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Résumé

Les souris Spot qui sont un modéle pour le syndrome de Waardenburg couplé a la maladie de
Hirschprung souffrent d’un manque de cellules dérivées de la créte neurale (CCN) incluant les
neurones myentériques ainsi que les mélanocytes de la peau et du vestibule. La paire de génes
Nr2f1 et A830082k12Rik (K12) est significativement surexprimée dans les CCN entériques
(CCNe) des embryons Spot. De plus, les CCNe des embryons Spot se différencient
prématurément en cellules gliales au détriment des progéniteurs non différenciés. Plusieurs
¢tudes récentes suggerent que de nombreux cas de maladie de Hirschsprung pourraient étre
expliqués par une différentiation gliale précoce des CCNe induite par Sonic Hedgehog (SHH).
Notre premier objectif est donc de déterminer si et comment le facteur de transcription Nr2fl
et son paralogue Nr2f2 sont impliqués dans la gliogenéese induite par SHH. Notre second
objectif est de déterminer si le IncRNA K72 est capable de réguler un géne voisin en cis. Nous
avons observé que le traitement de cellules P19 (mode¢le de cellules souches embryonnaires de
souris) avec SHH induit effectivement I’expression de Nr2f1 et Nr2f2 (mesurée par RT-PCR)
ainsi que celle de plusieurs marqueurs gliaux. De plus, le knock-down de Nr2f1/2 dans les
CCN entériques semble effectivement bloquer la gliogenése entérique. D’autre part, nos
premiéres analyses du IncRNA A830082k12Rik montre qu’il est capable de réguler la
transcription d’un géne voisin en cis. Le facteur de transcription NR2F1 semble étre un facteur
clé dans la gliogenese entérique. Une meilleure compréhension de ses mécanismes d’action
ainsi que des voies de signalisation impliqués dans sa régulation semble donc indispensable
pour mieux comprendre cette étape clé du développement du systéme nerveux entérique.

Mots-clés : Systéme nerveux entérique, Cellules de la créte neurale, Gliogenése, IncRNA.



Abstract

The Spot mouse line is a model for Waardenburg syndrome associated with Hirschsprung’s
disease (Waardenburg syndrome type 4). Spot mice suffer from a lack of neural crest cell
(NCC)-derived cells including myenteric neurons in the colon and melanocytes in the skin and
vestibule. The Nr2f1-A830082K 12Rik (K12) gene pair is significantly overexpressed in enteric
NCC (ENCC) of Spot embryos. In addition, ENCC of Spot embryos prematurely differentiate
into glial cells at the expense of undifferentiated progenitors. Several recent studies suggest that
some cases of Hirschsprung’s disease could be explained by an early glial differentiation of
ENCC induced by Sonic Hedgehog (SHH). Our first goal is therefore to determine if and how
NR2F1 transcription factor and its paralog NR2F2 are involved in the SHH-induced gliogenesis.
Our second goal is to determine if the IncRNA K12 is able to regulate a neighboring gene in cis.
We have observed that treatment of P19 cells (mouse embryonic stem cell model) with SHH
effectively induces the expression of Nr2f1 and Nr2f2 (measured by RT-PCR) as well as several
glial markers. In addition, knockdown of Nr2f1/2 in ENCC appears to effectively block enteric
gliogenesis. On the other hand, our first analysis of K72 shows that this IncRNA is able to
regulate the transcription of a neighboring gene in cis. NR2F1 transcription factor appears to be
a key factor in enteric gliogenesis. A better understanding of its mechanisms of action as well
as the signaling pathways involved in its regulation therefore seems essential to better
understand this key stage of the development of the enteric nervous system.

Keywords : Enteric Nervous System ; Neural Crest Cells; Gliogenesis; IncRNA.
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

1.1 Le systéme nerveux entérique

1.1.1 Structure et fonction du systéme nerveux entérique

Le Systéme nerveux entérique (SNE) se trouve a I’intérieur de la paroi gastro-intestinale sur
tout le long du tube digestif et constitue la division la plus complexe du systéme nerveux
périphérique. Bien qu’il fonctionne en synergie avec le systéme nerveux central (SNC) pour
controler de nombreuses fonctions gastro-intestinales, le SNE peut aussi fonctionner
indépendamment du SNC et c’est la raison pour laquelle il est parfois qualifi¢ de « second
cerveau » (Furness, 2012; Neunlist et al., 2013). Le SNE contient un grand nombre de neurones
entériques et de cellules gliales qui sont majoritairement regroupées en ganglions distribués sur
2 plexus nerveux interconnectés. Le plexus myentérique ou plexus d’Auerbach est situé¢ entre
les parois de muscle longitudinale et circulaire de la paroi du tube digestif et innerve ces deux
couches musculaires afin de contrdler le péristaltisme. Le second plexus, le plexus sous-
muqueux, ou plexus de Meissner, se trouve sous la muqueuse épithéliale et est impliqué dans
diverses fonctions sensorielles ainsi que dans le controle des cellules épithéliales et de la
régulation de la circulation sanguine gastro-intestinale (Furness, Callaghan, Rivera et Cho,
2014).

Tout comme le SNC, le SNE est composé d’une grande diversité de neurones. Il existe 3
grandes classes de neurones entériques qui sont : neurones sensitifs (ou neurones afférents
primaires intrinséques), interneurones et neurones moteurs (Furness, 2012). Les neurones
sensitifs dans la muqueuse et les muscles possedent différents types de récepteurs leurs

permettant de répondre a des stimuli mécaniques, thermiques, osmotiques, et chimiques. Les



interneurones intégrent 1’information sensorielle provenant des neurones sensitifs et I’envoi aux
neurones moteurs. Les neurones moteurs interagissent ensuite avec les cellules des muscles de
la paroi gastro-intestinale et d’autres cellules effectrices pour contrdler la motilité intestinale, la
circulation sanguine et ’activité sécrétrice de 1’épithélium. Les neurones entériques moteurs
constituent une population hétérogeéne qui peut étre sous-divisée en 5 classes de sous-types
neuronaux : neurones excitateurs ou inhibiteurs des muscles intestinaux, neurones
sécrétomoteurs/vasodilatateur, neurones sécrétomoteurs non vasodilatateur et neurones

innervant les cellules entéroendocrines (Furness, 2000).

1.1.2  Les cellules gliales entériques

Présentes en quantité équivalente et méme supérieure dépendamment des especes, les cellules
gliales entériques (CGE) ont longtemps été considérées comme n’ayant qu’un rdle passif de
support nourricier et structural pour les neurones entériques. Aujourd’hui, elles sont cependant
reconnues comme étant essentielles pour pratiquement toutes les fonctions gastro-intestinales
contrdlées par le SNE. L’importance des cellules gliales dans le SNE est notamment soulignée
dans une multitude de pathologies digestive (p. ex. colite ulcéreuse, maladie de Crohn, gastro-
entérite, constipation de transit) et extra-digestive (p. ex. la maladie de Parkinson et I’obésité)
qui sont associées a une altération des cellules gliales entériques (Grubisic et Gulbransen, 2016;
Neunlist et al., 2014; Sharkey, 2015).

