se situe
entre le tiers et la moitié (Alves et al., 2013; Gariepy, 2004). De maniere intéressante, les
mutations dans des séquences codantes des genes connus ont pour conséquence un HSCR-
long segment ou un HSCR syndromique. En revanche, elles n’expliquent en aucun cas la
transmission des cas de HSCR court-segment, la forme classique de la maladie. Ceci suggeére,
d’une part, 'importance des variations dans des régions non-codantes et, d’autre part,
I’existence de bien d’autres génes impliqués dans la maladie de HSCR (Amiel et al., 2008;

Bergeron et al., 2013; Pusch, Sasiadek, & Blin, 2002).
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La lignée transgénique Spot

Dans notre laboratoire, plusieurs lignées de souris transgéniques ont été générées par
mutation insertionnelle aléatoire, nous permettant ainsi de découvrir de nouveaux genes
importants pour le développement des CCN et qui semblent impliqués dans la maladie de HSCR

(Figure 1.10) (Bergeron et al., 2015; Bergeron et al., 2013).

Les souris FVB sont des souris albinos qui possédent une mutation homozygote dans leur géne
tyrosinase conduisant a une perte de fonction. Puisque la tyrosinase est I’enzyme clé dans la
production de mélanine et d’autres pigments, les souris FVB possédent des mélanocytes qui
ne sont pas pigmentés (pelage blanc et yeux rouges) (Muller, Ruppert, Schmid, & Schutz,
1988). Pour générer les différentes lignées transgéniques citées au-dessus dans notre
laboratoire, nous avons utilisé la méthode décrite par Méthot en 1995 qui consiste a
microinjecter un transgéne qui encode une tyrosinase fonctionnelle dans un embryon FVB
(Methot, Reudelhuber, & Silversides, 1995). Ainsi, le sauvetage de la pigmentation chez les
souriceaux obtenus peut servir de marqueur pour la transgénése mais aussi pour les anomalies
du développement des CCN. Trois possibilités apparaissent a la naissance des souriceaux : des
souriceaux albinos, des souriceaux qui possedent une pigmentation normale ou des souriceaux
gui ont un défaut de pigmentation. Des souriceaux albinos sont le signe que la transgénese a
échoué tandis qu’une pigmentation uniforme confirme I'efficacité de la transgénése mais ne
met en évidence aucune anomalie qui touche les CCN. En revanche, une pigmentation
anormale du pelage des mutants est le signe que le transgéne s’est inséré dans un locus
critique pour les mélanocytes et par extension, pour le développement des CCN. En effet, une
pigmentation anormale du pelage des mutants est le signe que le transgene a perturbé un
locus critique pour les mélanocytes et par extension, pour le développement des CCN dont ils

sont dérivés (Figure 1.10) (Bergeron et al., 2013).

La figure 1.11 présente les phénotypes de la lignée transgénique Spot, observés chez des souris
adultes, a 20 jours apres leur naissance (P20). La lignée Spot tire son nom des défauts de

pigmentation du pelage des hétérozygotes (Spot™*) qui laisse apparaitre de larges taches
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Figure 1.10 : Génération de la lignée transgénique Spot par mutation insertionnelle
aléatoire. Le minigéne tyrosinase a été microinjecté dans des embryons de souris albinos
FVB, puis un criblage des souriceaux nous a permis de découvrir de nouveaux loci critiques
pour le développement des CCN. Une pigmentation uniforme confirme I'efficacité de la
transgénese mais ne met en évidence aucune anomalie qui touche les CCN. En revanche, une
pigmentation anormale du pelage des mutants est le signe que le transgene s’est inséré dans
un locus critique pour les mélanocytes et par extension, pour le développement des CCN.

gris clair et des yeux pigmentés. Aprés croisement génétique, ces taches de pigmentation
apparaissent plus foncées dans le fond Gatad4-RFP — une lignée de souris communément
utilisée dans notre laboratoire qui marque de maniére endogene les CCN (Pilon, Raiwet, Viger,
& Silversides, 2008). Les Spot homozygotes (Spot™™) montrent un manque total de
pigmentation dans leur pelage et possede seulement de la pigmentation dans les yeux. En plus
des défauts de pigmentation, les souris Spot™/™ adultes souffrent des signes classiques de
mégacolon aganglionnaire : une mort prématurée autour de I’adge de trois semaines, une taille
inférieure aux souris contréle de type sauvage, une posture courbée et un abdomen gonflé
pour les mutants encore vivants. Apres dissection de leur intestin, nous avons pu observer un
blocage et une accumulation de matériel fécal dans le caecum et dans la partie proximale de

leur cblon, suggérant ainsi fortement une aganglionose dans leur c6lon distal. De plus, une

46



analyse histologique, menée par Karl Bergeron dans notre laboratoire, a démontré I'absence
de ganglions dans les portions distales des souris homozygotes. La lignée transgénique Spot

constitue de ce fait un modéle murin idéal pour I'étude de la maladie de HSCR.

Il est important de comprendre que le développement des CCN chez les souris homozygotes
Spot est largement plus perturbé que chez les hétérozygotes. D’abord, les hétérozygotes ont
guelques taches grises de pigmentation sur leur pelage alors que les homozygotes n’en ont
aucune. Enfin, seules les souris homozygotes souffrent des signes classiques de mégacolon
aganglionnaire ce qui explique pourquoi nos expériences porteront uniqguement sur des

homozygotes.

De maniére intéressante, la lignée Spot s’apparente a un HSCR syndromique puisqu’elle
posséde, en plus d’un mégacolon aganglionnaire, des défauts de pigmentation et des
anomalies de l'oreille interne. Ceci est le SW4 mais les aspects concernant les défauts de

I'oreille interne, bien qu’étudiés dans notre laboratoire, ne seront pas traités dans ce mémoire.

Mon projet de recherche porte principalement sur la caractérisation du défaut de formation

du SNE de la lignée Spot, d’un point de vue cellulaire, moléculaire et génétique.

Chez Spot, le transgene s’est inséré a I'intérieur du locus Nr2f1-K12, une région dépourvue de
génes préalablement associés a la maladie. Nr2f1 encode un facteur de transcription connu
pour son réle dans la gliogénése du SNC et K12, antisens du gene Nr2f1, est un ARN long non

codant (ARNInc) pour lequel aucune information n’est disponible actuellement.

La suite de cette introduction dresse un état des connaissances rapide au sujet de Nr2f1 et sur

les capacités qu’ont les ARN long non codants a réguler la transcription d’autres genes.
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Figure 1.11 : Phénotype des souris Spot adultes. Les souris Spot présentent des défauts de
pigmentation associés aux signes classiques du mégaco6lon aganglionnaire. A. Dans le fond
génétique FVB, les souris Spot™* ont des taches de pigmentation (astérisque rouge) sur le
corps et les yeux pigmentés. Le défaut de pigmentation est aggravé chez les souris Spot'®/T8
qui ont le pelage totalement blanc et seulement les yeux pigmentés. Les Spot™/™sont aussi
nettement plus petites que les Spot™*. B. Les mémes défauts de pigmentation sont
retrouvés dans le fond Gata4-RFP. C. Les souris Spot™/™8 présentent un abdomen gonflé et
une accumulation de matiére fécale de I'intestin distal jusqu’au célon, alors que les souris
Spot™/* ne sont pas affectées et sont comparables aux souris de type sauvage. D’aprés Karl
Bergeron.
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1.2. Le gene NR2F1, membre de la super famille des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires

La super famille des récepteurs nucléaire (RN) est une large famille de régulateurs cellulaires
qui sont des facteurs de transcription (Laudet, 1997). Ils peuvent fonctionner comme
activateurs, répresseurs de la transcription selon qu’ils se lient, ou non, a un ligand ou un
cofacteur. Lorsqu’il n’y pas de ligand et qu’ils ne sont pas liés par un agoniste, les RN répriment
I'expression de génes cibles en interagissant avec des co-répresseurs. Au contraire, quand ils
sont liés, que ce soit par leur ligand ou par un agoniste, les RN subissent des changements de
conformation qui induisent leur liaison avec des co-activateurs et I'activation de I'expression

de génes cibles (Tsai & Tsai, 1997).

La figure 1.12 représente la structure en domaines des RN, une structure conservée commune
a la plupart des membres de la super famille (Glass & Ogawa, 2006). Les RN consistent en
plusieurs domaines nucléaires : un domaine d’activation transcriptionnelle variable en amino
(N) -terminal (AF1), un domaine de liaison a I’ADN (DLA), trés conservé, au centre et un
domaine de liaison au ligand (DLL), relativement conservé, en carboxy (C) —terminal (Giguere,

1999).

Chacun de ces domaines médie des fonctions bien particuliéres. Le DLA médie principalement
la liaison spécifique du RN a des éléments de réponses dans I’ADN dans des régions régulatrices
des genes cibles — enhancer ou promoteur (Naar et al., 1991). Le DLL spécifie les propriétés de
liaison a un ligand pour chaque récepteur et régule les interactions du RN avec des protéines
co-activatrices ou co-répressives d’'une maniéere ligand-dépendante. En effet, le DLL contient
une courte région a-hélicale (AF2) qui, apres liaison a un ligand, se déplace d’une position
mobile a une position plus stable dans laquelle il est lié au DLA. Ce changement
conformationnel crée un site de liaison pour des co-activateurs ou co-répresseurs, selon la

position du domaine AF2 (Glass & Ogawa, 2006; Torchia et al., 1997).
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Figure 1.12 : Structure conservée des récepteurs nucléaires. Les RN sont formés de trois
principaux domaines : un domaine de transactivation (AF1), un domaine de liaison a I’ADN et
un domaine de liaison au ligand. Ce dernier contient un domaine d’activation fonctionnelle,
AF2, qui lie des protéines co-activatrices ou co-répressives qui régulent |’expression de genes
cibles, dont les régions régulatrices ont été liées par le domaine de liaison a I’ADN. Adaptée
de Glass & Ogawa, 2006.

Finalement, les RN peuvent également réguler la transcription de génes par interaction directe
avec d’autres facteurs de transcription, un mécanisme qui ne met en jeu aucune liaison a ’ADN

(Karin, 1998).

Concernant leur classification, il existe aujourd’hui deux grands groupes de RN : les RN
hormonaux qui répondent a des ligands qui sont des hormones et les RN orphelins dont les
ligands étaient encore inconnus quand ils ont été découverts. En effet, les RN orphelins sont
définis comme des produits de génes qui ont les caractéristiques structurelles des RN et qui
ont été identifiés sans connaitre leur ligand potentiel. Fait important, ils restent toujours dans

cette catégorie méme apres une éventuelle identification de ligands qui leurs sont spécifiques.

Les membres des récepteurs nucléaires de la sous-famille 2 : Nr2f1 et Nr2f2

Les RN qui appartiennent a la sous-famille 2, Nr2f, sont aussi connus sous le nom de Coup-tf
pour « chicken ovalbumin upstream promoter transcription factors » et ils se positionnent

comme les RN orphelins les plus étudiés aujourd’hui.
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Ces facteurs de transcription ont d’abord été identifiés pour leur liaison directe a des
séquences répétées dans le promoteur en amont du gene de I'ovalbumine régulant ainsi
I’expression de ce gene dans 'oviducte de poulet (Pastorcic et al., 1986; L. H. Wang et al.,

1989).

Au sein de cette sous-famille, les séquences des deux homologues Nr2f1 (Coup-tfl) et Nr2f2
(Coup-tf2), chez la souris, possedent 80% d’identité. Concernant leur expression dans le SNC
en développement chez la souris, elle commence autour de e7.5, augmente largement a 9.5
avec un pic entre el2 et el3, puis baisse avant la naissance (Qiu et al., 1994). De plus, ils sont
généralement retrouvés dans les cellules mésenchymales de nombreux organes en

développement (Jonk et al., 1994).

Des modeles de souris « knock-out » ont permis de démontrer le réle de Nr2f1 et Nr2f2 dans
le développement. Il a été montré que ces deux derniers jouent des roles critiques dans la
régulation de plusieurs processus développementaux chez les mammiféres, notamment
différenciation, métabolisme et homéostasie (Tsai & Tsai, 1997). Nr2f2 est impliqué dans les
interactions mésenchymales-endothéliales et sa délétion in vivo entraine une létalité
embryonnaire avec des défauts dans I’'angiogénese et le développement du coeur (Pereira, Qiu,
Zhou, Tsai, & Tsai, 1999). De maniére intéressante, Nr2f1 est connu pour sa régulation de la
neurogénese, la gliogénése et la différenciation des CCN durant le développement
embryonnaire (Qiu et al., 1997). Les souris déficientes pour le géne Nr2f1 montrent de
nombreuses altérations dans I'arborisation, les projections et la myélinisation des axones ainsi
gue dans la régionalisation du cortex (Yamaguchi et al., 2004; Zhou et al., 1999; Zhou, Tsai, &
Tsai, 2001). Ces souris mutantes souffrent d’un retard dans la myélinisation de leurs axones et
d’'une démyélinisation élevée dans le SNC. In vitro, il a été montré que ces défauts de
myélinisation étaient dus a un retard dans la différenciation des oligodendrocytes, une classes
de cellules gliales du SNC (Yamaguchi et al., 2004). Plus récemment, il a été montré que Nr2f1
et Nr2f2 sont nécessaires pour la spécification temporaire des progéniteurs dans le SNC et
notamment pour la génération des différents types gliaux durant le développement du SNC.

En effet, ces deux facteurs de transcription sont particulierement requis pour I'acquisition de
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compétence gliogénique puisqu’ils sont capables de répondre a des cytokines gliogéniques —
telles que LIF'® et BMP2 (Naka, Nakamura, Shimazaki, & Okano, 2008). Ensemble, ces données
nous permettent de mettre en évidence I'implication certaine de Nr2f1 dans le développement

des cellules gliales.