Comme elles proviennent de la créte neurale, tout comme les cellules de Schwann, les CGE ont
initialement ét¢ considérées comme étant les cellules de Schwann du tube digestif avant que
I’analyse détaillée de leur morphologie ainsi que de leur relation avec les neurones ne révele

plus tard que les cellules gliales entériques sont en fait plus proches des astrocytes (Gabella,



1971). Plus récemment des études ont montré que les CGE ont en fait leur propre profile de
transcription et partagent des points communs avec (par ordre d’importance) la signature des
cellules de Schwann, des oligodendrocytes et des astrocytes (Rao et al., 2015). Ce profil hybride
est trés probablement aussi le reflet de I’hétérogénéité au sein des cellules gliales entériques.
Par exemple, alors que la plupart des CGE co-expriment SOX10, PLP1 et S1008, seulement une
partie exprime aussi GFAP (Rao et al., 2015). D’autres études se concentrant sur la diversité des
cellules gliales entériques ont mené a I’identification de 4 types spécifiques de CGE en se basant
sur leur morphologie et leur localisation au sein des différentes couches du tube digestif : les
« gliocytes protoplasmiques » en forme d’étoile au sein des ganglions myentériques (type 1), les
« gliocytes fibreux » de forme allongée qui se situent dans les fibres nerveuses (type II), les
gliocytes de la muqueuse et intramusculaires avec 4 prolongement primaires (type III) et les
gliocytes bipolaires intramusculaires (Boesmans, Lasrado, Vanden Berghe et Pachnis, 2015)
(Gulbransen et Sharkey, 2012) (Figure 1.3). Il n’a pas encore ét¢ déterminé clairement si ces
différents types de CGE ont un réle fonctionnel distinct. Cependant certaines observations
comme des différences au niveau des transients de calcium ou de I’expression de certains
récepteurs suggerent fortement que ces différents types de CGE sont fonctionnellement distinct
(Boesmans et al., 2015; Neunlist et al., 2013).

Une autre caractéristique unique et intéressante des cellules gliales entériques est leur
remarquable plasticité. En effet, il a été démontré qu’elles possedent un potentiel neurogénique
in vitro et in vivo bien qu’elles demeurent toutefois restreintes a leur identité gliale dans leur
environnement d’origine (c.-a-d. le systéme nerveux entérique) (Joseph et al., 2011; Laranjeira

et al., 2011). Une meilleure compréhension des conditions et des facteurs impliqués dans la



plasticit¢ des CGEs pourrait potentiellement ouvrir la voie au développement de nouvelles

thérapies cellulaires pour de nombreuses pathologies (Grubisic et Gulbransen, 2016).

1.1.3 Origine et développement embryonnaire du systéme nerveux entérique

Les neurones et cellules gliales entériques dérivent des cellules de la créte neurale (CCN),
provenant de I’extrémité dorsale du tube neural (Figure 1.1). Ces cellules qui sont propres aux
vertébrés sont caractérisées par leur capacité de migration et leur multipotence. En effet, lors du
développement embryonnaire, elles vont migrer a partir du tube neural afin de coloniser
différentes régions et générer de nombreux types cellulaires différents. De cette fagon, les CCN
sont a I’origine de structures et de types cellulaires trés variés comme les neurones et les cellules
gliales périphériques, les mélanocytes (cellules pigmentaires), une grande partie du cartilage et
des os du visage mais aussi certains sous-types cellulaires spécifiques du ceeur, de ’oreille
interne et du thymus. Cette population de cellules est divisée en plusieurs sous-populations
dépendamment de leur origine le long de 1’axe antéro-postérieur du tube neural : craniale,
cardiaque, vagale, troncale, et sacrale. La grande majorité¢ des progéniteurs du SNE, aussi
appelés CCN entériques (CCNe), proviennent de la région vagale (Bergeron, Silversides et
Pilon, 2013) (Figure 1.2). L’autre partie provient de la région sacrale ainsi que des précurseurs
des cellules de Schwann dérivés des CCN qui se trouvent dans les fibres nerveuses extrinséque
de I’intestin en développement (Burns, Champeval et Le Douarin, 2000; Uesaka, Nagashimada
et Enomoto, 2015).

Chez la souris, les CCN d’origine vagale commencent a migrer dans le mésenchyme de

I’cesophage en développement au jour embryonnaire (e) 9.5 puis migrent en direction rostro-



caudale pour atteindre I’intestin postérieur a e14.5, au méme moment environ que les CCNe qui

proviennent de la région sacrale et des précurseurs des cellules de Schwann.

Non-neural |Neural plate border

ectoderm Neuroectoderm

Neural plate
mesoderm

Figure 1.1 : Formation de la créte neurale. Lors de la neurulation les
bords de la plaque neurale (violet) s’élévent pour former les replis
neuraux. Les replis neuraux vont ensuite se rapprocher en poussant la
plaque neurale a s’enrouler sur elle-méme pour former le tube neural.
Une partie des cellules de la créte neurale va contribuer a la formation
du tube neural tandis que [’autre partie va se détacher pour migrer
dans tout ’embryon. Adaptée de (Gammill et Bronner-Fraser, 2003).




La différentiation des CCNe commence dés leur entrée dans I’intestin en développement et,
comme dans d’autres divisions du systéme nerveux, la gliogenése débute peu aprés que la
neurogenese ait commencé (Pham, Gershon et Rothman, 1991; Rothman, Tennyson et Gershon,
1986; Young, Bergner et Muller, 2003). Chez la souris les précurseurs de neurones peuvent étre
détectés des e10-10.5 juste derriére le front de migration des CCNe d’origine vagale alors que
les précurseurs de cellules gliales ne peuvent pas étre détectés avant el1.5-e12 (Young et al.,
2003) (Figure 1.3). Bien que les marqueurs pouvant distinguer les CCNe non différentiées et les
précurseurs neuronaux ou gliaux a différents stades du développement soient aujourd’hui bien
connus, les mécanismes contrdlant la différentiation des CCNe ne sont pas encore bien décrits

(Goldstein, Hofstra et Burns, 2013; Hao et Young, 2009; Lake et Heuckeroth, 2013).

e9.5

cranial esophagus

foregut

stomach

small
intestine

midgut

colon

trunk

hindgut

Figure 1.2 : Colonisation du tube digestif par les CCN. (a) Les cellules de la créte neurale
(vert) sont divisées en plusieurs sous-populations dépendamment de leur origine le long de
I’axe antéro-postérieur du tube neural : craniale, cardiaque, vagale, troncale, et sacrale. (b) La
grande majorité des progéniteurs du SNE, aussi appelés CCN entériques (CCNe), proviennent
de la région vagale qui entre dans le tube digestif puis migrent en direction rostro-caudale afin
de coloniser le tube digestif. L’autre partie provient de la région sacrale ainsi que des
précurseurs des cellules de Schwann dérivés des CCN qui se trouvent dans les fibres nerveuses
extrinseque de I’intestin en développement non représentés sur cette image. Adaptée de
(Bergeron et al., 2013)
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Figure 1.3 : Différentiation des CCN entériques en neurones et en cellules gliales lors
de la formation du SNE. (a) Peu apres leur arrivée dans 1’oesephage a €9.5, une partie des
progéniteurs du SNE commencent a se différencier en neurones alors que la majorité est
maintenue dans un état indifférencié et continue de proliférer. La compétence d’une partie
des progéniteurs a se différencier en cellules gliale n’est acquise qu’a partir de e11.5. A
partir de e.15,5 la colonisation de tube digestif est complétée mais la différentiation gliale et
neuronale continue jusqu’a la naissance et pendant une courte période post-natale. Adaptée
de (Charrier et Pilon, 2017).