Si les produits des genes de la famille Nr2f sont capables de moduler I'expression de génes,
ces genes sont eux-mémes régulés par d’autres produits de génes. Il y a principalement deux
morphogénes qui semblent jouer un réle critique dans la régulation des génes de la famille
Nr2f: I'acide rétinoique (AR) et la glycoprotéine Shh'°. D’une part, de hauts niveaux
d’expression de Coup-tf sont induits in vitro par I’AR dans les cellules P19, et d’autre part, le
traitement d’embryons de poisson zébre a I’AR perturbe I'expression spatiotemporelle des
Coup-tf (Fjose, Weber, & Mlodzik, 1995; Jonk et al., 1994). De la méme maniére, il a également
été montré que Shh est capable d’induire la synthése d’ARNm de Coup-tf2, a la fois in vitro

dans des cellules P19 (Tsai & Tsai, 1997) mais également in vivo (Takamoto et al., 2005)

18 « Leukemia Inhibition Factor »
1% « Sonic hedgehog »
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1.3. Les ARN longs non codants

«Do non-coding RNAs that are derived from the introns and exons of
protein-coding and non-protein-coding genes represent a fundamental
advance in the genetic operating system of higher organisms? Recent
evidence from comparative genomics and molecular genetics indicates
that this might be the case. If so, there will be profound consequences for
our understanding of the genetics of these organisms, and in particular
how the trajectories of differentiation and development and the
differences among individuals and species are genomically
programmed.” (Mattick, 2004)

Nous avons longtemps pensé que les génes codants pour des protéines étaient les acteurs
majeurs de la régulation génétique, avec le dogme central de la biologie moléculaire selon
lequel I'acide désoxyribonucléique, ADN, est transcrit en acide ribonucléique messager, ARNm,
lui-méme traduit en protéine. Cependant, depuis quelques décennies, de nombreuses preuves
laissent penser que les processus développementaux qui régulent la complexité des
organismes sont principalement dus au potentiel régulateur des portions non-codantes, qui
constituent plus de 98% du génome chez 'Homme (Mattick, 2004; K. C. Wang & Chang, 2011).
Les procaryotes possedent moins de 25% d’ADN non-codant dans leur génome. Les eucaryotes
simples ont entre 25 et 50% d’ADN génomique non-codant. Les animaux et les plantes ont plus
de 50% d’ADN génomique non-codant, avec 98,5% de séquences non-codantes dans le
génome humain (Figure 1.13) (Aparicio et al., 2002; Lander et al., 2001; Mouse Genome

Sequencing et al., 2002; Venter et al., 2001).

Nous sommes encore trés loin d’avoir attribué aux ARN non codants (ARNnc) toutes leurs
fonctions biologiques, mais des milliers d’entre eux sont déja documentés et une classe
particuliere semble se démarquer de par son potentiel a réguler la transcription d’autres
génes : les ARN longs non codants ou ARNInc (Berretta & Morillon, 2009; Mercer, Dinger, &

Mattick, 2009).
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Figure 1.13: Proportion d’ADN non-codant par rapport a ’'ADN génomique total dans
différents organismes. La complexité développementale d’'un organisme correle avec la
proportion de genes non-codants dans son génome. Les bactéries ont moins de 25% d’ADN
non-codant tandis que ’'Homme en possede plus de 98%. Bleu : procaryotes (bactéries et
archées); noir : eucaryotes simples; gris : Neurospora crassa; vert : plantes; violet : nématodes
et insectes; jaune : Ciona intestinalis; rouge : vertébrés. Adaptée de Mattick, 2004.

Biogénése des ARN longs non codants

Les ARNInc sont également transcrits par I’ARN polymérase Il de maniére similaire a la
transcription des ARN messagers. Leur maturation inclut également I'ajout d’une coiffe a leur

extrémité 5’, une polyadénylation a I'extrémité 3’ et un épissage (Geisler & Coller, 2013).

La figure 1.14 décrit le cycle de vie d’'un ARN en comparaison avec celui d’'une protéine. De
maniére intéressante, I'expression d’'un ARN est dynamique. Un ARN fonctionnel est généré
rapidement mais peut étre dégradé tout aussi rapidement. Au contraire, les protéines
nécessitent des étapes supplémentaires, notamment I’exportation de TARNm du noyau et sa
traduction afin de produire un peptide fonctionnel. Comme c’est le cas pour un ARN, une

protéine doit étre dégradée pour ne plus s’exprimer (Geisler & Coller, 2013).
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Figure 1.14: Cycle de vie d’un ARN. Les ARNInc et les ARNm sont transcrits par I’ARN
polymérase Il. Pendant leur maturation, ces deux classes d’ARN sont dotés d’une coiffe en 5’
et d’'une queue polyA en 3’ et subissent un épissage. Les ARNInc sont alors fonctionnels tandis
gue les ARNm sont exportés hors du noyau pour étre traduits en protéines. Adaptée de Geisler
& Coller, 2013.

Les ARNInc sont définis arbitrairement comme plus longs que 200 nucléotides (Kapranov et al.,
2007). De nombreuses études ont d’abord montré combien le transcriptome pouvait étre
complexe, avec des ARNInc qui chevauchent d’autres multiples transcrits aussi bien codants
que non-codants. Les ARNInc peuvent aussi se placer entre les séquences qui composent ces
transcrits, au niveau des séquences introniques (Zhang et al., 2013). Cette complexité a permis
de faire un grand pas dans la compréhension des génes et de leur organisation, d’'un modele
linéaire vers un modele modulaire. Dans ce nouveau modele, une seule séquence d’ADN peut
donner lieu a un éventail de transcrits : sens et antisens, codants et non-codants (Carninci et
al., 2005; Kapranov et al., 2005). Un exemple est donné dans la figure 1.15 qui représente la

structure du locus Pax6 (Mercer et al., 2009).
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Figure 1.15 : Organisation génomique du locus Pax6 : transcrits codants et non codants. Ce
schéma illustre la complexité d’un réseau entrelacé de transcrits longs non codants (orange)
associés avec le gene codant Pax6 (violet). Adaptée de Mercer et al., 2009.

Le large répertoire fonctionnel que nous leur connaissons aujourd’hui inclut des réles dans la
dynamique chromosomique, dans la biologie des télomeres et dans I'organisation structurale
de la cellule (Amaral & Mattick, 2008). Par le biais de plusieurs exemples non exhaustifs, nous
nous concentrerons sur I'implication des ARNInc dans la régulation de |’expression de genes

voisins aux niveaux de la modification de la chromatine et de la transcription.

* Modification de la chromatine guidée par les ARN longs non codants

Les ARNInc peuvent coordonner des modifications épigénétiques en recrutant des complexes
de remodelage de la chromatine au niveau de loci spécifiques et ils sont donc qualifiés de
guides. Ainsi, les ARNInc peuvent guider des changements dans I’expression de genes voisins

—en cis — ou de genes plus distants — en trans (K. C. Wang & Chang, 2011).

Par exemple, les génes encodant les facteurs de transcription de la famille Hox?° sont organisés
en quatre groupes HoxA, HoxB, HoxC et HoxD, situés respectivement sur les chromosomes
humains 7, 11, 5 et 4. lls contiennent des centaines de ARNInc qui sont exprimés de facon
temporelle et spécifique (K. C. Wang, Helms, & Chang, 2009). Ces ARNInc sont capables

d’induire différents états de chromatine par méthylation des histones et modulent ainsi son

20 « Géne homéotique »
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accessibilité pour I’ARN polymérase et la transcription des genes.

Action en trans

Le ARNInc antisens HOTAIR?!, qui est situé sur le locus HoxC, est capable d’induire un état de
répression au niveau de la chromatine du locus HoxD et ainsi réprimer la transcription des
génes appartenant au locus HoxD- en trans (Rinn et al., 2007). Le mécanisme mis en jeu est
représenté dans la figure 1.16 (A). HOTAIR recrute PRC2%2 qui forme un complexe Polycomb
au niveau du locus HOXD, ce qui induit la triméthylation des lysines en position 27 de I'histone
3 (H3K27me3). Ceci est une marque épigénétique dite répressive puisqu’elle confére un état
dense et fermé a la chromatine — hétérochromatine — ce qui empéche la liaison de ’ARN

polymérase et réprime |'expression des genes associés (Mercer et al., 2009).

Ce mécanisme explique également le phénomene bien connu d’inactivation du chromosome
X dans lequel le ARNInc Xist, accompagné de I’ARNnc RepA, recrute le complexe de
modification de la chromatine Polycomb pour réprimer le chromosome X (Ogawa, Sun, & Lee,

2008; Zhao, Sun, Erwin, Song, & Lee, 2008) (Figure 1.16 A).

Action en cis

Le ARNInc Hottip?3, qui est situé sur le locus HoxA, active la transcription de plusieurs génes
voisins — en cis — en recrutant le complexe MLL?* qui induit la triméthylation des lysines en
position 4 de I’histone 3 (H3K4me3). Cette marque épigénétique, a I'inverse de la précédente,
est dite activatrice puisqu’elle confere un état ouvert et accessible a la chromatine —
euchromatine —ce qui permet la liaison de ’ARN polymérase et active I'expression des genes

associés (Song & Kingston, 2008; K. C. Wang et al., 2011).

21 « HOXtranscript antisense RNA »

22 « Polycomb chromatin remodelling complex »
23 « HOXA transcript at the distal tip»

24 « Mixed lineage leukemia »
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Ainsi, les complexes de remodelage de la chromatine possédent souvent plusieurs domaines

de liaison a I’ARN mais une trées petite spécificité de séquence d’ADN (Meier & Brehm, 2014).

= Régulation transcriptionnelle par les ARN longs non codants

Certains promoteurs proximaux sont transcrits en ARNInc et la figure 1.16 (B) montre trois
différents mécanismes par lesquels les ARNInc peuvent agir pour contréler la régulation

transcriptionnelle de génes voisins — en cis (Mercer et al., 2009).

De la méme maniere que les ARNInc recrutent des complexes de modification de Ia
chromatine, ils recrutent des protéines qui possédent aussi des domaines de liaison a I’ARN et
peuvent ainsi moduler leur activité. Par exemple, le géne cycline D1 encode un régulateur
important du cycle cellulaire. Il est régulé par des signaux de dommages a I’ADN qui induisent
I’expression de plusieurs ARNInc, associés a son promoteur, avec lesquels il coopéere pour
réguler I'activité de TLS?> qui encode une protéine de liaison a ’ARN. Quand TLS est recrutée,
elle inhibe I'activité histone acétyle transférase des deux protéines CBP?® et p300 afin de

réprimer I'expression de cycline D1 et réguler le cycle cellulaire (X. Wang et al., 2008).

Les ARNInc peuvent également agir comme cofacteurs afin de moduler I'activité de facteurs
de transcription. Par exemple, le ARNInc DIx6as®” ou Evf2 est transcrit d’'un enhancer conservé
chez les vertébrés. Il se lie et recrute le facteur de transcription DIx2%® & cet enhancer pour

induire I'expression de genes voisins, notamment DIx6 (Berghoff et al., 2013).

Les ARNInc sont aussi capables de réguler 'activité de la machinerie de transcription par
interaction avec le complexe d’initiation de la transcription. Par exemple, la régulation du géne
qui encode la dihydrofolate réductase (DHFR) est dépendante d’un ARNInc. Ce dernier est

capable de se lier au niveau du promoteur de DHFR ou il forme un triplex et ainsi interférer

% « Translocated in Liposarcoma »

26 « CREB Binding Protein »

27 « Distal-Less Homeobox 6 antisens »
28 « Distal-Less Homeobox 2 »
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avec le cofacteur de transcription TFIID?° qui ne pourra pas se lier (Martianov, Ramadass, Serra

Barros, Chow, & Akoulitchev, 2007).

A. B.
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Figure 1.16 : Différents mécanismes de régulation de la transcription par les ARN longs
non-codants. A. Les ARNInc peuvent lier et recruter des complexes de modification de la
chromatine et ainsi cibler leur activité au niveau de loci d’ADN spécifique afin de moduler
la transcription. L'expression des genes peut étre réprimée ou activée selon la nature de la
marque épigénétique ajoutée par le complexe. B. 1) Les ARNInc sont capables de lier et
recruter des protéines de liaison a I’ARN pour moduler leur activité. TLS est recrutée par
ARNInc et inhibe I'activité histone acétyle transférase de CBP et p300 afin de réprimer
I’expression du géne de la cycline D. 2) Le ARNInc Evf2 joue le réle de cofacteur et lie le
facteur de transcription DLX2 qu’il recrute a son locus pour induire la transcription du gene
voisin, DIx6. 3)Le ARNInc se lie au niveau du promoteur du géne DHFR ou il forme une
structure en triplex qui empéche liaison de TFIID, un cofacteur d’initiation de la
transcription. Adaptée de Mercer et al., 2009.

29 « Transription Factor I D »
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CHAPITRE 2 : HYPOTHESES

Avant de présenter les objectifs de recherche, voici les hypothéses sur lesquelles nous avons

basé notre travail.

- Le gene d’ARN long non codant K12 est normalement exprimé dans les CCNe qui

colonisent les intestins pour former le SNE.

- Chez les embryons Spot, I'expression de K12 dans les CCN est affectée par l'insertion

transgénique.

- K12 est impliqué dans la migration, la prolifération, la différenciation ou la survie des

CCNe.
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CHAPITRE 3 : OBJECTIFS ET APPROCHE GENERALE

2.1. Quelle est I'origine embryonnaire du défaut de formation du systéme
nerveux entérique chez Spot?

Objectif #1 : Caractériser le défaut embryonnaire du systéme nerveux entérique chez Spot

A I'age adulte, la lignée transgénique Spot présente les signes classiques de mégacblon
aganglionnaire. Notre objectif premier est donc de déterminer le défaut embryonnaire du SNE

et notamment le processus sous-jacent défectueux qui en est responsable.

= Fluorescence endogéne Gata4-RFP : Défaut de colonisation et migration chez Spot

Dans un premier temps, nous déterminerons la migration et la colonisation des CCNe dans les

intestins embryonnaires Spot.

* Immunomarquages : Différenciation, prolifération et mort cellulaires chez Spot

Dans un deuxiéme temps, des immuno-marquages permettront d’évaluer les différents
processus cellulaires impliqués dans la formation de SNE et qui pourraient étre les causes du
défaut Spot. Les trois événements suivants seront testés : différenciations neuronale et gliale,

prolifération cellulaire et mort cellulaire.
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2.2. Quelles sont les causes génétiques du défaut de formation du systéeme
nerveux entérique chez Spot?

Objectif #2 : Identifier les génes candidats responsables du phénotype Spot

Les causes génétiques du mégacdlon aganglionnaire sont encore peu claires. Rappelons que
des mutations dans des génes connus ne représentent qu’environ la moitié des cas
cliniguement observés. Nous cherchons a trouver de nouveaux génes impliqués dans la
maladie. Pour cela, le laboratoire a fait séquencer le génome et le transcriptome des souris

Spot, a partir de CCNe (e12.5).

= Séquencgage du génome : Localisation de 'insertion transgénique

Dans un premier temps, les résultats de séquencage du génome des souris Spot permettront

de déterminer ou a lieu I'insertion transgénique.

= Séquengage du transcriptome : Mise en évidence des génes candidats

Dans un deuxieme temps, une analyse poussée du séquencage du transcriptome de Spot

comparé a celui d’'un controle, nous dirigera vers les génes potentiellement intéressants.

= RT-PCR: Confirmation des profils d’expression des génes candidats

Dans un troisieme temps, nous confirmerons par RT-PCR les profils d’expression des genes

potentiels a différents stades embryonnaires chez Spot.