1.2 La lignée de souris Spot comme modéle pour étudier la gliogenese dans

le systéme nerveux entérique.

1.2.1 Description de la lignée de souris transgénique Spot.

Notre laboratoire a généré plusieurs lignées de souris transgénique par mutation insertionelle
aléatoire dans le but de trouver de nouveaux génes impliqués dans le développement des CCN.
L’approche qui a été utilisée est basée sur le fait que la pigmentation est controlée par la
sécrétion de pigments de mélanine par les mélanocytes, qui sont dérivés des CCN, et que les
souris FVB albinos sont dépourvues de pigmentation di a I’inactivation du geéne qui code pour
la tyrosinase (Tyr), I’enzyme clé dans la production de mélanine (Yokoyama et al., 1990).
Lorsqu’un transgéne qui contient un enhancer, le promoteur et la sequence d’ADN
complémentaire de la tyrosinase est micro-injecté¢ dans un embryon FVB, le sauvetage de la
pigmentation peut donc servir de marqueur pour la transgénése (Methot, Reudelhuber et
Silversides, 1995). En effet, si a la naissance les souriceaux sont albinos c’est que la transgénese
n’a pas fonctionnée alors qu’une pigmentation uniforme est le signe que la transgénése a été
efficace. Toutefois, lorsque le géne Tyr s’inse¢re dans un locus important pour le développement
des CCN, le sauvetage de la pigmentation n’est pas uniforme a cause d’un manque de
mélanocytes dérivé des CCN dans I’épiderme. Dans ce cas, le défaut de pigmentation est le
signe que I’insertion du transgéne a perturbé un géne important pour le développement des
mélanocytes et donc pour le développement des CCN. Cette approche permet donc d’utiliser la
pigmentation comme un marqueur de transgénése mais aussi pour identifier des anomalies dans

le développement des CCN (Pilon, 2016) (Figure 1.4). Cette méthode a ainsi permis d’obtenir



cinq lignées transgéniques hypopigmentées sur un total de 200 lignées générées. La lignée Spot

qui sera discuté dans ce mémoire est I’une de ces lignées.

Tyrosinase status Melanocyte status Pigmentation phenotype

Tyr*

%ﬁ‘g@ ols

~—

_—

+TyrTg

s
S

+ Terg |

|

(NCC locus) % "
%e %
IR

Figure 1.4 : Génération de la lienée Spot par mutation insertionelle aléatoire. Les souris
FVB albinos sont dépigmentées a cause d’'une mutation dans le géne de la tyrosinase (7yr). La
réintroduction d’un géne fonctionnel de la tyrosinase par transgénése peut sauver le phénotype
albinos. Si la pigmentation induite par le géne de la tyrosinase est uniforme, alors le géne ne
s’est pas inséré dans un locus important pour le développement des CCN. Si la pigmentation
n’est pas uniforme, alors le géne de la Tyr s’est inséré dans un locus important pour le
développement des CCN. Adaptée de (Pilon, 2016).

Les souris Spot hétérozygotes (Spot'®”

) sont majoritairement blanches avec de larges taches
grises claires et ont les yeux pigmentés (Figure 1.5). Les taches apparaissent plus foncées

lorsque la mutation Spot est dans le fond génétique G4-GFP ou —RFP, lignée dont les CCN sont

marquées de maniére endogene grace a I’expression de la GFP ou de la RFP sous le controle du
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promoteur de Gata4 (Pilon, Raiwet, Viger et Silversides, 2008). Les souris Spot homozygotes
(Spot™¥™®) ont également d’autres phénotypes complétement pénétrant dont I’absence totale de
pigmentation au niveau du pelage, un comportement de « tournis » hyperactif ainsi que les
marques caractéristiques de mégacolon aganglionaire chez les rongeurs (c.-a-d. retard de
croissance, léthargie, posture courbée, abdomen gonflé et mort prématurée) (Figure 1.5). Au
sevrage on peut observer une importante accumulation de matiére fécale dans le colon proximal
et le ceecum, un blocage dans le colon distal ainsi qu’un manque de ganglions myentériques
dans cette région ce qui confirme le mégacdlon aganglionaire (Figure 1.5). Au sevrage, les

: Tg/T
souris Spot'¥Te

ont donc un phénotype trés similaire aux personnes atteintes du syndrome de
Waardenburg couplé a la maladie de Hirschrpung: elles sont dépigmentées et présentent des
défauts d’orientation spatiale combinés a un mégacdlon aganglionaire (Bergeron et al., 2016) .
Une partie des Spot™®™ meurent toutefois peu aprés la naissance (P1-P2) probablement da a
I’incapacité a se nourrir correctement comme le suggére la quantité réduite de lait dans leur
estomac ainsi que 1’analyse des nerfs craniaux impliqués dans la succion et la déglutition. En
effet, une connexion anormale entre le nerf spinal I et le nerf cranial XII (hypoglossal) a été
observée dans 71% des embryons Spot'®"® testés (Bergeron et al., 2016) .

Les analyses embryonnaires ont révélé une origine commune pour ces différents problémes : un
manque de dérivés des CCN incluant les neurones myentériques et les mélanocytes de la peau
et de I’oreille interne. Dans ce mémoire, nous nous intéresserons uniquement au défaut au niveau

du SNE. La mutation Spot affecte négativement la migration et la prolifération des CCNe a

cause de leur différentiation prématurée en cellules gliales (Bergeron et al., 2016) (Figure 1.6).
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Figure 1.5 : Phénotype de la lignée Spot. (a) Au sevrage les souris Spot sont majoritairement
blanches avec de grosse taches grises claires. Les souris Spot homozygotes sont plus petite et
complétement dépigmentée. (b) Les souris Spot ™ développent un mégacdlon aganglionaire
causé par I’absence de ganglions myentérique (fléches). (c et d) Les souris Spot'® ¢ présente un
défaut au niveau de I’oreille interne caractérisé par un comportement de « circling » hyperactif
associé a I’absence de mélanocyte dans le vestibule. Adaptée de (Bergeron et al., 2016).

;. . Te/T. .
L’absence de neurones myentériques dans le colon des souris Spot™®™® est due au fait que les

CCNe des embryons Spot™¢™8

se différencient prématurément en cellules gliales au détriment
des progéniteurs non-différenciés (Figure 1.6). Ce phénotype est causé par la perturbation d’un
¢lément répresseur causée par I’insertion du transgeéne, ce qui méne a la surexpression du géne
codant pour Nr2f1 et son long ARN non codant antisens A830083k12Rik spécifiquement dans
les CCN entériques (Tableau I). La surexpression de Nr2f1 dans les CCN a révélé que le gain
de Nr2f1 peut causer une aganglionose indépendamment de A830083k12Rik ce qui a permis de

conclure que le facteur de transcription NR2F 1 posseéde un role clé dans la gliogenése entérique.
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Figure 1.6 : Les CCN entériques des embryons Spot se différencient prématurément
en cellules gliales au détriment des progéniteurs non différenciés. (a) La colonisation du
tube digestif par les CCN s’arréte juste aprés le caccum chez les embryons Spot™®"€ (fléche). (b)
Les CCN des embryons Spot ¢™¢ se différencient prématurément en cellules gliale (Sox10+;
S100B+) au détriment des progéniteurs non différenciés (Sox10+) alors que la quantité de
neurones (HuC/D+) ne change pas significativement. (¢) Plusieurs marqueurs gliaux sont
régulés a la hausse dans les CCN entérique des Spot™®' . Adaptée de (Bergeron et al., 2016).
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Tableau I : Extrait du RNAseq Spot'®"® vs control & partir des CCN entériques a e12.5.