* Essais luciférase : Evaluation de I'activité transcriptionnelle de I’élément conservé
sur le locus Nr2f1-K12

Dans un quatrieme temps, nous évaluerons par essais luciférase le potentiel régulateur d’une

séquence de 676 pb (conservée sur le locus Nr2f1-K12) a I’égard des génes qui lui sont voisins.
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= Souris transgéniques : Surexpression des génes candidats dans des modéles murins
et validation des génes candidats

Dans un cinquiéme et dernier temps, nous entamerons des expériences de gain de fonction

dans des modeles murins afin de valider le potentiel des genes candidats mis en évidence.
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2.3. K12, un gene d’ARN long non codant régulateur impliqué dans la
formation du systéme nerveux entérique?

Objectif #3 : Définir le profil de K12 dont rien n’est connu présentement

Puisqu’aucune information n’est disponible dans la littérature a propos de ce ARNInc, tout
reste a découvrir. Notre hypothese de départ réside dans le fait que le ARNInc K12 régule
I’expression de Nr2f1 dont il est I'antisens et qu’ils sont, ensemble, impliqués dans la formation

du SNE.

= RT-PCR: Les différents isoformes de K12 et leur expression dans les CCN

La premiere étape de cette étude est de générer les outils moléculaires nécessaires. Dans un
premier temps, nous nous baserons sur les prédictions disponibles sur ensembl afin d’amplifier
le gene K12 et ses différentes isoformes, d’'une facon que nous appellerons pleine longueur.
Les différents isoformes pleine longueur seront amplifiés a partir d’intestin entier mais une
étude plus approfondie sera menée afin de déterminer le niveau d’expression de chaque
isoforme dans les CCNe — qui forment le SNE — comparé a leur niveau d’expression dans toutes
les autres cellules entériques. Une importance particuliére sera accordée aux isoformes

exprimés voire surexprimés dans les CCNe.

= Systeme MS2-YFP : Localisation subcellulaire de K12

Dans un deuxiéme temps, la localisation intracellulaire — nucléaire ou cytoplasmique — de K12
sera déterminée a I'aide du systeme MS2-YFP nous permettant ainsi de confirmer le potentiel

régulateur du gene.
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CHAPITRE 4 : MATERIEL ET METHODES

Souris

Toutes les expériences utilisant les souris ont été menées en accord avec la réglementation
dictée par le Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA) et approuvées par le Comité
Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) local de I'Université du Québec a Montréal
(UQAM ) selon le protocole #650. L'euthanasie des souris a été effectuée par administration

d’isoflurane suivi de dioxyde de carbone.

Pour la génération des embryons, les souris ont été accouplées durant une nuit. Un bouchon

vaginal observé le lendemain matin désigne le jour embryonnaire (e)0.5.
Les principaux stades d’études ont été : e12.5, e13.5 et €15.5

- Le stade e15.5 a été nécessaire pour I'analyse de la différenciation gliale puisque le

marqueur glial S100B apparait normalement dans I'intestin autour de e14.5 - e15.

- Lestade e12.5 est un stade plus précoce du développement auquel le petit intestin et
le co6lon proximal sont normalement entierement colonisés par les progéniteurs qui
terminent de coloniser le colon distal. A ce stade, les neurones ont déja commencé a
se différencier dans lintestin et le marqueur neuronal HuC/D y est normalement

présent.

Ce stade est utilisé de maniere préférentielle dans notre laboratoire s’il n’y a aucune

condition particuliere comme c’était le cas pour S100B qui apparait plus tardivement.

- Le stade e13.5 est un intermédiaire qui nous a servi notamment pour la confirmation
du RNA-seq. Ce stade a été utilisé notamment pour confirmer une différenciation gliale

précoce et la confirmation du RNA-seq.
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= Lignée transgénique Spot

La lignée transgénique Spot a été générée par microinjection du minigéne tyrosinase dans le
pronoyau d’embryons FVB selon Nagy (2003) et Methot (1995) (Methot et al., 1995; Nagy,
Gertsenstein, Vintersten, & Behringer, 2003). Afin de marquer de maniére endogene les CCN,
des souris Spot, dans le fond FVB, ont été croisées avec deux lignées transgéniques utilisées
dans le laboratoire et préalablement décrites par Pilon (2008) : Gata4p-GFP ou Gata4p-RFP,

aussi conservées dans le fond FVB (Pilon et al., 2008).

= Lignées transgéniques Nr2f1 et K12-F6R4*

Concernant les expériences de surexpression de Nr2fl et de K12-court, les constructions
adéquates ont été microinjectées dans le pronoyau d’embryons B6C3 selon la technique
classique (Nagy, Gertsenstein, Vintersten, & Behringer, 2003). Les embryons obtenus ont été

collectés 15 jours suivant la microinjection (e15.5) et criblés pour I'expression de la GFP.

Pour les transgéniques Nr2f1, nous avons construit un plasmide permettant la co-expression
de la protéine Nr2f1 et de la GFP sous le contréle du promoteur minimal Hsp68 (Kothary et al.,
1989) et de I'enhancer de Sox10 spécifique aux CCN (U3 ou MCS4) (Antonellis et al., 2008;
Werner, Hammer, Wahlbuhl, Bosl, & Wegner, 2007).

Pour les transgéniques K12, nous avons construit deux plasmides qui ont été co-injectés, le but
étant de ne pas altérer I'expression de I’ARN non codant par la présence de la GFP dans le
méme plasmide. La premiére construction permet I'expression de la forme courte de K12-
F6R4* sous le contréle du promoteur minimal Hsp68 et de I’enhancer U3 de Sox10, alors que

la deuxiéme construction permet |I'expression de la GFP sous le contréle de Hsp68 et de U3.

Tableau IV.I: Oligos utilisés pour les génotypages contrdle et mutant Spot.

Oligo sens (F) Oligo antisens (R) Amplification
WT |5'CCATGTATA CTCTTT GGT TGG TGG 5'TTT GTG GCT GTA AAG ATT GAC TCC | 650 pb
Spot | 5' TTT AGC AAATCCCAGTCATTITCTTAG |5 TTT GTG GCT GTA AAG ATT GAC TCC | 500 pb
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Figure 4.1 : Stratégies de génotypages controle et mutant Spot. Le génotypage d’un intestin
contréle de type sauvage donne une bande a 650 pb tandis que celui d’'un mutant
homozygote Spot™/™donne une bande a 500 pb. Dans le cas d’un hétérozygote Spot™*, nous
obtenons une bande de chaque.

Génotypage par PCR

= Spot

Pour toutes les expériences utilisant des souris et notamment des embryons de souris, le
génotypage de l'allele Spot a été fait par PCR. Lors de la dissection, les tétes des embryons ont
été conservées individuellement et traitées a la protéinase K a 50°C pendant une nuit. Le
lendemain, une extraction d’ADN au phénol-chloroforme a permis d’obtenir I’ADN matrice,
dont 1ul a été prélevé pour la réaction de PCR. L’ADN polymérase Taq standard (Feldan) et des
oligos qui bordent l'insertion Spot ont également été utilisés. La stratégie de génotypage du

site d’insertion est représentée dans la figure 4.1 et les séquences des oligos sont données
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dans le tableau IV.l. La réaction de PCR a consisté en 10 cycles de: 20 secondes de
dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a 62°C et 30 secondes d’élongation a 72°C,
suivis de 20 cycles de : 20 secondes de dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a 60°C

et 30 secondes d’élongation a 72°C.

= Nr2f1 et K12-F6R4*

Pour les expériences de surexpression de Nr2f1 et K12-court dans des souris, les tétes des
embryons collectés a e15.5 sont conservées individuellement, traitées a la protéinase K de la
méme maniere que pour le génotypage Spot. En revanche, la stratégie de génotypage et les
oligos utilisés sont différents : les amorces sens et antisens s’hybrident respectivement a
I’enhancer U3 de Sox10 et le promoteur minimal Hsp68 (Tableau IV.Il). La réaction de PCR a
consisté en 30 cycles de : 20 secondes de dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a

60°C et 1 minute d’élongation a 72°C.

Tableau IV.ll: Oligos utilisés pour les génotypages des embryons transgéniques pour la
surexpression de Nr2f1 et K12-F6R4*.

Oligo sens (F) Oligo antisens (R) Amplification
5' CCA TGG GCT AGC GTG CCA GGC ,
U3-Hsp68 AGC AGA GGC TAG GGT 5' CGC CCT GCG CCT TTA AGG AGT CTT | 1 000 pb

Immunomarquages et essai TUNEL

Les intestins embryonnaires ont été disséqués aux jours embryonnaires adéquats — e12.5,
e13.5 et e15.5 — fixés au paraformaldéhyde (4% dans PBS 1X) a température piece pendant 1H
ou alternativement a 4°C pendant une nuit, déshydratés au méthanol puis conservés a -20°C
pendant maximum trois mois. Apres réhydratation au PBS, les intestins ont été incubés a
température ambiante pendant 2H dans une solution de blocage (10% FBS, 0.1% Triton-X100
dans PBS 1X). Suite au blocage, les intestins ont été incubés a 4°C pendant une nuit dans la

solution d’anticorps primaire selon le tableau IV.III. Le lendemain, les tissus ont été lavés dans
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du PBS et incubés a température ambiante pendant 2H dans la solution d’anticorps secondaire
selon le tableau IV.III. Enfin, les tissus ont été incubés a température piece 10 minutes dans
une solution de DAPI a 1ug/ml. Les solutions d’anticorps utilisées ont été diluées dans la

solution de blocage.

Pour I’essai TUNEL, les tissus réhydratés ont été perméabilisés a 37°C pendant 20 minutes dans
une solution de Triton-X100 0.3% et citrate de sodium 0.1% dans PBS 1X. Puis, ils ont été
incubés a 37°C pendant 1H dans une solution disponible dans la trousse « In situ cell death

detection » disponible chez Roche.

Les méthodes ci-dessus ont été préalablement mises au point dans notre laboratoire et sont

précisément décrites par Karl Bergeron (2015) (Bergeron et al., 2015).

Tableau VLIII: Anticorps utilisés pour les expériences d'immunofluorescence.

Anticorps Dilution | Source

Goat anti-Sox10 1:100 |Santa Cruz Biotechnology (sc-17342)
Anticorps | Mouse anti-HuC/D 1:500 |Life Technologies (A-21271)
primaire | Rabbit anti-S100B 1:500 |Dako (20311)
Rabbit anti-Ki67 1:500 |Abcam (ab15580)
) Bovine anti-goat alexa fluor 488 1:500 |Jackson Immuno Research (805-545-180)
?enctcljcnodr:isre Donkey anti-mouse alexa fluor 647 |1:500 |Jackson Immuno Research (715-605-150)
1

Donkey anti-rabbit alexa fluor 594 :500 |Jackson Immuno Research (711-585-152)

Microscopie confocale et quantification cellulaire

Suite aux immunomarquages, les tissus marqués ont été étalés et montés entre lame et
lamelle, dans un milieu de montage, délicatement en prenant soin de ne pas écraser les tissus.
Apres 1H de séchage, les tissus étaient préts a étre observés au microscope confocal. Les lames

ont été observées majoritairement au grossissement 60X, dans I’huile.
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La quantification des cellules a été faite dans un second temps, manuellement, et a consisté a

surligner, avec le logiciel ImagelJ, une a une chaque cellule positive au marqueur d’intérét.

Tri cellulaire par FACS (« Fluorescence-activated cell sorting »)

Les intestins embryonnaires Spot::Gata4-RFP ont été disséqués a el2.5 et e13.5 et traités
individuellement pour leur dissociation dans une solution de collagénase (0.4 mg/ml; Sigma
C2674), dispase Il (1.3 mg/ml; Life Technologies 17105-041) et DNAse | (0.5 mg/ml; Sigma
DN25). Un trieur cellulaire (MoFlo XDP, Beckman Coulter) nous a permis de collecter les
cellules RFP-positives de chaque intestin, soit environ 10 000 cellules par intestin. Chaque
échantillon de cellules est conservé a -80°C avant de procéder a I’extraction d’ARN selon la

trousse « RNAeasy Plus purification » disponible chez Qiagen.

Séquencages du génome et du transcriptome

Les séquencages du génome et du transcriptome ont été effectués par le Centre d'innovation
de génome Québec et de I'Université McGill, a partir de CCN triées el2.5, comme
préalablement décrit par Bergeron (2015) (Bergeron et al., 2015). La plateforme utilisée a été
la plateforme « HiSeq 2000 » (lllumina). La méthode utilisée s’appelle « paired-end
sequencing » : elle permet de séquencer les deux extrémités d’un fragment et fournit des

séquences qui peuvent facilement étre alignées sur un génome de référence (Figure 4.2).

Le matériel de Spot a été fragmenté mécaniquement (taille d’approximativement 300 - 500
pb). A partir de ces fragments, entre 50 et 150 millions de séquences « paired-end » ont été
obtenues, filtrées selon leur qualité et cartographiées sur le génome de référence de souris
Mus musculus (mm9 pour I'ADN génomique et mm10 pour I'ARN). Les analyses d’ontologie
génomique ont été effectuées a I'aide de I'outil GOToolBox, permettant I'identification des

geénes sur- ou sous-représentés parmi un éventail de génes (Martin et al., 2004).
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Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence
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Figure 4.2 : Principe du séquencage « paired-end ». Cette méthode est basée sur le
séquencage des deux extrémités d’un fragment suivi de I'alighement de ces séquences sur un
génome de référence. Adaptée du site internet de la plateforme http://www.illumina.com.

RT-PCR semi-quantitatives

= Confirmation du RNAseq

La confirmation du RNAseq a été menée a partir d’ARN de CCNe triées d’intestins WT et
Spot™/™8, 3 deux stades: e12.5 et e13.5. 10 ng d’ARN ont été rétrotranscrits par I’ARN
polymérase Superscript Il (Life Technologies, Canada) afin d’obtenir ’ADNc dont 1ul a été
utilisé pour I'amplification des cibles par PCR, avec 'ADN polymérase (Feldan). Les oligos
utilisés sont indexés dans le tableau IV.IV. La réaction a consisté en 35 cycles de : 20 secondes
de dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a 60°C et entre 30-120 secondes
d’élongation a 72°C selon la taille de la cible. Pour vérification, les séquences ont été clonées
dans le vecteur pGEM-t (Promega) puis séquencées par le Centre d'innovation de génome
Québec et de I'Université McGill. Le niveau d’expression de Gapdh a été utilisé pour la
normalisation des niveaux d’expression et des outils de densitometrie fournis par ImageJ ont

été utilisés pour la quantification des amplifications sur gel d’agarose 2%.
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Tableau IV.IV: Oligos utilisés pour les RT-PCR de Nr2f1 et des différentes formes de K12.

GGATGG ACATGT
AAG G

Cible Oligo sens (F) Oligo antisens (R) Amplification
Pleine longueur Confirmation Pleine Confirmation
RNAseq longueur RNAseq
K12 F1:5' TTC GAA ACA GAA GCC CCA TCC CCA CAG CCA R4 (Exon 3): Non
court F2:5' TTC GAA ATT GTA CGC AGA TGA TGG AGA GGC 5'GGG CCCCTT Non cloné
F3:5' TTC GAA GAA GAA AAT GCT TGA GAA AAT AAG CTAACAGTAGTT 2160 pb
GAA AAA GAG TAT TCA GCA ATC
F4:5' TTC GAA GCA CAG GGC GGC AGA GTG ACA AAG TTICAG 2280 pb
2480 pb
F5:5' TTC GAA GGA AGG AAG GAA GGA AGG AAG GAA Non
F6:5' TTC GAA AGT CTC CCT CGG ACT CTG GGC TGT R5 (Exon 3) : 2260 pb 160 pb
5’ ATA AAG TAG 2460 pb 360 pb
GGA TCC GTT TCC 560 pb
AGT TGT GTC AAC
K12 F1:5' TTC GAA ACA GAA GCC CCA TCC CCA CAG CCA R1 (Exon 4): Non
long F2:5' TTC GAA ATT GTA CGC AGA TGA TGG AGA GGC 5' GGG CCC CAC 4180 pb
F3:5' TTC GAA GAA GAA AAT GCT TGA GAA AAT AAG ATT TCA GAG ATA 4140 pb
GAA AAA GAG TTT ACT GAG TAG
F4:5' TTC GAA GCA CAG GGC GGC AGA GTG ACA AAG TAA CG Non
F5:5' TTC GAA GGA AGG AAG GAA GGA AGG AAG GAA Non
F6: 5' TTC GAA AGT CTC CCT CGG ACT CTG GGC TGT R3 (Exon 4) : 4140 pb 1500 pb
5'ATG TTA GGA CTG
TCA GCT TGG TGG
Nr2f1 5' CTT TCA GGA ACA GGT GGA GAA GC 5' AGG AAC ACT 400 pb
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Figure 4.3 : Positions des oligos utilisés pour les différentes expériences de RT-PCR des différentes formes de K12. Les amorces
F1 a F6 sont les amorces sens et les amorces R1 a R4 sont les amorces antisens. Les amorces R1 et R4 nous ont permis d’amplifier
les transcrits pleine longueur par RT-PCR tandis que les amorces R3 et R5 ont été utilisées pour confirmer le RNAseq par RT-PCR.
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= Clonage des K12

Afin de générer les différents isoformes de K12 pleine longueur, les expériences de RT-PCR ont
été effectuées a partir d’ARN d’embryon entier WT. 10 ng d’ARN ont été rétrotranscrits par
I’ARN polymérase Superscript Il (Life Technologies, Canada). 1ul d’ADNc ainsi obtenu a été
utilisé pour I'amplification par PCR par des isoformes pleine longueur par I’ADN polymérase
Long Range (Feldan) selon le tableau 3.4. La réaction a consisté en 35 cycles de : 20 secondes
de dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a 60°C et 5 minutes d’élongation a 68°C.
Pour vérification, les séquences entiéres ont été clonées dans le vecteur pGEM-t (Promega)

puis séquencées par le Centre d'innovation de génome Québec et de |'Université McGill.

Pour la comparaison des niveaux d’expression en fonction du matériel de départ, les RT-PCR
ont été faites dans les mémes conditions énoncées ci-dessus a partir de CCNe et des autres

cellules entériques triées d’intestins WT et Spot®/™e,

Essais luciférase

L’élément conservé — EC 2.5 — de 676 pb sur le locus Nr2f1-K12, a proximité de l'insertion
transgénique, a été identifié a I'aide de la base de données de séquences de 60 vertébrés
disponible sur le site genome.ucsc.edu. L'EC2.5 a été amplifié par RT-PCR (Tableau IV.V), a
partir d’intestin entier WT e12.5, cloné dans pGEM-t (Promega) et validé par séquencage par
le Centre d'innovation de génome Québec et de I'Université McGill. La construction a tester a
été générée par sous-clonage de I'EC2.5 dans le vecteur pXP2 contenant le promoteur minimal
Thymidine kinase (Nordeen, 1988) en amont du gene rapporteur de la luciférase. 200 ng d’ADN
plasmidique ont été transfectés dans des Neuro-2a (cellules de neuroblastome) et P19 (cellules
de carcinome embryonnaire) et |'activité de I'EC2.5 a été déterminée 48H plus tard par essais
luciférase. Les cellules ont d’abord été lysées a température piece pendant 20 minutes sous
agitation, dans un tampon de lyse (NP40 10%, DTT 1 mM et Tris pH8 1 mM). Pour mesurer
I'intensité lumineuse, le lysat cellulaire est incubé pendant 5 secondes dans un luminomeétre —

dans le noir -- avec la solution d’essai (Glycyl glycine 25 mM, MgS04 15 mM, KPO4 15 mM,
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EGTA 4 mM, ATP 2 mM et DTT 2 mM) et la luciférine.

Tableau IV.V: Oligos utilisés pour la RT-PCR de I’EC2.5.

Oligo sens (F) Oligo antisens (R) Amplification
EC2.5 5' GGT ACCATG GACTTT TCT GAATCA |5' CTC GAG GGA TAC AAGV AAA ATG CCC 676 ob
"~ |CTCATCC AAA TGC P

Systeme MS2-YFP

Les séquences des différents isoformes de K12 ont été sous-clonées en amont de 12
répétitions de motif tiges-boucles MS2 (x12), dans le vecteur d’expression pCMV5-MS2 qui
contient un promoteur CMV. 250 ng d’ADN plasmidique contenant K12 ont été co-transfectés
avec 250 ng de plasmide pMS2-YFP qui permet I'expression de la protéine MS2 fusionnée a la
YFP, dans des cellules Neuro-2a. Deux variantes du plasmide pMS2-YFP ont été construites et
utilisées : une variante qui contient une séquence de localisation nucléaire (NLS) fusionnée a
la YFP et une autre variante dans laquelle cette séquence a été retirée. 48H apres la co-
transfection, les cellules ont été fixées au paraformaldéhyde (4% dans PBS) sur glace pendant

5 minutes, puis marquées au DAPI (1ug/ml) a température piéce pendant 10 minutes.

Une schématisation des deux types d’expériences que nous avons menés est montrée en
figure 4.4 et plus de détails sur le principe et les techniques associés a cette méthode sont
décrits dans une vidéo de Brody (Brody & Shav-Tal, 2011). La protéine MS2 reconnait
spécifiguement le motif MS2. Si la YFP est fusionnée a la protéine MS2 et I’ARNInc étiqueté
par un motif MS2, la YFP traduira donc la localisation de I’ARNInc a condition que I’ARNInc et

la protéine MS2-YFP soient cotransfectés.
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Expérience A: K12-MS2 + MS2-YFP [sans NLS]

Y Transfection des
2 plasmides

L J

Motifs MS2

Expérience B: K12-MS2 + MS2-YFP [avec NLS]

2 plasmides Motifs MS2

Figure 4.4 : Principe du systeme MS2-YFP. Pour déterminer leur localisation subcellulaire, les
ARN étiquetés MS2 sont reconnus par la protéine de fusion MS2-YFP. Deux variantes sont
testées, avec et sans le site de localisation nucléaire dans le plasmide pMs2-YFP.

Immunobuvardage

Afin de valider la construction pour générer les embryons transgéniques Nr2f1, I’'expression de
la protéine Nr2fl a été confirmée par immunobuvardage de type western. Pour cela, 7ug du
plasmide Sox10.U3-Hsp68-Nr2f1-IRESeGFP ont été transfectés dans des Neuro-2a. 48H apres,
il y eu lyse cellulaire et extraction, puis I’extrait protéique a été conservé a -80°C. La quantité
de protéines dans I'extrait a été calculée a I'aide d’une courbe standard de BSA et environ 20
ug de protéines ont été utilisés pour migration sur gel. Les protéines migrent selon leur taille
et la taille attendue pour Nr2f1 était de 45 kDa. Aprées transfert des protéines sur la membrane,
celle-ci a été incubée dans une solution de blocage pendant 2H puis, a 4°C pendant une nuit
dans une solution d’anticorps primaire de souris anti-Nr2f1 (AB181137, Abcam ; dilution 1:
1000). Enfin, le lendemain, elle a été incubée a température piece pendant 1H dans une
solution d’anticorps secondaire lié a la peroxidase de raifort, HRP anti-souris (dilution 1 :

10 000).
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Statistiques

Les données présentées constituent la moyenne de toutes les données obtenues pour un
nombre n de valeurs. Les quantifications ont été confrontées au test de Student pour évaluer
la significativité des résultats. Les résultats ont été considérés comme significatifs lorsque la p-
value était inférieure a 0.05 avec une étoile (*) qui correspond a p < 0.05, deux étoiles (**) qui
correspondent a p < 0.01, trois étoiles (***) qui correspondent a p < 0.001 et quatre étoiles

(****) qui correspondent a p < 0.0001.

De maniere générale, N représente le nombre d’animaux par groupe (WT ou Spot
homozygotes) et n représente le nombre moyen de cellules par groupe (WT ou Spot

homozygotes).
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CHAPITRE 5 : RESULTATS

5.1. Quelle est I'origine embryonnaire du défaut de formation du systéme
nerveux entérique chez Spot?

5.1.1. Migration et colonisation des CCNe durant le développement

L’'intestin embryonnaire Spot montre un retard de migration des CCNe associé a un défaut
de colonisation du caecum qui ne sont jamais rattrapés dans le temps (Figure 5.1)

Rappelons que la lignée transgénique Gata4-RFP est une lignée de souris disponible au
laboratoire qui permet de marquer toutes les CCN de maniére fluorescente avec la RFP (Pilon
et al, 2008). Ainsi, nous avons pu marquer de maniére endogéne les CCN de souris Spot par
croisement entre la lignée Gata4-RFP et la lignée Spot dans le fond FVB: les CCN sont

marquées dans I'embryon entier et notamment dans l'intestin embryonnaire.

Aprés dissection des intestins a différents stades (e10.5, e11.5, el12.5, e15.5), nous avons
facilement pu observer la formation du SNE avec la colonisation de I'intestin par les CCNe,

grace a la fluorescence RFP.

De maniére générale, on observe qu’il y un retard de migration des CCNe d’origine vagale dans
les intestins Spot™/™8 par rapport aux intestins contrdles de type sauvage. A e15.5, dans les
intestins controles, le colon est totalement colonisé (jusqu’a I’anus) alors que dans les intestins
Spot™/™8, les CCNe ont a peine colonisé le cdlon proximal. Ce retard de migration est détecté
des e12.5, ol le front de migration des CCNe atteint presque la moitié du cOlon dans les
intestins controles tandis que les bras de migration des CCNe s’arrétent dans la région post-
caecum dans les intestins Spot™/™. A des stades plus précoces, comme e11.5 et voire €10.5, le
délai de migration reste généralement perceptible. Cependant, il y a toujours une variation
naturelle entre les animaux qui ne nous permet pas d’identifier le défaut clairement.
Finalement, avec le développement dans le temps, le retard de migration s’aggrave et n’est

jamais rattrapé.
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Puisque les CCNe d’origine vagale constituent la majorité des cellules progénitrices du SNE,
notre analyse a été concentrée sur cette population de cellules. En revanche, nous pouvons
également observer la présence des CCNe d’origine sacrale qui commencent a coloniser I'anus
mais qui—comme nous I'attendions — ne rattrapent en aucun cas le défaut de migration accusé

par les CCNe vagales.

Au retard de migration des CCNe d’origine vagale, s’ajoute un défaut de colonisation des CCNe
dans le caecum (marqué par une étoile rouge) des intestins Spot™/™8, alors que le caecum est
uniformément colonisé dans les intestins contréles. Ce défaut de colonisation n’apparait qu’a

partir du moment ou les CCNe ont normalement atteint le caecum, c’est-a-dire a e12.5.

Concernant les intestins embryonnaires hétérozygotes Spot™®*, le défaut de migration des
CCNe d’origine vagale est un défaut intermédiaire entre les intestins controles et les intestins
homozygotes Spot'®T8. Le défaut de colonisation du caecum y est présent. Ces données ne

sont pas montrées dans la figure 5.1.

Une différenciation précoce ou un manque de cellules progénitrices peut perturber la
colonisation de l'intestin par les CCNe et étre la cause d’une formation incomplete du SNE.
Pour identifier quel est le processus responsable du défaut de formation du SNE dans les
intestins Spot, des expériences d'immunofluorescence ont été menées afin d’évaluer les
différenciations gliale et neuronale, la prolifération ainsi que la mort cellulaire des CCNe dans
les intestins embryonnaires Spot. Ces analyses sont décrites tout au long de cette section afin

de déterminer I'origine embryonnaire du défaut Spot.
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Figure 5.1 : Les intestins embryonnaires Spot montrent un retard de migration des CCNe
associé a un défaut de colonisation du caecum qui ne sont jamais rattrapés dans le temps.
A :anus, C:caecum, S : estomac. Les CCN sont marquées par le transgene Gata4-RFP. Ael2.5,
il y a un retard de migration des CCNe vagales dans I'intestin Spot par rapport au contréle.
Les fleches rouges indiquent la position du front de migration. A ce retard de migration,
s’ajoute un défaut de colonisation des CCNe dans le caecum (étoile rouge) des intestins Spot.

Ces défauts sont perceptibles des e11.5, de maniere légere, et s’aggravent dans le temps.
D’apres Karl Bergeron.
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5.1.2. Différenciation des CCNe au stade embryonnaire e15.5

Une différenciation gliale précoce est a I'origine du défaut de colonisation dans l'intestin
Spot (Figures 5.2, 5.3)

Par immunomarquages, nous avons identifié les neurones (HuC/D), les cellules gliales (51008
et Sox10) et les progéniteurs (Sox10) afin de déterminer si les différenciations neuronale et
gliale sont la cause du défaut de colonisation de Spot. L’expérience d'immunofluorescence a
été effectuée, a e15.5, dans les intestins Spot™/™ par rapport aux intestins contréles de type
sauvage. Les trois zones suivantes ont été évaluées : le début du petit intestin ou intestin
proximal, la fin du petit intestin ou intestin distal et le début du célon ou c6lon proximal. Les
résultats des quantifications des projections d’images confocales sont donnés par rapport au

nombre total de CCNe, obtenu en faisant la somme des cellules Sox10+ et HuC/D+.

Les résultats révelent une différenciation gliale précoce dans les intestins Spot par rapport aux
controéles et nous remarquons que le nombre de cellules gliales augmente au détriment du
nombre de progéniteurs. Cette différence est notable dans l'intestin proximal avec 36% de
cellules gliales et 13% de progéniteurs dans le contréle contre 43% et 7% respectivement chez
Spot. Puis, dans l'intestin distal, il y a 19% de cellules gliales et 36% de progéniteurs dans le
contréle contre 30% et 31% respectivement chez Spot. Enfin, dans le célon proximal, il n'y a
gue 1% de cellules gliales et presque 74% de progéniteurs dans le controle contre 28% de
cellules gliales et 40% de progéniteurs chez Spot. Ce défaut de différenciation gliale se retrouve
tout le long de l'intestin et de maniére plus marquée a proximité du front de migration, dans

le célon proximal.