FPKM
Transcript isoform Spot™T9 ctl Fold Change Significant(P < 0.01)

Nr2f1 locus A830082K12Rk-001 9.10 207 +44 yes
Nr2f1-001 9492 707 +13.4 yes

Selected glial markers Cnp-001 4896 3136 +1.6 yes
Erbb3-001 8134 4632 +18 yes

Fabp7-001 19092 6234 +3.1 yes

Foxd3-001 5592 3354 +18 yes

Mbp-003 347 524 -4 yes

Mpz-001 356 095 +39 yes

Nr22-001 731 625 +1.2 no

Plp1-002 2574 1479 +18 yes

Pmp22-001 424 466 =11 no

Pou3f1-001 067 0.18 +3.7 yes

S1006-001 320 056 +5.6 yes

Sox2-001 2791 2166 +13 yes

Sox8-001 1727 2369 -14 yes

Sox10-201 6441 36.05 +1.8 yes

Zeb2-002 287 1749 +13 no

Selected components of the Dlii-001 736 1044 -14 yes
Notch pathway DI3-001 762 749 - no
Dil4-001 059 133 -22 yes

Hes1-001 1489 2572 -17 yes

Hes5-001 on 081 -71 yes

Hes6-001 2932 3663 -1.2 no

Hey1-001 404 6.16 -15 yes

Hey2-001 3,70 345 +1.1 no

Jag1-001 5,67 3,08 +18 yes

Jag2-201 1,23 286 -22 yes

Notch1-001 15,49 1063 +15 yes

Notch2-001 1395 1742 -1.2 yes

Notch3-001 624 5.16 +1.2 yes

Notch4-001 028 041 +1.6 no

Selected components of the Gas1-001 803 1019 -1.3 yes
Hedgehog pathway Glit-201 1.08 231 -2.1 yes
Gl2-001 123 170 -14 yes

GI3-001 786 593 +13 yes

Ptch1-001 592 922 =15 yes

Ptch2-001 047 090 -19 yes

Smo-001 3718 2786 +14 yes

Sufu-001 401 39 - no

1.2.2 Les facteurs de transcriptions NR2F1/2 dans la gliogenése

Bien que le mécanisme d’action de NR2F1, aussi connu sous le nom de COUP-TFI (« Chicken
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor ») dans la gliogenése entérique soit pour
I’instant inconnu, son paralogue NR2F2, avec lequel il est co-exprimé, est probablement lui
aussi normalement impliqué (Tableau I). En effet, NR2F1 et NR2F2 ont tous les deux été
associés au contréle du passage de la neurogenése vers la gliogenése pendant la spécification

des cellules souches/progénitrices neurales (CSPN). Cette étude a révélé que Nr2f1/2 sont
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temporairement régulés a la hausse dans les CSPN au début de la neurogenese afin de rendre
ces cellules réceptives aux cytokines gliogéniques LIF et BMP2 (Naka, Nakamura, Shimazaki
et Okano, 2008). Les données du séquengage du transcriptome des CCN de Spot™™ 4 ¢12.5
montrent que Erbb3, qui code pour le récepteur du facteur de croissance gliogénique GGF-2,
est 1,8 fois plus exprimé que dans le contrdle (Tableau I). Cela suggere que Nr2f1/2 pourraient
avoir un role similaire dans les CSPN et les CCNe. Un rdle plus direct est aussi possible. En
effet, Fabp7, un des marqueurs de CGE le plus précoce a été démontré comme étant une cible
directe de NR2F1 dans le cerveau et ’oreille interne et est significativement surexprimé dans
les CCNe des embryons SpotTg/ '8 (Tableau I) (Montemayor et al., 2010). De plus, de récentes
¢tudes montrent que certains micro-ARNs sont les effecteurs des facteurs de transcriptions
NR2F1/2 dans I’oreille interne et les CSPN (Chiang, Cuthbertson, Ruiz, Li et Pereira, 2013;
Naka-Kaneda et al., 2014). A ce jour, le mécanisme d’action et les effecteurs de NR2F1/2 dans
les CCNe reste encore méconnu mais toutes les observations mentionnées ici suggerent
fortement que NR2F1/2 déclencheraient la transition de la neurogenése vers la gliogenése en

jouant a la fois un rdle instructif et un rdle permissif.

1.2.3 Différentiation des cellules de la créte neurale entériques.

Les décisions cellulaires dans le SNE sont trés probablement orchestrées par une combinaison
de facteurs extrinséques provenant du mésenchyme de I’intestin et de la communication directe
entre des CCNe adjacentes. Dans le cas de la gliogenése cette combinaison est particuliérement
bien illustrée par I’interaction fonctionnelle entre les voies de signalisation Hedgehog et Notch

(Liu et al., 2015; Ngan et al., 2011; Okamura et Saga, 2008; Taylor, Yeager et Morrison, 2007).
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1.2.3.1 La Voie de signalisation Notch dans le développement des cellules de la créte neurale

entériques

Avec a la fois un ligand et un récepteur transmembranaire, la voie de signalisation Notch permet
la communication directe entre deux cellules adjacentes. Apres I’interaction avec son ligand, le
domaine intracellulaire de Notch est clivé puis passe dans le noyau ou il s’associe avec la
protéine de liaison a I’ADN RBPJ pour activer la transcription de genes cibles comme les
membres de la famille Hes (Liu et Ngan, 2014). Pendant le développement du SNE, plusieurs
récepteurs et ligands (de la famille JAG ou DLL) de la voie Notch sont présent au bon endroit
et au bon moment pour influencer la différentiation gliale (Tableau I). Comme dans d’autres
parties du systéme nerveux Notch semble étre indispensable dans les CCNe pour le maintien
des progéniteurs non différenciés ainsi que pour le passage de la neurogenése a la gliogenése
(Morrison et al., 2000; Ngan et al., 2011; Okamura et Saga, 2008; Taylor et al., 2007;
Wakamatsu, Maynard et Weston, 2000). L’analyse de souris avec une délétion spécifique aux
CCN de Pofutl (qui code pour une fucosyltransférase modifiant les récepteurs Notch pour une
activité optimale) suggere que ce double role pourrait étre di a la régulation négative indirecte
de I’expression de Sox/0 (Okamura et Saga, 2008). Sox !0 code pour un facteur de transcription
a domaine HMG connu pour étre lui aussi requis a la fois pour le maintien du pool de
progéniteurs et pour I’acquisition de I’identité gliale (Bondurand et Sham, 2013). Dans d’autres
études, il a été proposé que Sox/( pourrait normalement étre réprimé par le facteur de
transcription pro-neuronal ASCL1 (MASH1), qui serait lui-méme régulé négativement au
niveau de sa transcription par le facteur de transcription HES1 en aval de la voie Notch (Chen

et al., 1997; Kim, Lo, Dormand et Anderson, 2003). Cependant, d’autres travaux plus récents
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suggerent un mécanisme plus complexe impliquant également la voie de signalisation Hedgehog

(Liu et al., 2015; Ngan et al., 2011).