La différenciation neuronale, quant a elle, n’apparait pas comme impliquée dans le défaut de
colonisation chez Spot puisque le nombre de neurones dans I'intestin reste comparable entre
les deux groupes. Afin de confirmer la différenciation gliale prématurée et/ou d’écarter la
différenciation neuronale comme la cause du défaut de colonisation des CCNe, ces analyses
ont également été effectuées a des stades plus précoces, plus proches du moment ou le défaut

de colonisation apparait. Les résultats sont décrits dans les sections suivantes.
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Figure 5.2 : Une différenciation gliale précoce des CCNe est a l'origine du défaut de
colonisation dans l'intestin Spot. Des expériences d'immunofluorescence permettent de
marquer les neurones (HuC/D), les cellules gliales (S100B et Sox10) et les progéniteurs
(Sox10). Les projections d’images confocales et leur quantification, dans trois régions de
I'intestin a el5.5, révelent une différenciation gliale prématurée dans l'intestin Spot par
rapport au contrdle. Les résultats de quantification sont donnés par rapport au nombre total
de CCNe (Sox10+ et HuC/D+). Le nombre de cellules gliales augmente au détriment des
progéniteurs et ce défaut se retrouve tout le long de I'intestin mais de maniére plus marquée
a proximité du front de migration (cOlon proximal). Le nombre de neurones reste plut6t
stable.
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Migration des CCNe

e15.5

- Cellules gliales * Neurones

Figure 5.3: Une différenciation gliale précoce des CCNe est a l'origine du défaut de
colonisation dans l'intestin Spot (schéma a e15.5). Les cellules sont représentées par des
spheéres et étoiles : les étoiles vertes pour les cellules non différenciées, les sphéres noires
pour les neurones et les spheres rouges pour les cellules gliales. Une schématisation de la
migration des CCNe, a el5.5, dans l'intestin Spot par rapport au contréle, indique les trois
régions ou la différenciation a été évaluée : intestin proximal, intestin distal et c6lon proximal.
Les intestins Spot montrent une différenciation gliale précoce le long de lintestin au
détriment des progéniteurs. On retrouve dans les intestins Spot le retard de migration des
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5.1.3. Différenciation des CCNe au stade embryonnaire e13.5

Le défaut de différenciation gliale prématurée chez Spot est confirmé a un stade précoce
(Figure 5.4)

De la méme maniere que précédemment, nous avons fait des immunomarquages afin de
d’évaluer la différenciation dans les intestins Spot par rapport aux intestins contréles de type
sauvage, au stade plus précoce e13.5. Les résultats des quantifications d’images confocales
sont donnés par rapport au nombre total de CCNe. Il estimportant de garder en mémoire que,
dans un contexte normal, le marqueur glial S100B ne commence a s’exprimer qu’a partir du
stade embryonnaire e14.5 dans 'intestin (Young, Bergner et Mller, 2003). Ceci se vérifie dans
nos résultats, a e13.5, avec seulement 1% de cellules gliales marquées S100B dans I'intestin
proximal et aucun marquage dans le reste de l'intestin chez le contréle. En revanche, la
différenciation gliale précoce chez Spot se confirme puisque 39% des CCNe sont marquées par
S100B dans l'intestin proximal et des cellules marquées par S100B se retrouvent jusqu’a
environ la moitié du petit intestin. De méme qu’a e15.5, le marquage HuC/D reste similaire et

le nombre de neurones ne varie pas de maniére significative entre les deux groupes a e13.5.
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Figure 5.4 : Le défaut de différenciation gliale précoce chez Spot est confirmé a e13.5. Des
immunomarquages identifient les neurones (HuC/D), les cellules gliales (S100B et Sox10) et
les progéniteurs (Sox10). A e13.5, alors que le marqueur glial SI00B n’est pas encore exprimé
si tot dans les intestins contrdles de type sauvage, les intestins Spot révelent une présence
importante de cellules gliales avec I’expression de S100pB, dans I'intestin proximal. Le nombre
de neurones ne varie pas de manieére significative.
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5.1.4. Expression des marqueurs gliaux dans les CCNe au stade embryonnaire e12.5

Les marqueurs gliaux sont surexprimés chez Spot (Tableau V.I)

Au stade embryonnaire e12.5, aucun immunomarquage des cellules gliales avec S100B n’a été
fait. Cependant, de maniere intéressante, les résultats de séquencage du transcriptome des
CCNe a ce stade nous permettent d’apprécier les niveaux d’expression de différents genes

chez Spot et chez le contréle (Gata4-RFP).

Ainsi, nous avons remarqué que plusieurs genes connus pour étre des marqueurs gliaux
(Young, Bergner et Miiller, 2003; Sasselli, Pachnis et Burns, 2012) sont surexprimés dans les
CCNe de Spot par rapport aux CCNe contréles. Ces informations sont données dans le tableau
V.l. Par exemple, le marqueur glial S100B que nous avons utilisé dans les expériences
d’'immunofluorescence précédentes, se retrouve également surexprimé a e12.5 environ 6,25
fois chez Spot par rapport au controle. D’autres marqueurs gliaux, tels que B-Fabp, Sox10 et

Gfap, sont eux aussi surexprimés chez Spot.

Ces informations, associées aux résultats de différenciation gliale des expériences
d’immunofluorescence (Figures 5.2, 5.3, 5.4), nous laissent penser qu’une différenciation
prématurée des CCNe progénitrices en cellules gliales pourrait étre la cause du défaut de

colonisation dans I'intestin embryonnaire Spot.

Tableau V.l : D’aprés le séquencage du transcriptome, les différents marqueurs gliaux
connus sont surexprimés chez Spot a e12.5.

Marqueurs gliaux connus Fold change : Spot™/™ par rapport a G4-RFP
51008 (+) 6.25
B-FABP (+) 3.15
Sox10 (+) 1.85
Gfap (+) 1.30

(+) : régulation a la hausse
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5.1.5. Différenciation neuronale des CCNe au stade embryonnaire e12.5

La différenciation neuronale n’est pas responsable du défaut de migration des CCNe dans
I'intestin embryonnaire Spot (Figure 5.5)

Cette fois, nous avons identifié par immunomarquages uniquement les neurones et les
progéniteurs afin de déterminer la différenciation neuronale, dans les intestins Spot par
rapport aux intestins controles de type sauvage, au stade embryonnaire e12.5. Les résultats
des quantifications des projections d’images confocales sont donnés par rapport au nombre
total de CCNe. Ainsi, nous cherchons a savoir si un défaut de différenciation neuronale
pourrait étre ajouté au défaut de différenciation gliale précoce pour causer un probleme de

formation du SNE dans les intestins Spot.

Au stade e12.5, les CCNe ont normalement colonisé le c6lon proximal chez les embryons de
type sauvage mais le front de migration, tout juste dans la région post-caecum, n’atteint pas
cette zone dans les intestins d’embryons Spot : le c6lon proximal des embryons Spot est
dépourvu de CCNe. C’est pourquoi seules les deux régions dans le petit intestin ont pu étre

évaluées, quantifiées et comparées : intestin proximal et intestin distal.

De méme qu’a el5.5 et e13.5, le marquage neuronal HuUC/D est comparable dans les intestins
d’embryons Spot et ceux de type sauvage et les résultats des quantifications ne montrent
aucune différence significative entre les deux groupes a e12.5. La différenciation neuronale
n‘est pas défectueuse chez Spot et n’apparait donc pas comme la cause du défaut de

colonisation dans les intestins Spot.

86



m WT N=3
SpotTg/Tg n=414
100 ns
© I '
£ = 84 73 75
% ,Eg
n 9 w85 60
~N o o 60 ns
- Eg-g 40 I 1
°%le i s
2|5 E 2
=i L~
- 10
o & o
% '{@o «°¢Qo"
§ N
0% S+ X
t P
400 * N=3
T I 1 n=301
00 78 81
— T o
© ®Z
w 0T O 604
(1] :6 age ns
- o e o
N £ “25 " —
- E? 22 19
s 3 =] 204
|5
= E 0
©
d &
o & N
w & & o
q}bo ,\Q‘ ‘\oo \0
0% & J
C ef
©
E
n 3
o E -
-
© Slo
o5
O |5
(o]
o
w

*x:p<005 xx:p<0.01, %5« : p<0.001, %x2x : p<0.0001

Figure 5.5 : La différenciation neuronale n’est pas responsable du défaut de migration des
CCNe dans lintestin embryonnaire Spot. Des expériences dimmunofluorescence
permettent de marquer les neurones (HuC/D), les cellules gliales (S100b et Sox10) et les
progéniteurs (Sox10). Les projections d’images confocales et leur quantification, dans deux
régions de 'intestin a e12.5, ne montrent aucune différence significative quant au nombre de
neurones différenciés. Les résultats de quantification sont donnés par rapport au nombre
total de CCNe. Chez Spot, le front de migration s’arréte dans le caecum a e12.5 et le célon
proximal est donc dépourvu de CCNe.
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5.1.6. Prolifération des CCNe au stade embryonnaire e12.5

Les CCNe proliferent moins dans I'intestin embryonnaire Spot (Figure 5.6)

Par immunofluorescence, le marqueur de prolifération Ki67 nous a permis de marquer les
cellules en prolifération dans les intestins embryonnaires Spot par rapport aux controles de
type sauvage, au stade embryonnaire e12.5. Deux régions dans le petit intestin, une région
proximale et une région plus distale, ont été évaluées et quantifiées. Les résultats des
guantifications sont donnés par rapport au nombre de cellules Sox10+ et la moyenne des deux
régions ci-dessus est indiquée. A ce stade, dans des conditions normales, les cellules Sox10+
sont pour la plupart des cellules progénitrices en pleine prolifération (Sasselli, Pachnis et

Burns, 2012).

En moyenne, 96% des CCNe des intestins embryonnaires controles sont en prolifération
contre 89% dans les intestins embryonnaires Spot. Cette différence est trés significative avec
une p-value de p=0.0008739, d’apres le test de Student. En effet, les cellules progénitrices,
une fois différenciées, arrétent de proliférer. Dans les intestins Spot, une différenciation gliale

prématurée explique une baisse de prolifération des progéniteurs.

3
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Figure 5.6 : Les CCNe proliferent moins dans l'intestin embryonnaire Spot. A e12.5, le
marqueur de prolifération Ki67 indique une diminution significative des cellules en
prolifération dans le petit intestin des embryons Spot par rapport aux intestins contrdles de
type sauvage.
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5.1.7. Mort/survie des CCNe au stade embryonnaire e12.5

La mort cellulaire ne semble pas étre inhabituelle dans I'intestin embryonnaire Spot (Figure
5.7)

L’essai TUNEL (« Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End labelling »), qui
marque I’ADN en fragmentation, nous a permis d’identifier les cellules en train de mourir dans
les intestins embryonnaires Spot par rapport aux intestins controles de type sauvage, au stade

embryonnaire e12.5.

Le marqueur d’apoptose TUNEL ne montre aucune différence aberrante quant a la mort
cellulaire dans les intestins embryonnaires Spot par rapport aux intestins contrbles. Les
cellules en train de mourir sont pointées par des fleches rouges, a ne pas confondre avec les
cellules autofluorescentes, également marquées dans d’autres canaux. Notez que les cellules
en apoptose se retrouvent particulierement a la surface des tissus qui est plus susceptible

d’étre abimée au moment de la dissection.

el25
Intestin proximal

Figure 5.7 : La mort cellulaire ne semble pas étre inhabituelle dans I'intestin embryonnaire
Spot. Le marqueur d’apoptose TUNEL ne montre aucune différence flagrante quant a la mort
cellulaire dans les intestins embryonnaires Spot™/™8 par rapport aux controles de type sauvage
a el2.5. Les fleches rouges pointent les cellules en apoptose qui se retrouvent
particulierement a la surface des tissus (a ne pas confondre avec les cellules
autofluorescentes pointées par une fleche bleue).
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5.2. Quelles sont les causes génétiques du défaut de formation du systéme
nerveux entérique chez Spot?

5.2.1. Localisation génomique du transgéne Tyrosinase chez Spot

Le transgéne s’est inséré a I'intérieur du locus Nr2f1-K12 sur le chromosome 13 (Figure 5.8)

Le séquencage du génome des souris Spot nous a permis de localiser le lieu de I'insertion du
transgene Tyrosinase qui a eu lieu dans le locus Nr2f1-K12 sur le chromosome 13, résultant en
une courte délétion de 353 pb. Cette région est dépourvue de génes préalablement associés
a la maladie de HSCR. L’insertion s’est faite précisément a l'intérieur d’un intron du géne
A830082K12Rik, que nous appelons K12, un ARNInc, antisens du géne Nr2f1. Pour faciliter la
suite de notre étude, nous avons ordonné les transcrits de K12 en deux catégories selon leur
épissage: les formes dites courtes qui s’arrétent a I'exon 3 et ne sont pas touchées par
I'insertion transgénique tandis que les formes dites longues qui contiennent I'exon 4 et sont
interrompues par l'insertion transgénique. Une analyse poussée de K12 et ses différentes
isoformes est menée dans les sections suivantes mais nous pouvons déja remarquer que le
premier exon de K12 est alternatif et peut partager des séquences avec le géne Nr2f1. Notez
également la présence sur le locus d’un élément hautement conservé au cours de |’évolution

et dont I'activité régulatrice est évaluée dans une section suivante.

Chr 13 - Souris
[ A EEmase Ly m: m—. S — SO —— —
100.00 kb Faward n.m;s -—
_78lwb _ _ 7820M 78200 782240 7820 78.24Mb 7825V 78.2640 782V 78.28M0
, IE 2 3 4
i - - ==
A830082K12Rik > 353 bp deletion
1

|transgene (Tyr minigene)|

Figure 5.8 : Le transgéne s’est inséré a l'intérieur du locus Nr2f1-K12 sur le chromosome 13
chez Spot. L'insertion a eu lieu précisément a l'intérieur d’un intron du géne K12, ARNInc,
antisens du gene Nr2f1, résultant en une courte délétion de 353 pb et perturbant ainsi
I’organisation du locus contenant un élément trés conservé.
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5.2.2. Dérégulation de certains génes importants dans les CCNe des embryons Spot

Nr2f1 et les formes courtes de K12 sont surexprimés chez Spot tandis que les génes
préalablement associés a la maladie de HRSC restent plut6t stables.

= Les genes candidats, Nr2f1 et les formes courtes de K12, sont surexprimés chez Spot
(Tableau V.II et figure 5.9)

Le séquencage du transcriptome des CCNe de Spot (e12.5) nous révéle des informations
intéressantes quant a I'expression des genes candidats appartenant au locus Nr2f1-K12
(Tableau V.II). Nr2f1 et les formes courtes de K12 sont surexprimés chez Spot par rapport au
controéle (Gata4-RFP) : plus de 13 fois et plus de 4 fois respectivement. Au contraire, les formes

longues de K12 sont interrompues et inexistantes chez Spot. Ces résultats sont significatifs.

Les résultats de séquencage du transcriptome ont été confirmés par RT-PCR, nous permettant
d’analyser facilement les niveaux d’expression du gene cible de maniére semi-quantitative
(Figure 5.9). Les expériences de RT-PCR ont été effectuées a deux stades différents : €12.5 et
e13.5, a partir de CCNe triées par FACS. Nous pouvons observer la dérégulation des genes
candidats chez Spot par rapport au contréle, aux deux stades étudiés. Nr2f1 et les formes
courtes de K12 sont surexprimés chez Spot et, de maniere intéressante, certaines isoformes
courts de K12 apparaissent clairement a e13.5 et semblent étre spécifiques a Spot. C'est le cas
notamment de l'isoforme K12-F6R4* de 2450pb. Ces différentes isoformes sont analysées
plus en profondeur dans une prochaine section qui porte sur le profil d’expression du gene

K12.

Tableau V.l : D’aprés le séquencage du transcriptome, le géne Nr2f1 et les formes courtes
de K12 sont surexprimés chez Spot, tandis que les formes longues de K12 sont perdues.

Geénes Expression CCNe G4-RFP Expression CCNe Spot™/T8 Fold change :
candidats (compte moyen brut) (compte moyen brut) Spot par rapport a G4-RFP
Nr2f1 2.29 31.74 (+) 13.89
K12 (courts) 1.00 4.76 (+)4.76
K12 (longs) 0.45 0.003 (-) 139.00
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Figure 5.9 : Le gene Nr2f1 et les formes courtes de K12 sont surexprimés chez Spot. Des
expériences de RT-PCR ont été effectuées a partir de CCNe triées par FACS, aux stades
embryonnaires e12.5 et e13.5. Les résultats semi-quantitatifs confirment la dérégulation des
génes candidats chez Spot : il y a une surpression de Nr2f1 (A) et des formes courtes de K12
(B) ainsi gu’une absence des formes longues de K12 (C) chez Spot. De maniére intéressante,
certaines isoformes courtes de K12 (B) apparaissent a €13.5 et se révélent étre spécifiques
aux CCNe de Spot. C’est le cas notamment de I'isoforme F6R4* de 2450pb (a).
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= Les principaux genes déja associés a la maladie de HRSC restent plutot stables
(Tableau V.111)

Le séquencage du transcriptome des CCNe de Spot (e12.5) nous permet également
d’apprécier les niveaux d’expression de genes déja connus et associés a la maladie de HRSC.
A l'image de Ret et de Gdnf, aucune différence aberrante n’apparait chez Spot par rapport au

controle (Gata4-RFP).

Dans le tableau V.III, se trouve une liste non exhaustive de génes préalablement associés a la
maladie. Parmi ceux-ci, le géne Sox10 est celui qui est le plus dérégulé chez Spot: il est
surexprimé 1.85 fois. Rappelons que Sox10, comme c’est le cas pour Ret, est exprimé par les
CCNe progénitrices non différenciées (Barlow et al., 2003). Toutefois, Sox10 continue a étre
exprimé par les CCNe une fois qu’elles sont différenciées en cellules gliales et c’est pourquoi

il appartient également a la catégorie des marqueurs gliaux (Rothman et al., 1986).

Ces analyses sont consistantes avec une surexpression des marqueurs gliaux et une

différenciation gliale précoce chez Spot.

Tableau V.III : D’apres le séquencage du transcriptome, les principaux genes déja associés a
la maladie de HRSC restent plutot stables.

Geénes connus HRSC Fold change : Spot par rapport a G4-RFP
Nrtn (+)0.71
Edn3 (+) 0.80
Ret (+) 0.81
Gdnf (+) 0.95
Ecel (+) 1.27
Ednrb (+)1.51
Sox10 (+) 1.85
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5.2.3. Activité transcriptionnelle de I’élément conservé sur le locus Nr2f1-K12

L'insertion transgénique a perturbé I’organisation d’un élément conservé dans I’évolution
qui posséde une forte activité répressive (Figure 5.10)

L'insertion du transgene tyrosinase chez Spot associée a la délétion de 353 pb, a perturbé
toute I'organisation du locus Nr2f1-K12. Une analyse de conservation de séquences a été
effectuée sur tout le locus et nous retrouvons une région hautement conservée entre les
différentes espéeces, située a environ 2 kb apres le site d’insertion du transgene, dans un intron
de K12. Quand le transgene s’est intégré dans le génome de Spot, il a perturbé toute

I’organisation du locus et notamment celle de I’élément conservé.

Pour évaluer le potentiel régulateur de cette petite séquence de 676 pb, que nous avons
appelée élément conservé 2.5 (EC2.5), celle-ci a été amplifiée par PCR puis clonée dans un
vecteur, en amont du gene rapporteur de la luciférase. En plus, ce vecteur contient un
promoteur minimal thymidine kinase (pTK109) qui lui confére une activité transcriptionnelle
de base. Aprées transfection de cette construction dans des cellules Neuro-2a, les essais
luciférase nous ont permis d’évaluer I'activité transcriptionnelle de cette construction
comparée a celle de pTK109 seul. Les résultats ont révélé une forte activité répressive de
I’élément conservé, et ceci de maniere plus importante dans les P19 que dans les Neuro-2a.
Dans les Neuro-2a, en présence de I'EC2.5, I'activité transcriptionnelle de la luciférase est au
moins deux fois moins élevée qu’en absence de I'EC2.5. Dans les P19, lactivité
transcriptionnelle de la luciférase est environ dix fois moins importante lorsque I'EC2.5 est

présent.

Finalement, ces résultats nous permettent de déduire que le transgéne, en s’insérant dans le
locus Nr2f1-K12, a perturbé un élément régulateur qui réprimait I'expression de ses genes

voisins, notamment Nr2f1 et K12-court.

Ces deux génes candidats étant largement surexprimés chez Spot, lequel est responsable du

phénotype chez Spot?
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Figure 5.10: L’insertion transgénique dans le locus Nr2f1-K12 a perturbé un élément
conservé dans I'évolution qui posséde une forte activité répressive. Le locus Nr2f1-K12
comporte un élément hautement conservé entre les espéces (EC2.5), ayant été perturbé par
I'insertion transgénique. Les essais luciférase révelent que I'EC2.5 posséde une activité
répressive forte et ce, de maniére plus importante dans les cellules P19 que Neuro-2a.
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5.2.4. Lasurexpression des génes candidats dans des modéles murins permet-elle de
retrouver le phénotype des souris Spot?

Dans cette section, nous avons pu pointer le doigt sur deux genes potentiellement
responsables du phénotype Spot, et notamment d’une différenciation gliale précoce qui cause
un défaut de formation du SNE : Nr2f1 et ’ARNInc, K12. Plusieurs hypotheses se dégagent.
Dans un premier cas, Nr2f1 est le seul géne responsable du phénotype. Dans un deuxiéme cas,
c’est K12 qui est le seul géne responsable du phénotype. En revanche, dans un troisi€¢me cas,
il se peut que les deux génes soient ensemble responsables du phénotype. Enfin, sil’un, I'autre
ou les deux genes sont bien impliqués dans le phénotype, il est probable qu’il(s) n’agisse(nt)

pas seul(s).

Afin de répondre a ces questions, nous avons entrepris la génération de souris transgéniques
dans lesquelles Nr2f1 ou K12-court ont été surexprimés dans les CCN. Pour commencer, nous
souhaitions savoir si la surexpression de I'un ou l'autre suffisait a récapituler le phénotype.
Pour se faire, nous avons fait des constructions permettant I'expression de chaque gene
candidat sous le contréle du promoteur minimal Hsp68 (Kothary et al., 1989) et de 'enhancer
de Sox10 spécifique aux CCN (U3 ou MCS4) (Antonellis et al., 2008; Werner et al., 2007). Les
deux expériences ont été menées en parallele. La présence de la GFP est essentielle afin de
faciliter le criblage des transgéniques. Dans la premiére expérience, Nr2fl est co-exprimé avec
la protéine GFP grace a la présence d’une séquence IRES. Dans le deuxieme cas, la protéine
IRES-eGFP est également exprimée sous le controle de Sox10.U3-Hsp68 mais dans un

deuxieme plasmide qui est coinjecté, afin de ne pas altérer I'expression de I’ARNInc.

= Surexpression de Nr2f1 (Figure 5.11)

Avant de procéder a la microinjection, nous avons vérifié la construction Sox10.U3-Hsp68-
Nr2f1-IRESeGFP (pNP455) (Figure 5.11 A). Trois niveaux de vérifications ont été effectués. La
construction a été séquencée puis transfectée dans des cellules Neuro-2a et nous avons pu
observer a la fois I'expression de la GFP par fluorescence (Figure 5.11 B) et I'expression de la

protéine Nr2fl (45kDa) par immunobuvardage, a I'aide d’un anticorps contre Nr2f1 (Figure
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5.11 C).

= Surexpression de K12-court (Figure 5.12)

Pour vérifier la construction Sox10.U3-Hsp68-K12(F6R4*) (pNP454) (Figure 5.12 A), nous
I’avons faite séquencer puis nous I'avons transfecté dans des cellules Neuro-2a et avons pu
valider la transcription de I'isoforme de K12-court F6R4* par RT-PCR (Figure 5.12 B). En effet,
rappelons que cette isoforme est spécifique aux CCNe de Spot. Elle ne s’exprime pas dans les

cellules Neuro-2a (Figure 5.12 B)

Une fois que la construction des plasmides a été validée, la génération des embryons a été
effectuée par la plateforme de microinjection en devenir de 'UQAM, selon la technique
classique de microinjection d’ADN dans le pronoyau (Nagy, Gertsenstein, Vintersten, &
Behringer, 2003) (voir le chapitre 4 — Matériel et méthodes). Les embryons réimplantés ont

été collectés 15 jours suivant la microinjection — soit e15.5 — et criblés pour la GFP.

Pour I'expérience de surexpression de Nr2fl, trente-trois embryons ont été collectés et
criblés. Pour I'expérience de surexpression de K12-court, vingt-huit embryons ont été obtenus
et criblés. Malheureusement, le criblage minutieux de chacun des embryons entiers que nous
avons obtenus ne nous a pas permis de repérer un patron de fluorescence des CCN. De plus,

le génotypage de ces embryons n’a pas non plus indiqué la présence de transgéniques.

Le taux d’insertion d’un transgene étant extrémement bas (souvent inférieur a 1%) (Jindal &
Sharma, 2010) — et largement dépendant de la construction microinjectée — nous n’avons pas
récupéré un nombre suffisant d’embryons a e15.5 pour pouvoir confirmer nos hypothéses de

départ — au sujet des deux génes candidats et leur implication dans le phénotype Spot.

Bien que de nombreux résultats suggerent fortement l'implication du géne Nr2f1, et
possiblement son antisens K12, dans le phénotype de mégacblon aganglionnaire chez Spot, il
serait essentiel de pouvoir le valider et la génération d’autres embryons transgéniques est en

cours dans notre laboratoire.
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Figure 5.11 : La construction Sox10.U3-Hsp68-Nr2f1-IRESeGFP est validée. A. Le plasmide a
microininjecter permet la coexpression de la protéine Nr2fl et de la GFP, sous le contréle de
I’enhancer Sox10-U3 et du promoteur minimal Hsp68 afin de restreindre leur expression dans
les CCN. B. La construction a été transfectée dans des cellules Neuro-2a pour vérifier la
fluorescence GFP. C. Aprés transfection du plasmide dans des Neuro-2a, un
immunobuvardage a permis de valider I'expression de la protéine Nr2f1 (45 kDA), validant
ainsi la construction.

98



Nhel Nhel

A.
IRES-eGFP
Ki2_cowrt
pIRESeGFP froRe}
Sphi
Sphi
Sox10.U3-Hsp68 IRES-eGFP Sox10.U3-Hsp68 K12_court({F6RA")
- — A
Lid 2= | 2 | 3 |
Co-injection des deux ADN linéaires
&
> & @}Q'
s o o
Q L~
BI (? é”b
K12 e/
1 2¢2 3
T e G e D e e e Gopdn
. - PR—

Figure 5.12 : La construction Sox10.U3-Hsp68-K12(F6R4*) est validée. A. Deux plasmides
sont a microinjecter ensemble. Le premier permet I’expression de la GFP sous le controle de
I’enhancer Sox10.U3 et du promoteur minimal Hsp68. Le deuxieme permet |'expression de
K12-court (F6R4*) sous le controle Sox10.U3-Hsp68. B. Une RT-PCR pour K12-court nous a
permis de valider I'expression de l'isoforme F6R4*, qui s’exprime uniquement dans les
cellules Neuro-2a qui ont été transfectées par le plasmide Sox10.U3-Hsp68-K12(F6R4*). Dans
les cellules non transfectées, seule la forme classique de K12-court (F6R4) s’exprime. Cela
permet de valider la construction.
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5.3. K12, un gene d’ARN long non codant régulateur impliqué dans la
formation du systéme nerveux entérique?

5.3.1. Prédictions sur Ensembl

L’ARN long non codant K12 est épissé en différentes isoformes (Figures 5.13, 5.14)

Une premiéere analyse des prédictions disponibles sur Ensembl nous indique que K12 peut étre
épissé de nombreuses maniéres différentes (isoformes). Le géne entier de K12 est formé de 4
exons qui sont séparés par 3 introns. Le premier exon est alternatif et peut partager une partie
de sa séquence avec le gene Nr2f1, dont il est I'antisens : il y a 6 premiers exons possibles, leur
taille varie de 60 a 300 pb et c’est I'exon 1a qui partage sa séquence avec Nr2f1. Le deuxieme
exon est prédit pour faire entre 200 et 750 pb. Le troisieme exon est prédit pour faire entre
60 et 1900 pb. Jusqu’a maintenant, nous avions ordonné les transcrits en deux catégories
distinctes selon leur épissage : les formes courtes et les formes longues. Toutes les isoformes
contenant I’exon 3 étaient regroupées dans les formes courtes tandis que toutes les isoformes
contenant I’exon 4, interrompues par l'insertion transgénique, étaient regroupées dans les

formes longues.

Selon les prédictions, les formes courtes peuvent étre composées des exons 1, 2 et 3 tandis

que les formes longues se composent uniquement des exons 1 et 4.