1.2.3.2 La Voie de signalisation Hedgehog dans le développement des cellules de la créte

neurale entériques

Sonic Hedgehog (Shh) et Indian Hedgehog (Ihh) sont tous les deux exprimés dans I’endoderme
de I’intestin d¢s les premiers stades de la fermeture du tube digestif (Bitgood et McMahon, 1995;
Echelard et al., 1993; Ramalho-Santos, Melton et McMahon, 2000). L’absence des ligands
Hedgehog chez la souris affecte toutes les couches du tube digestif incluant le SNE en
développement (Ramalho-Santos et al., 2000). Les CCNe expriment tous les acteurs nécessaires
a la signalisation Hedgehog (Tableau I). La suppression des protéines sécrétés IHH ou SHH (via
une mutation de type perte de fonction) résulte réspectivement en une aganglionose partielle ou
dans la formation ectopique de ganglions (Ramalho-Santos et al., 2000). Dans la signalisation
canonique, la liaison des ligands au récepteur PTCH libére 1’inhibition de SMO dont le role est
de contrer SUFU en promouvant la formation de la forme activatrice de GLI au détriment de la
forme répressive (Liu et Ngan, 2014) . L activation constitutive de la voie Hedgehog dans les
CCN via la perturbation de Ptchl ou Sufu chez la souris suggére un réle important dans la
régulation de la gliogenese entérique (Liu etal., 2015; Ngan et al., 2011). En effet, il a ét¢ montré
que l’activation de la voie Hedgehog déclenche prématurément la différentiation gliale des
CCNe et que cet effet passe notamment par I’activation de la voie Notch (Ngan et al., 2011). De
récents travaux suggerent que la gliogenése induite par Hedgehog pourrait également impliquer

I’activation directe de I’expression de Sox10 par les facteurs de transcription GLI (Liu et al.,
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2015). En résumé, les connaissances actuelles suggerent fortement que les voies de signalisation
Hedgehog et Notch sont toutes les deux a la téte du réseau de régulation génétique contrdlant la
différentiation gliale entérique. D’autres voies pro-gliogénique comme GGF2/ERBB3 et
LGI4/ADAM?22 sont nécessaires pour la maturation et le maintien des cellules gliales entériques
(Chalazonitis, D'Autreaux, Pham, Kessler et Gershon, 2011; Nishino, Saunders, Sagane et

Morrison, 2010).
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Figure 1.7 : Représentation schématique de la voie Hedgehog. La liaison des ligands
Hedgehog au récepteur PTCH libére I’inhibition de SMO dont le role est de contrer SUFU en
promouvant la formation de la forme activatrice de GLI au détriment de la forme répressive
(Adaptée de (Lear et al., 2014).

18



1.3 Le long ARN non codant 4830082k12Rik (K12).

Depuis la découverte que la grande majorité (70-90%) du génome des mammiferes est transcrit
en ARN non codant (ARNnc) alors que seulement 2% ne code pour des protéines, il y a eu un
intérét grandissant pour une catégorie particuliecre d’ARNnc : les longs ARN non codants
(LncRNAs). Les IncRNAs, qui sont arbitrairement définis comme étant les ARNnc d’une
longueur supérieure a 200 nucléotides, représente la plus grande classe d’ARN non codants
(Kapranov et al., 2007). Les LncRNAs partagent beaucoup de points communs avec les ARNm :
ils sont transcrits par I’ARN polymérase II (ARNpol II) a partir de loci possédant une signature
de chromatine similaire a celles des ARNm ; ils possedent souvent une coiffe a ’extrémité 5’ ;
et ils sont épissés et polyadénylés. Dans beaucoup de cas, I’absence de cadre de lecture ouvert
(suite de codons comprenant un codon start et un codon stop) est la seule différence avec les
ARNm. De maniére générale, les IncRNA tendent a étre plus courts que les ARNm, possédant
généralement de plus grands exons que les ARNm mais en moins grand nombre. Ils aussi
généralement plus faiblement exprimés et leur séquence est peu conservée a travers les espéces
(Quinn et Chang, 2016).

Les génes des LncRNA peuvent étre catégorisés en fonction de leur position et de leur
orientation relative aux génes codants qui sont situés a proximité (Figure 1.8)(Villegas et
Zaphiropoulos, 2015b). Le IncRNA A830082K12Rik appartient a la catégorie de IncRNA
antisens ‘head-to-head’ car il est situé sur le brin opposé (antisens) et transcrit en direction
opposé de Nr2fl (divergent), et les séquences des deux genes se chevauchent sur 200pb a

I’extrémité 5’(head-to-head)(Figure 1.9).
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A. Nearby to head B. Nearby to tail

3 5 3 3

C. Head to head D. Tail to tail

E. Full overlapping

Figure 1.8 : Catégories de IncRNA en fonction de leur position par rapport au géne voisin.
(A) Nearby to head, I’extrémité 5' du géne antisens est a proximité de 1’extrémité 3° du géne
sens (B) Nearby to tail, ’extrémité 3° du géne sens est a proximité de I’extrémité 3’ du géne
antisens (C) Hear to head ou divergent, les extrémités 5’ des génes sens et antisens se
chevauchent ; (D) Tail to tail ou convergent, I’extrémité 3’ des génes sens et antisens se
chevauchent (E) Complétement chevauchant (Adaptée de (Villegas et Zaphiropoulos, 2015a).

Les ARN non codants antisens ont longtemps été considérés comme n’étant seulement que du
bruit transcriptionel a cause du fait que leur séquence n’est que trés peu conservée a travers les
especes et que leur niveau d’expression est relativement bas. Toutefois, il est maintenant clair
que les transcrit antisens peuvent agir a tous les niveaux de I’expression génique : de la
transcription et traduction jusqu’a la dégradation de ’ARNm (Yang, Froberg et Lee, 2014). Ils
peuvent &tre impliqués dans la régulation de génes voisins en cis ou dans la régulation de geénes
distants via une action en trans, par I’intermédiaire de mécanismes trés variés pouvant impliquer
une interaction IncRNA-ADN, IncRNA-ARN ou IncRNA-protéine (Villegas et Zaphiropoulos,

2015b).
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Figure 1.9 : Organisation du locus de Nr2f1/4830082K12Rik. Le géne de IncRNA K12
est transcrit en 6 différents isoformes dans la direction opposée du gene codant pour le
facteur de transcription NR2F1(Image obtenue a partir des prédictions de Ensembl.org).

K12 possede 14 exons et peut générer 7 isoformes par épissage alternatif. Il existe 6 formes
courtes qui mesurent entre 418 pb et 2203 pb ainsi qu’une forme longue de 4176 pb. Une des
formes courtes partage 200 pb avec Nr2f1 alors que les 6 autres isoformes sont situés entre 1000
et 4000 pb du site de départ de la transcription de Nr2f1.

La possibilité que le IncRNA A830082k12Rik puisse réguler la transcription de Nr2fI en trans
a précédemment ¢été testée dans notre laboratoire. La surexpression de A830082kI2Rik
n’augmente pas le niveau d’ARNm de Nr2fI dans les différentes lignées cellulaire testées
(Figure 1.10). Toutefois, I’organisation génomique de la paire de génes A830082k12Rik/Nr2f1
et la localisation de K12 dans des régions transcrptionellement actives du noyau n’exclue pas la

possibilité d’un mécanisme de régulation en cis. En effet, certains IncRNA ont été démontré

21



comme étant capables de recruter des complexes de régulation via des interactions ARN-
protéines pour affecter I’expression de geénes voisins (Lee, 2009; Wang et al., 2011). Par
exemple, le IncRNA HOTTIP interagit avec des remodeleurs de la chromatine pour activer les
genes HoxA distaux en maintenant une conformation active de la chromatine a proximité du
locus duquel il est transcrit (Wang et al., 2011) (Figure 1.11). Beaucoup d’autres génes de
IncRNA pourraient aussi agir en tant que régulateur ‘locaux’ via d’autres mécanismes qui ne
dépendent pas d’une séquence d’ARN transcrite particuliére (Engreitz et al., 2016; Guil et
Esteller, 2012; Orom et al., 2010). Par exemple, le IncRNA Uph active le géne Hand2? a
proximité mais dans ce cas la régulation est indépendante de la séquence du transcrit et repose
plutot sur I’acte de la transcription. En effet, les enhancer de Hand2 sont contenus dans le gene
Uph et la transcription d’Uph est requise pour maintenir une signature active d’initiation et
d’¢élongation par I’ARN Pol II a travers le locus des enhancer de Hand?2 (Anderson et al., 2016)

(Figure 1.11).

- A830082K12Rik
Nraf1
-—— . - Gaodh

Figure 1.10 : K12 n’active pas la transcription de Nr2f1 en trans. Lorsque K/2 est exprimé
en trans dans des cellules P19 ou N2a, la quantit¢ d’ARNm de Nr2f1 ne change pas (Résultats
non publiés).
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Une autre possibilité est que des ¢léments de régulations en cis se trouve dans un géne de
IncRNA. Par exemple le IncRNA Lockd régule positivement la transcription de Cdknlb grace a
un ¢lément semblable a un enhancer et donc, dans ce cas, ni le transcrit ni la transcription de
Lockd ne sont requises (Paralkar et al., 2016). Ces trois exemples de mécanisme de régulation
par des loci de IncRNA montrent a quel point il est important de bien distinguer si les effets de
régulation en cis sont médiés par ’ARN, I’ADN ou I’acte de la transcription. Il ne serait donc
pas surprenant que le IncRNA 4830082k12Rik soit impliqué dans la régulation de Nr2f1 en cis

compte tenu de leur organisation génomique.
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Figure 1.11 : Examples de régulation en cis par des IncRNA. (a) Le IncRNA HOTTIP
interagit avec le complexe WDRS5-MLLI pour activer les genes HoxA distaux en maintenant
une conformation active de la chromatine a proximité du locus duquel il est transcrit. (b) La
transcription de Uph est requise pour maintenir une signature active d’initiation et d’élongation

par ’ARN Pol II a travers le locus contenant les enhancers de Hand?2 (en jaune et vert) (Adapté
de (Anderson et al., 2016; Wang et al., 2011)).
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CHAPITRE 2: HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Les connaissances actuelles suggérent que la voie Sonic Hedgehog joue un réle important dans
le contrdle de la différentiation gliale entérique.

Nos études sur la lignée Spot ont montré que la surexpression du facteur de transcription NR2F1
dans les CCN provoque un mégacolon aganglionaire causé par la différentiation gliale précoce
des CCN entérique (Bergeron et al., 2016). Ces observations sont en accord avec le fait que
Nr2f1 et son paralogue Nr2f2 ont tous les deux été démontrés comme étant important dans le
contrdle de la gliogenese du systéme nerveux central (Naka et al., 2008; Yamaguchi et al., 2004).
De maniére intéressante, d’autres études suggerent qu’environ 25% des cas de mégacdlon
aganglionaire chez 1I’homme pourraient étre expliqués par une induction précoce de la
différentiation gliale des CCN entériques par SHH (Liu et al., 2015; Ngan et al., 2011). Sachant
que chez les souris Spot, les effecteurs de la voie Sonic Hedgehog ne sont que faiblement
dérégulés (fold change < 2,1) dans les CCNe et que la régulation de Nr2f2 par SHH a déja été
mis en évidence (Krishnan, Pereira, et al., 1997; Naka et al., 2008) nous avons émis 1’hypothése

suivante :

Hypothése 1 : La gliogenése des CCN entérique induite par Sonic Hedgehog est médiée par les

facteurs de transcriptions NR2F1/NR2F2.
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Objectif 1 : Déterminer si l’activation de la voie Sonic Hedgehog induit la

différentiation gliale entérique via les facteurs de transcriptions NR2F1/NR2F2.

Objectif 1.a :
Déterminer in vitro si I’activation de la voie Sonic Hedgehog affecte 1’expression de
Nr2f1/2 et des marqueurs gliaux qui sont dérégulés dans les CCN des embryons

Spot'¥Te,

Objectif 1.b :

Déterminer ex vivo si ’inactivation de la voie Sonic Hedgehog affecte 1’expression de

Nr2f1/2 et des marqueurs gliaux dérégulés dans les CCN des embryons Spot™€ &,

Objectif 1.c :

Etudier I’effet du knockdown de Nr2f1/2 par des shRNAs sur la gliogenése entérique.
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La possibilité que le IncRNA K/2 puisse réguler la transcription de Nr2f1 en agissant en trans
a été écartée mais un mécanisme de régulation en cis est toujours possible. En effet, différents
mécanismes sont envisageables : par exemple K72 pourrait affecter I’expression de Nr2f1 en
interagissant avec différentes protéines de la machinerie de transcription ou des protéines
régulatrices. La transcription de K/2 pourrait affecter la transcription de Nr2fI via un
mécanisme similaire a celui de la paire de génes Uph/Hand?2 ou encore la séquence du geéne de

K12 pourrait contenir des éléments régulateurs. Nous avons émis 1’hypothése suivante :

Hypothése 2 : Le locus du IncRNA A830082k12Rik est capable de réguler I’expression d’un

gene voisin via un mécanisme en cis

Objectif 2 : Evaluer I’activité régulatrice du IncRNA 4830082K12Rik dans des essais

luciférase en récapitulant 1’organisation génomique de la paire de geéne

Nr2f1/4A830082k12Rik.

Afin d’évaluer I’activité régulatrice de K72, une cassette d’expression contenant le cDNA de
K12 sous le contréle du promoteur CMV a été placée en direction opposée du geéne de la
luciférase sous le contréle du promoteur minimal de la thymidine kinase (TK) pour effectuer

des essais luciférase permettant d’évaluer 1’activité régulatrice de K72 sur un geéne voisin.
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CHAPITRE 3: MATERIELS ET METHODES

Traitement de cellules P19 avec Sonic Hedgehog recombinant

Les cellules de carcinome embryonnaire de souris P19 (ATCC, CRL-1825) ont été cultivées
dans du AMEM supplémenté de 2,5% de FBS et 7,5% de CBS pendant 24h en présence ou
absence de différentes concentrations de SHH (Sonic Hedgehog recombinant de souris C251I,
R&D Systems).