5.3.2. Clonage des différentes isoformes de K12

Dessin des oligos (Figures 4.13, 4.14)

La stratégie adoptée fut de dessiner six amorces sens (F1 a F6, figure 5.14), soit une pour
chaque premier exon alternatif possible, ainsi que deux amorces antisens (R1 et R4, figure
5.13) pour amplifier les formes en pleine longueur : un oligo antisens, R1, a la fin de I'exon 4
(4080 pb) pour les formes longues et un autre oligo antisens, R4, a la fin de I'’exon 3 (1900 pb)
pour les formes courtes. Les séquences exactes des oligos sont données dans le tableau IV.IV

du chapitre 4 — Matériel et méthodes.
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Figure 5.13 : D’apres les prédictions retrouvées sur Ensembl, le géne K12 est épissé en différentes isoformes. Les différents
transcrits de K12 sont représentés en bleu et la séquence qui code pour Nr2f1 en jaune. K12 est formé de 4 exons qui sont séparés
par 3 introns. Le premier exon est alternatif (6) et partage une partie de sa séquence avec le geéne Nr2f1, antisens de K12. On
retrouve l'insertion transgénique qui a lieu a 'intérieur du dernier intron. Nous avons classé les transcrits dans deux catégories
distinctes selon leur épissage : les formes courtes (exons1+2+3) et les formes longues (exons1+4), interrompues par l'insertion.
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Figure 5.14 : K12 est composé d’un premier exon alternatif, qui peut partager sa séquence avec Nr2f1. Selon les prédictions sur
Ensembl, il y a 6 possibilités de premier exon et nous avons dessiné un oligo sens en 5" de chaque premier exon possible en vue de
cloner toutes les isoformes de K12. C'est I'exon la qui partage sa séquence avec Nr2f1. Chaque oligo sens porte le numéro
correspondant a I'annotation du transcrit sur Ensembl (par exemple : oligo F1 pour 'amorce sens correspondant au transcrit #001).

La forme #007 n’a pas été étudiée.
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Amplification des isoformes de K12 pleine longueur par RT-PCR (Figures 5.15, 5.16)

Dans un premier temps, des expériences de RT-PCR a partir d’ARN d’intestin entier (e12.5)
nous ont permis d’amplifier les différents transcrits de K12 que nous avions ciblés. Nous
attendions une amplification de minimum 2kb environ concernant les formes courtes (I’exon

3 faisant 1900 pb), contre 4kb environ pour les formes longues (I'exon 4 faisant 4080 pb).

Pour les formes longues (figure 5.15), en utilisant I'oligo antisens R1 a I'extrémité de I'exon 4,
seuls les oligos sens F2, F3, F5 et F6 nous ont donné I'amplification attendue. Ensuite, seules
les isoformes longues F2R1, F3R1 et F6R1 ont pu étre extraites et clonées dans pGEM-T pour
séquencées. Les résultats de séquencage nous confirment que I'exon 1 est systématiquement

épissé avec I’exon 4, comme c’était le cas sur Ensembl.

Dans un deuxieme temps, connaissant I'expression des formes longues de K12 dans l'intestin
entier, l'idée était de s’assurer de leur expression dans les CCNe puis d’éventuellement
identifier quelles isoformes sont surexprimées dans les CCNe, a I'état sauvage. Trois
expériences de RT-PCR ont été menées en paralléle et confrontées : RT-PCR a partir d’intestin
entier, RT-PCR a partir des CCNe triées et RT-PCR a partir des cellules qui composent I'intestin

en excluant les CCNe.

Ainsi, les résultats obtenus nous indiquent que les formes longues F3R1 et F5R1 sont
normalement exprimées dans les cellules qui composent l'intestin (CCNe exclues) et sont
nettement surexprimées dans les CCNe. La forme longue F6R1 est exprimée uniquement dans

les CCNe et n’est pas exprimée dans les autres cellules qui composent l'intestin.

Pour les formes courtes (figure 5.16), en utilisant I'oligo antisens R4 a I'extrémité de I'exon 3,
seuls les oligos sens F3, F4 et F6 nous ont donné I'amplification attendue. Les isoformes F3R4,
FAR4 et F6R4 ont été extraites et clonées dans pGEM-T, puis séquencés. Apres analyse des
résultats de séquencage, les isoformes courtes de K12 se sont révélées étre plus compliquées

gue ce qui était prédit sur Ensembl.
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Figure 5.15 : Certaines isoformes longues de K12 sont surexprimées dans les CCNe. A. Aprés
amplification, les isoformes F2R1, F3R1 et F6R1 (A, étoiles rouges) ont été extraites, clonées
dans pGEM-T et séquencées. Les résultats de séquencage indiquent que l'exon 1 est
systématiquement épissé avec I'exon 4 dans les formes longues de K12. Les isoformes F1R1
et F4R1 n’ont jamais pu étre amplifiées tandis que F5R1, malgré une bonne amplification, n’a
pas pu étre cloné. Notez que les isoformes longues de K12 sont supérieures a 4kb, la taille de
I'exon 4. B. De maniére intéressante, les isoformes longues F3R1, F5R1 et F6R1 sont

surexprimées dans les CCNe.
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Nous avons découvert I'existence d’un nouvel exon d’environ 200pb, situé entre I'exon 1 et
I’exon 2 prédits : nous avons donc appelé ce nouvel exon, exon 2*. Ainsi, nous avions donc
cloné les isoformes F3R4 et F6R4 contenant I’'exon 1 correspondant, I’exon 2 et I’exon 3, mais
également les isoformes FAR4* et F6R4* contenant I’exon 1 correspondant, I'exon 2%, I’'exon

2 et I'exon 3.

FARA* et F6R4 paraissent surexprimées dans les CCNe. Ce n’est pas le cas de la forme courte

F3R4 bien qu’elle s’exprime normalement dans les CCNe.

Afin de faciliter la compréhension, les différentes isoformes de K12 (longues et courtes) sont
regroupées dans un schéma récapitulatif proposant une vue d’ensemble de la structure
complexe du géne K12, avec d’une part les isoformes qui étaient prédites sur Ensembl et
d’autre part les isoformes que nous avons découvert (Figure 5.17). Finalement, les différents
isoformes amplifiées et clonées pourront servir au laboratoire dans un futur proche a

construire  différents outils moléculaires et investiguer au sujet de KI12.
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Figure 5.16 : Certaines isoformes courtes de K12 sont surexprimées dans les CCNe. Apres
amplification, les isoformes F3R4, FAR4 et F6R4 (étoiles) ont été extraites, clonées dans pGEM-
T et séquencées. Les résultats de séquencage indiquent que I'exon 1 est épissé avec I'exon 2
qui est épissé avec I'exon 3, tel que prédit sur Ensembl. Les résultats révelent également
I’existence d’'un nouvel exon entre I’'exon 1 et I'exon 2, que nous appelons exon 2*. L’exon 1
peut donc étre aussi épissé avec I'exon 2* qui est épissé avec I'exon 2, qui est épissé avec
I'exon 3. Les isoformes F1R4, F2R4 et F5R4 n’ont jamais pu étre amplifiées. De maniere
intéressante, les isoformes courtes FAR4* et F6R4 semblent surexprimées dans les CCNe.
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Figure 5.17 : Représentation générale du locus Nr2fi-K12. De nouvelles isoformes de K12 —
courtes et longues — ont été découvertes sur la base des prédictions qui étaient disponibles
sur Ensembl. Au contraire, toutes les isoformes prédites n’ont jamais été amplifiées par RT-
PCR. Nous n’excluons pas le fait qu’il puisse exister encore de nouvelles isoformes.
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5.3.3. Localisation subcellulaire de K12

K12 est colocalisé avec I’euchromatine dans des régions transcriptionnellement actives du
noyau (Figures 5.18, 5.19)

Cette section a pour but d’en apprendre plus au sujet de I’ARNInc, K12. Nous savons que de
nombreux ARNInc sont capables de réguler la transcription de genes voisins, notre hypothese
réside donc dans le fait que K12 régule Nr2f1, dont il est antisens. Dans ce but, nous voulions

connaitre la localisation de K12 dans la cellule afin de confirmer son potentiel régulateur.

Le systeme MS2-YFP nous permet de visualiser la localisation de I’ARN qui, étiqueté par les
motifs MS2, est ainsi reconnu par la protéine MS2, elle-méme fusionnée a la YFP pour
détection. De cette maniere, les différentes isoformes de K12 ont été clonées dans un vecteur
d’expression, en amont de motifs MS2. Rappelons aussi que nous avons créé deux variantes
de protéine de fusion MS2-YFP: la premiere contient une séquence de localisation nucléaire et
localise systématiquement la protéine dans le noyau tandis que la deuxieme ne possede pas
cette séquence et n’a aucun effet sur la localisation de la protéine. Le principe du systeme
MS2-YFP et les deux expériences menées sont schématisés dans la figure 4.4 du chapitre 4 —
Matériel et méthodes. La localisation de I’ARN a été déterminée dans deux expériences
menées en paralléle, avec I'utilisation des deux variantes de plasmide MS2-YFP (avec et sans
NLS). Pour chaque expérience, le plasmide contenant la protéine MS2-YFP a été co-tranfecté
avec le plasmide contenant ’ARN marqué MS2 (K12 dans pCMV5-MS2). Dans une condition
controle, le plasmide contenant la protéine MS2-YFP a été co-tranfecté avec un plasmide

contenant I’ARN qui n’est pas marqué par les motifs MS2 (K12 dans pGEM-t).

Dans le cas de I'expérience A (MS2-YFP sans NLS), le puits controle montre que la YFP reste
diffuse dans toute la cellule a I'exclusion du noyau, marqué par le DAPI. Une fois que I’ARN est
présent, la YFP, méme si elle n'est pas limitée au noyau, semble s’y localiser
préférentiellement. De maniére intéressante, la localisation de la YFP se retrouve

particulierement dans les régions du noyau ou la fluorescence du DAPI est moins prononcée,
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Figure 5.18 : K12 est localisé dans des régions transcriptionnellement actives du noyau. A.
Expérience sans NLS fusionné a la YFP. Dans le contréle, sans ARN marqué, la YFP est diffuse
dans le cytoplasme. Quand K12-MS2 est présent, la YFP se localise préférentiellement au
noyau et particulierement dans des zones de chromatine ouverte. B. Expérience avec NLS
fusionné a la YFP. Dans le controéle, la YFP est diffuse dans le noyau. En présence de K12-MS2,
la YFP se retrouve dans les zones d’euchromatine du noyau.
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ce qui correspond a I’euchromatine ou chromatine ouverte (Figure 5.18 A). En ce qui concerne,
I’expérience B (MS2-YFP avec NLS), le puits controle montre que la YFP est localisée au noyau
de maniere diffuse. Une fois que I’ARN est présent, la YFP reste localisée au noyau mais plus
particulierement dans les régions d’euchromatine (Figure 5.18 B). Ces observations renforcent
le potentiel de K12 a réguler la transcription de son voisin Nr2f1, puisqu’il se situe dans des

régions ou la chromatine est accessible a la machinerie de transcription.

Nous ne montrons pas toutes les photos ici par souci de simplicité, mais ces résultats sont les
mémes pour tous les transcrits de K12 que nous avions cloné. Que ce soient les formes courtes

ou les formes longues, aucune différence n’a été remarquée dans leur localisation.

Une derniere expérience a été menée en transfectant un troisieme plasmide contenant la
protéine B23 fusionnée a la RFP. B23, aussi connue sous le nom de nucléophosmine, est une
protéine humaine nucléolaire. Sachant que K12 semblait se situer particulierement dans le
noyau, nous avons voulu savoir s’il était localisé plus particulierement dans le nucléole. Ainsi,

nous avons pu facilement déterminer que K12 est exclu du nucléole (Figure 5.19).
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Figure 5.19 : K12 n’est pas localisé dans le nucléole. K12 est localisé dans le noyau mais il est
exclu du nucléole. Le résultat est le méme pour toutes les formes de K12 (avec ou sans NLS).
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CHAPITRE 6 : DISCUSSION

Le développement du SNE chez les mammiferes est dérivé d’un petit groupe de progéniteurs
qui émigrent du tube neural, les CCN. Pour permettre une formation compléte d’'un SNE
fonctionnel, ces cellules progénitrices proliféerent de maniere trés importante afin de coloniser
entierement le tractus digestif en développement. Pendant leur colonisation, les CCNe se
différencient en neurones et cellules gliales qui s’organiseront en plexus ganglionnaires
responsables du comportement complexe de l'intestin et notamment de ses mouvements
péristaltiques. Ce processus développemental implique des événements séquentiels de
neurogénese et de gliogénése qui nécessite d’abord une balance entre la prolifération et la
différenciation, mais aussi un équilibre adéquat entre les différents types de neurones et de
cellules gliales entériques. Plusieurs voies de signalisation sont connues pour étre impliquées
dans le développement du SNE. Une coordination parfaite entre les voies de signalisation qui
régulent la prolifération et la différenciation neuronale et gliale est donc essentielle pour le
développement d’un SNE correct. Dans le cas contraire, un défaut dans I'une des composantes
de ce réseau complexe de voies de signalisation peut mener a la maladie de HSCR, une

neuropathie congénitale.

Les analyses génétiques de patients atteints de la maladie ont identifié plusieurs loci et
mutations associés a la maladie de HSCR mais rappelons que des mutations dans des génes
connus n’expliquent qu’une partie — entre un tiers et la moitié — des cas sporadiques de HSCR
(Amiel & Lyonnet, 2001; Gariepy, 2004) . La maladie de HCSR est une condition hétérogéne qui
peut étre transmise d’une maniére autosomique dominante : l'allele muté est situé sur un
chromosome non sexuel et un seul allele muté peut suffire pour que la maladie se manifeste
(Bodian & Carter, 1963). De maniére intéressante, la pénétrance de la maladie est incomplete
puisque tous les porteurs des génotypes sensibles ne sont pas atteints et ce, méme au sein

d’une méme famille. Ceci suggére fortement I'existence de « modificateurs génétiques » qui
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refletent la complexité du réseau de voies de signalisation impliquées dans le développement
du SNE (Mundt & Bates, 2010). Le gene RET, appartenant a I'une de ces voies de signalisation,
est reconnu comme un géne central dans la maladie puisque nous savons maintenant qu’entre
15 et 35 % des cas de HSCR sporadiques possedent une mutation hétérozygote dans la
séquence codante de RET (Brooks et al., 2005). Cependant, la transmission de la maladie
semblerait étre multifactorielle et multigénétique : on soupgonne qu’une mutation dans un
géne a risque contribue a la maladie en conjonction avec une ou plusieurs mutations dans
d’autres génes — qu’ils soient au sein de la méme voie de signalisation ou dans une voie de
signalisation en interaction dans le réseau. Aujourd’hui, de nombreux chercheurs spéculent
que certains cas de HSCR seraient dus a une accumulation de variants d’ADN communs et plus
rares, dans différents génes (Liu et al., 2015; Mundt & Bates, 2010). Ainsi, les différentes
combinaisons de variants génétiques pourraient mener a un large éventail de cas avec

différents degrés de sévérité de la maladie (Liu et al., 2015).