Apreés 24h, les cellules ont été récoltées pour procéder a ’extraction d’ARN selon la trousse
RNAeasy Plus purification » disponible chez Qiagen ». 500 ng d’ARN ont ensuite été
pour effectuer une transcription inverse avec la transcriptase inverse Superscript 11
afin d’obtenir 20 uL. d’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. La réaction est composée de 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.

Souris et culture d’explants

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 1’Université du Québec a Montréal
(UQAM). 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 €0.5.
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Les souris Gatadp-RFP ont été utilisées dans nos expérience parce que les CCN de ces souris
sont marquées de manicre endogene par la protéine RFP et que ces souris ne présentent aucun
défaut au niveau du développement de leur SNE (Pilon et al., 2008). Ainsi cette lignée permet
’¢étude du développement normal du SNE. Le stade e13.5 a été utilisé car il correspond au stade
de I’apparition des premiéres cellules gliales immatures.

Pendant la dissection, les embryons ont ét¢ maintenus dans un pétri contenant du PBS 1X stérile
froid sur glace. Apres avoir coupé la téte de I’embryon, les membranes extra-embryonnaires et
la cavité abdominale ont été ouverts puis la totalité du tractus gastro-intestinal a été sorti de la
cavité abdominale et coupé au niveau de 1’estomac. La section de la sortie de 1I’estomac jusqu'a
I’extrémité distale du tube digestif en formation a ensuite été placée dans un pétri contenant du
DMEM/F12 supplémenté avec 10% de FBS et pénicilline/streptomycine. Les explants ont
ensuite été cultivés pendant 48h a 37°C avec 5% de CO;. Lors des expériences d’inhibition de

la voie Hedgehog, 2uM de cyclopamine (Tocris Biosciences) a été utilisé.

Tri cellulaire par FACS (‘Fluorescence Activated Cell Sorting’) et RT-qPCR

Les explants Gata4-RFP ont été disséqués a el3.5 et traités individuellement pour leur
dissociation dans une solution de collagénase (0.4 mg/ml ; Sigma), dispase 11 (1.3 mg/ml ;
Technologies) et DNAse I (0.5 mg/ml ; Sigma). Un trieur cellulaire (MoFlo XDP, Beckman
Coulter) nous a permis de collecter les cellules RFP-positives de chaque intestin, soit
25 000 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
Qiagen. 50 ng d’ARN ont ensuite été utilisés pour effectuer une transcription inverse avec

28



I’ADN polymérase Superscript II (Invitrogen) afin d’obtenir 20 ul. d’ADNc dont 1nL a
été utilisé pour I’amplification des cibles par qPCR en utilisant le protocole « Sso-Fast
EvaGreen Supermix Green » (Bio-Rad). Les oligos utilisés sont indexés dans le

Tableau IV.

Production de lentivirus et infection des explants

Pour ’expérience de knock-down de Nr2f1/2 médiée par shRNA (short hairpin RNA), la
méthode de transduction lentivirale a été utilisée. Les constructions de shRNA contre
et de sShRNA controle ont été fournies par le groupe du Dr Okano (Japon) (

Tableau II). Les particules lentivirales ont été produites avec la trousse « ViraPower Lentiviral
Packaging Mix » (ThermoFisher) (Figure 3.1). Brievement des cellules 293FT (ATCC, PTA-
5077) ont été cultivées dans du DMEM supplémenté de 10% de FBS puis transfectées avec trois
plasmides d’encapsidation pLP1, pLP2 et pLP/VSVG en plus du plasmide contenant la cassette
d’expression de shRNA (Figure 3.1). Ces plasmides fournissent en trans les protéines
structurelles et les protéines de réplication requises pour produire des lentivirus. Cette méthode
permet de produire des lentivirus capables d’infecter tout type de cellules mammiféres mais
incapables de se répliquer. Comme le shRNA est intégré dans le génome de la cellule infectée
par le lentivirus, cette cellule, ainsi que tous ses dérivés, exprimeront le ShRNA. Aprés 72h le
surnageant contenant les particules lentivirales a été récolté puis filtré a travers un filtre 0,45um.
Les préparations lentivirales ont ensuite été titrées sur des cellules 293FT puis une MOI
(« multiplicity of infection ») d’environ 20 a été utilisée pour infecter les explants. La MOI est

définit par le ratio entre le nombre de particules infectieuses et le nombre de cellules cibles et
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permet d’estimer la quantité de virus a utiliser pour obtenir une bonne efficacité de transduction.
Apres 48h, les explants ont été fixés au paraformaldéhyde (4% dans du PBS1X) a température

ambiante pendant 1 heure, déshydratés au méthanol puis conservés a -20°C en attendant d’étre

utilisés.

", .
) \ Packaging | [ Expression
PYov-G ) « Plasmid(s) ;-( Construct
/:.‘:-’ < :._—’0_‘3" \ -

/ )  Co-transfect 293TN Cells

Collect, concentrate

' * ‘/ and purify viral particles
* * Determine virus titer

-
/\ Infect target cells

Figure 3.1 : Production de vecteurs lentiviraux. Des plasmides d’expression pour les
protéines nécessaire a la formation des lentivirus sont co-transfectés avec le plasmide contenant

la cassette d’expression puis le surnageant est récolté et filtré avant d’étre titré préalablement a
I’infection des cellules cibles.
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Tableau II : shRNA utilisés pour ’expérience de knock-down de Nr2f1/2.

shRNA | Cibles Séquence

Control | Aucune ACTACCGTTGTTATAGGTGttcaagagalCACCTATAACAACGGTAGT

Nr2f1/2 | Nr2fl + Nr2f2 | GTCGAGCGGCAAGCACTACttcaagagaGTAGTGCTTGCCGCTCGAC

Immunomarquages et microscopie confocale

Aprés réhydratation au PBS, les intestins ont ét¢ incubés a température ambiante pendant 2
heures dans une solution de blocage (10% FBS, 0.1% Triton-X100 dans PBS 1X). Suite au
blocage, les intestins ont ét¢ incubés a 4°C pendant une nuit dans la solution d’anticorps primaire
selon le Tableau III. Le lendemain, les tissus ont été lavés dans du PBS et incubés a température
ambiante pendant 2H dans la solution d’anticorps secondaire selon le Tableau III. Les solutions
d’anticorps utilisées ont été diluées dans la solution de blocage. Suite aux immunomarquages,
les tissus marqués ont été étalés et montés entre lame et lamelle, dans du glycérol, en prenant
soin de ne pas écraser les tissus. Aprés 1H de séchage, les tissus étaient préts a étre observés au
microscope confocal.

Tableau III : Anticorps utilisés pour I’expérience d’immunofluorescence

Anticorps Dilution | Source

Anticorps | Goat anti-Sox10 1:500 Santa Cruz Biotechnologies (sc-17342)
primaire | Rabbit anti-S1008 1:500 Dako (Z0311)

Bovine anti-goat

Anticorps | Alexa Fluor 488 1:500 Jackson Immuno Research (805-545-180)
secondaire | Donkey anti-rabbit | 1:500 Jackson Immuno Research (711-585-152)
Alexa Fluor 594
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Essais Luciférase

Trois différentes constructions ont été réalisées pour les essais luciférase (Figure 3.2).