Les études basées sur la caractérisation de modeles animaux pour la maladie de HSCR sont
trés instructives puisqu’elles permettent d’étudier un (ou plusieurs) gene(s) spécifique(s), ainsi
gue la physiopathologie de la maladie. Dans ce projet de recherche, la caractérisation de la
lignée transgénique Spot nous a permis, d’'une part, de mettre en évidence deux nouveaux
génes possiblement associés a la maladie de HSCR et de confirmer la gliogenése précoce comme

un important mécanisme pathogénique.

Les souris Spot homozygotes souffrent des signes classiques de mégacdlon aganglionnaire: une
mort prématurée autour de I'dge de trois semaines, une taille inférieure a la normale, une
posture courbée et un abdomen gonflé pour les mutants encore vivants. Ces derniers
présentent un blocage et une accumulation de matiére fécale dans leur caecum et dans la
partie proximale de leur cOlon suggérant un célon distal aganglionnaire. De plus, une analyse
histologique effectuée dans le laboratoire a confirmé I'absence de ganglions dans les parties
distales du c6lon Spot. Une analyse en profondeur du développement du SNE chez I'embryon
Spot nous a permis de mettre en évidence une différenciation gliale prématurée des CCNe.

Une fois différenciés, les progéniteurs perdent leur potentiel de prolifération et nous
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observons chez Spot une baisse de prolifération et un retard de migration des CCNe chez Spot.

Ceci menant ainsi a une aganglionose du célon distal et au phénotype de la maladie de HSCR.

En 2011, Ngan et ses collaborateurs ont proposé la gliogénése précoce comme un nouveau
mécanisme pour la maladie de HSCR (Ngan et al., 2011). En effet, la délétion in vivo du géne
Patched (Ptch1) chez la souris a entrainé une gliogénése prématurée et une diminution des
CCNe progénitrices dans les intestins des embryons mutants, pouvant mener a la maladie de
HSCR. En revanche, ces embryons mutants mourraient a au stade embryonnaire (e)12. Les
mutants n’étant pas capables de se développer jusqu’a la naissance, le phénotype de la
maladie de HSCR n’a donc jamais pu étre confirmé (Ngan et al., 2011). Avec la lignée Spot, nous
montrons pour la premiere fois que la différenciation gliale prématurée des CCNe
progénitrices entraine un défaut de formation du SNE chez I'’embryon menant a un mégacélon
aganglionnaire. Ceci souligne I'importance du ratio du nombre de neurones par rapport au

nombre de cellules gliales dans le développement du SNE.

Bien que létale embryonnaire, la mutation de Ptchl nous invite a investiguer au sujet d’une
voie de signalisation impliquée dans le développement du SNE, et plus particulierement dans
la gliogénése. Ptchl code pour le récepteur protéique de la glycoprotéine Shh qui est depuis
longtemps connue pour son role majeur dans 'embryogénese. En effet, la voie Shh intervient
dans le contréle de la migration des CCN au niveau de la formation des tissus, de leur
innervation et de leur vascularisation (Marigo & Tabin, 1996; Watson, Serrate, & Vignot, 2010).
De maniere intéressante, il a été montré que la voie Shh régule également de nombreux
aspects du développement gastro-intestinal, notamment I'organogénése de l'intestin et Ia
formation du SNE (Ramalho-Santos, Melton, & McMahon, 2000). Une perturbation dans la
voie Shh peut mener a un mégacolon aganglionnaire ou a la formation de ganglions ectopiques
chez la souris (Jin, Martinelli, Zheng, Tessier-Lavigne, & Fan, 2015; Mao, Kim, Rajurkar,

Shivdasani, & McMahon, 2010).

Chez les mammiferes, les genes Glil, Gli2 et Gli3, qui encodent les facteurs de transcription de

la famille Gli-Kruppel, sont des médiateurs permettant la transduction du signal de la voie Shh.
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Glil est un activateur constitutif tandis que Gli2 et Gli3 sont a la fois activateur et répresseurs
(Hui & Angers, 2011; Ngan et al., 2011). En 1997, un modeéle de souris transgénique, dans
lequel le géne GLI1 humain a été surexprimé, présentait le phénotype de la maladie de HSCR,
avec une sévérité du phénotype reliée au niveau d’expression du transgene (Yang et al., 1997).
A cette époque, ceci suggérait déja que les niveaux d’expression de Gli étaient importants dans

le développement du SNE.

Tres récemment, en Aolt 2015, Liu et ses collaborateurs ont reporté pour la premiere fois des
mutations dans les génes GLI chez des patients atteints de la maladie de HSCR, non
syndromiques (Liu et al., 2015). De maniere intéressante, toutes les mutations qu’ils ont
observées ont mené a une augmentation de I'activité transcriptionnelle des protéines GLI. Ceci
a eu pour conséquence l'induction de la différenciation gliale des CCNe, entrainant un retard
dans la colonisation de l'intestin par les CCNe (Liu et al., 2015). Ainsi, nous retrouvons
exactement le mécanisme qui entraine le mégacbélon aganglionnaire dans notre lignée
transgénique Spot. Si nous faisons le bilan, nous savons, d'une part, que le facteur de
transcription Nr2fl est connu pour favoriser la gliogénese dans le SNC (Naka et al., 2008). Nous
savons, d’autre part, que le géne Nr2f2 est régulé par le morphogéne Shh (Tsai & Tsai, 1997).
Puisque la surexpression de Nr2fl semble étre responsable du phénotype Spot, nous
proposons Nr2f1 comme un nouvel acteur de la voie de signalisation Shh dans la régulation de
la gliogénese dans le SNE. Sachant cela, il convient de se demander a quel niveau ce facteur de
transcription se place-t-il au sein de la voie de signalisation Shh afin de contréler la

différenciation gliale entérique.

Le gene Shh code pour le ligand activateur de la voie de signalisation. Quand le ligand Shh est
sécrété, il se lie a son récepteur Ptchl, ce qui inhibe la capacité de celui-ci a réprimer |'activité
de Smo -- un deuxieme récepteur associé a Shh. Smo, en présence de Shh, peut alors migrer a
la membrane plasmique, ce qui aboutit a I'activation des facteurs Gli par I'intermédiaire
d’acteurs indéterminés. Les facteurs Gli activés vont migrer dans le noyau pour réguler

I’expression de génes cibles de la voie, ce qui aboutit a la régulation de différents processus et
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notamment a 'augmentation de la différenciation gliale. Le facteur de transcription Nr2f1 agit-

il en amont ou en aval des facteurs Gli ?

Le séquencage du transcriptome de Spot peut nous donner une premiere réponse a cette
qguestion. Nous ne voyons aucune expression aberrante des genes Gli chez Spot par rapport au
controle, ce qui signifie que le facteur de transcription Nr2f1 se positionne en aval des facteurs
Gli dans la voie. Cependant, afin de confirmer nos hypothéses, il est indispensable de mener
des expériences, in vitro et in vivo, afin de voir si les Gli sont capables de réguler Nr2fl. Enfin,
il serait intéressant de regarder les niveaux d’expression de Nr2f1 dans la lignée transgénique
qui surexprime le géne GL/1 humain, générée dans le laboratoire de Yang (Yang et al., 1997).

Le modeéle que nous proposons est représenté dans la figure 6.1 B.

En outre, rappelons que Nr2f2, au méme titre que Nr2f1, est nécessaire pour la spécification
temporaire des progéniteurs dans le SNC et notamment pour la génération des différents
types gliaux durant le développement du SNC (Naka et al., 2008). Puisque Nr2f2 posséde une
tres grande homologie de séquences avec Nr2f1 et gu’il est également connu pour son réle
dans la gliogénese, nous pouvons imaginer que Nr2f2 s’integre également dans la voie de
signalisation Shh pour réguler la gliogénése du SNE. De plus, le séquencage du transcriptome
montre que Nr2f2 s’exprime dans les CCNe ce qui va dans la continuité d’un possible réle dans
le développement du SNE. De la méme maniere que Nr2f1, il serait intéressant d’étudier
I'expression de Nr2f2 dans la lignée transgénique murine qui surexprime GLI1 (Yang et al.,

1997) mais aussi dans les mutants Spot.

A la lumiere des résultats que nous avons obtenus dans la caractérisation de la lignée
transgénique Spot, associés a ce qui est connu dans la littérature, le défaut du SNE Spot peut
s’expliquer par l'activité de I'élément conservé 2.5 qui réprime directement Nr2f1. En effet,
nos expériences nous ont permis de voir que cet élément, hautement conservé dans
I’évolution, possede une activité répressive tres forte. Dans la lignée transgénique Spot, le
transgéne —minigene tyrosinase de 7 kb (Methot et al., 1995) —s’est inséré dans le locus Nr2f1-

K12, résultant en une courte délétion de 353 pb. Ceci a donc fort probablement
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Figure 6.1 : Un modéle pour le facteur de transcription Nr2fl dans la voie de signalisation
Shh et la régulation de la gliogénése dans le systéme nerveux entérique. Puisque les génes
Gli ne sont pas surexprimés chez Spot, nous proposons un nouveau modele de la voie Shh dans
lequel les facteurs Gli régulent Nr2f1 pour favoriser la différenciation gliale dans le SNE. Une
autre hypothese peut étre fournie quant a K12 et a son potentiel a réguler Nr2f1.
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perturbé toute l'organisation du locus et notamment celle de I'élément conservé -- une
séquence de 676 pb, situé a environ 2 kb apreés le site d’insertion du transgene — qui ne peut
plus exercer sa fonction de répression. Dans de telles conditions, les formes longues de K12
sont interrompues par l'insertion et disparaissent. Au contraire, les genes Nr2f1 et les formes
courtes de K12, n’étant plus réprimés par I'EC2.5, sont largement surexprimés et entrainent
une gliogénese prématurée dans le SNE. Afin d’en savoir plus a ce sujet, il serait essentiel de
faire des expériences de 3C ou capture de la conformation de la chromatine, pour déterminer
si cet élément conservé interagit directement avec I'un ou l'autre des deux genes, Nr2f1 et
K12-court — au sein du chromosome 13. Dans la méme idée, une expérience similaire avait été
menée dans notre laboratoire sur TashT, une autre lignée de souris transgénique. L’expérience
fut concluante et a montré que l'insertion transgénique chez TashT a perturbé des contacts
intra-chromosomiques — a l'intérieur du chromosome 10 — qui réprimaient I'expression du

géne Fam162b dans les CCN (Bergeron et al., 2015).

Pourtant, vous pouvez remarquer que nous avons inclus le gene d’ARN K12, antisens de Nr2f1,
dans le modele proposé concernant la voie Shh dans la figure 6.1 B. En effet, si Nr2f1 peut agir
seul, il est tout aussi possible qu’il intervienne avec I'aide de K12 pour induire la gliogénése
dans le SNE. Avec I'émergence des ARNInc et leur capacité a réguler la transcription d’autres
génes de nombreuses facons, notre hypothése de départ résidait dans le fait que I’ARNInc K12
était capable de réguler I'expression de Nr2f1. Rappelons que méme si les isoformes courtes
de K12 sont surexprimées chez Spot, elles le sont beaucoup moins que Nr2f1. En revanche, les
analyses de RT-PCR que nous avons menées ont révélé I'existence de plusieurs isoformes
courtes de K12, d’une part, surexprimées dans les CCNe et, d’autre part, surexprimées voire
exclusivement exprimées dans les CCNe des homozygotes Spot. Ceci suggére donc que K12-
court joue un réle dans le phénotype Spot. De la méme maniere que Nr2f1, il serait intéressant
d’analyser les niveaux d’expression des formes courtes de K12 dans la lignée transgénique
murine qui surexprime GLI1 (Yang et al., 1997) afin de voir s’il peut se placer dans la voie Shh

pour réguler la gliogénése du SNE.
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En outre, la position de K12 a proximité de Nr2f1 laisse penser que cet ARNInc serait capable
de réguler — en cis — la transcription de son voisin, comme c’est le cas de plusieurs exemples
dont nous avons parlé en introduction. Plusieurs ARNInc sont capables d’agir comme des
« enhancers », afin d’activer la transcription de genes voisins (Mattick, 2010; Ong & Corces,
2011; Orom et al., 2010). K12 est situé dans le noyau et plus particulierement dans des régions
de chromatine ouverte. La chromatine a I'état ouvert — euchromatine — permet I'acces a la
machinerie de transcription et donc la transcription. Certaines études ont montré que les
ARNInc étaient capables d’interagir directement avec I’ARN polymérase Il afin de réguler son
activité (Zhang et al., 2013). Il a été montré que I’ARNInc, ci-ankrd52, qui est un ARN circulaire
intronique, s’accumule au niveau de ses sites de transcription, s’associe avec I’ARN polymérase
I, et agit comme un régulateur positif de I'activité transcriptionnelle de I’ARN polymérase Il
De cette maniere, ci-ankrd52 est capable de réguler — en cis — I'expression de son gene voisin
codant (Zhang et al., 2013). Sachant la localisation de I’ARNInc K12, dans la cellule et sur le
locus, nous pouvons supposer que celui-ci est capable d’interagir avec I’ARN polymérase I
pour réguler — en cis — I'expression de Nr2f1. Il serait donc intéressant d’une part de tester
I’effet cis-activateur de K12 par essais luciférase et d’autre part, de mener, sur I’ARN natif, une
expérience d'immuno-précipitation avec I’ARN polymérase Il afin d’identifier les interactions

de K12 avec la machinerie de transcription.
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CONCLUSION

En définitive, la lignée transgénique Spot nous a fourni un modele unique d’étude pour le
meégacdlon aganglionnaire. La caractérisation de ce modele, aux niveaux cellulaire, moléculaire
et génétique nous a permis d’identifier le facteur de transcription Nr2f1 comme un nouvel

acteur favorisant la gliogénese du SNE et menant au mégacdlon aganglionnaire.

Finalement, la compréhension de la génétique complexe de la maladie de HSCR est un enjeu
essentiel puisqu’elle pourrait influencer les pratiques cliniques de plusieurs maniéeres. D’abord,
I"utilisation de modeéles animaux permet a la fois I'étude de genes spécifiques et I'analyse de
la physiopathologie de la maladie. Ensuite, I'étude de mutations dans ces genes spécifiques
chez 'humain permet de mettre en évidence des corrélations génotype-phénotype et
d’identifier de nouveaux syndromes afin d’ajuster les soins cliniques pour les patients. Enfin,
I'identification de mutations spécifiques au sein d’une famille permettrait d’améliorer le

conseil génétique et éventuellement le diagnostic prénatal de la maladie de HSCR.
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