Deux différents isoformes de K/2 ont été testés : KI2 F3R4 et KI2 F6R4 (Figure 3.3). Ces
deux transcrit sont exprimés dans 1’intestin entier a 12,5 et K/2 F6R4 est d’avantage exprimé
dans les CCN entérique. Les ADNc de ces transcrit proviennent d’intestin entier d’embryons
FVB ael2.5. Une cassette d’expression contenant I’ADNc de K72 F3R4 ou K12 F6R4 sous le
contrdle du promoteur CMV a été placée en direction opposé du gene rapporteur de la luciférase
sous le controle du promoteur minimal du géne de la thymidine kinase (TK). La séquence de
K12 est absente dans le controle. 200 ng d’ADN plasmidique ont été transfectés dans des
cellules Neuro-2a, P19 ou Cos-7, puis I’expression de la luciférase a été déterminée 48 heures
plus tard par essais luciférase. Les cellules ont d’abord été lysées a température ambiante
pendant 20 minutes sous agitation, dans un tampon de lyse (NP40 10%, DTT 1 mM et Tris pHS8
1 mM). Pour mesurer ’intensité lumineuse, le lysat cellulaire a ensuite été incubé pendant 5
secondes dans un luminomeétre — dans le noir - avec la solution d’essai (Glycylglycine 25 mM,
MgS04 15 mM, KPO4 15 mM, EGTA 4 mM, ATP 2 mM et DTT 2 mM) et la luciférine
(0,3mg/mL). Les cellules neuroblastiques de souris Neuro2a (ATCC, CCL-131) ont été
cultivées dans du EMEM supplémenté de 10% de FBS. Les cellules de carcinome embryonnaire
de souris P19 (ATCC, CRL-1825) ont ét¢ cultivées dans du AMEM supplémenté de 2,5% de
FBS et 7,5% de CBS, et les cellules rénales de singe COS7 (ATCC, CRL-1651)) ont été
cultivées dans du DMEM supplémenté de 10% de FBS. Les données quantitatives sont

présentées comme la moyenne de 7 test réalisés + I’erreur type. Le test t de Student a été utilisé
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pour évaluer la significativité des résultats. Les résultats ont été considérés comme significatifs
lorsque la p-value était inférieure a 0,05 (p < 0.05). 3 tests ont été réalisés sur les cellules P19 et

Neuro2a et 4 sur les cellules COS7.

(b)

Control

Figure 3.2 : Constructions utilisées lors des essais luciférases. (a) Une cassette d’expression
contenant ’ADNc de K12 F3R4 ou K12 F6R4 sous le contrdle du promoteur CMV a été
placé en direction opposé du geéne rapporteur de la luciférase sous le controle du promoteur
minimal du géne de la thymidine kinase (TK). (b) La séquence de K/2 est absente dans le
controle.

Exon la Exon 2b Exon 3
(60 pb) (200 pb) (1900 pb)
K12 F3R4 I - - |
Exon 1b Exon 2a Exon 2b Exon 3
(70 pb) (250 pb) (200 pb) (1900 pb)

K12_F6R4 e

Figure 3.3 : Structure des deux isoformes de K12 testés dans les essais luciférase. K/2 F3R4
et K12 F6R4 possédent I’exon 2b (200 pb) et I’exon 3 (1900 pb) en commun. Le premier exon
de K12 F3R4 est différents de celui de K12 F6R4 et K12 F6R4 possede un exon
supplémentaire de 250 pb.
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Tableau IV : Oligos utilisés pour les expériences de PCR et de qPCR.

Géne Oligo sens (F) Oligo antisens (R)
Nr2fl AAG CCA TCG TGC TAT TCA CGT CAG | CGA AGA GAG GGC AAT CGC AGC AG
Nr2f2 AGT GGA GAA GCT CAA GGC ACT GC TAC TCT TCC AAA GCA CAC ACT GGG
Ptchl TTT GGT TGT GGG TCT CCT CAT ATT TAG ACG TGC ACA CGA CTG GC
Fabp7 AAA TTA AGG ATG GCA AGA TGG TCG | TGC ATA TCA AAATCC CAT GAATTGC
Plp1 GTC AGT CTA TTG CCT TCC CTA GC TTA GAC AAA GGG GAG TTT CTA TGG G
Gapdh CTG TGG CGT GAT GGC CGT GG CCT CAG TGT AGC CCA AGA TG
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CHAPITRE 4: RESULTATS

4.1 Sonic Hedgehog et NR2F1/NR2F2 dans la différentiation gliale.

4.1.1 Induction in vitro de I’expression de Nr2f1, Nr2f2 et de plusieurs marqueurs gliaux
par Sonic Hedgehog dans des cellules P19.
Afin de déterminer s’il existe un lien entre la voie Sonic Hedgehog, I’expression des facteurs de
transcriptions NR2F1/NR2F2 et la différentiation gliale, nous avons choisi de vérifier d’abord
in vitro si I’activation de la voie Hedgehog par SHH dans des cellules P19 induit 1’expression
de Nr2f1/2 et de plusieurs marqueurs gliaux qui sont dérégulés chez Spot (Figure 4.1 et Figure
1.6¢). La lignée P19 a été utilisée dans cette expérience car cette lignée a déja été utilisé dans
plusieurs études pour étudier I’induction de Nr2f1/2 (Jonk et al., 1994; Krishnan, Elberg, Tsai
et Tsai, 1997; Qiu, Krishnan, Pereira, Tsai et Tsai, 1996). La voie Hedgehog a été activée par
les différentes concentrations de SHH comme en témoigne les résultats de RT-PCR semi-
quantitative sur lesquels nous pouvons observer I’induction du geéne codant le récepteur
Patchedl (Ptchl), une cible connue (Walterhouse, Yoon et Iannaccone, 1999) (Figure 4.1).
Nous avons remarqué que 1’expression de Nr2f2 augmente de maniére linéaire quand la
concentration de SHH augmente cependant ce n’est pas le cas pour I’expression de Nr2f1. En
effet, ’expression de Nr2fI est plus importante a 200ng/mL de SHH que pour 100ng/mL mais
lorsque la concentration est augmenté a 500ng/mL, I’expression de Nr2f1 se retrouve plus faible
que a 100ng/mL (Figure 4.1). Les génes Fabp7, Mpz, et Plpl ont été choisis car ce sont trois
marqueurs gliaux dérégulés chez Spot (Figure 1.6). Fabp7 code pour la protéine « Fatty acid

binding protein » (FABP7) et est considéré comme le marqueur le plus précoce de cellules
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gliales immatures (Ruhl, 2005). PlpI code pour la protéine « proteolipid protein 1 » (PLP1) et
est le marqueur le plus communément exprimé par les cellules gliales entériques (CGE) (Rao
et al., 2015). Mpz code pour la protein « myelin protein zero » est une protéine retrouvée en
abondance dans la my¢éline du systéme nerveux périphérique mais qui est aussi produite par les
CGE (Rao et al., 2015). L’expression de ces trois génes semble induite par SHH mais
n’augmente pas de maniere linéaire en fonction de la concentration de Sonic Hedgehog ni de
I’expression de Nr2f1 ou Nr2f2. Les patrons d’expression de Fabp7 et Ptchl sont similaires,
I’induction est observable dés 100ng/mL de SHH mais ne semble pas augmenter avec de plus

fortes concentrations (Figure 4.1).

SHH - o o o+
[ng/mL] 100 200 500

GAPAh | s v v— —
Nr2f1
Nr2f2 g p—
Ptchl ‘
Fabp7
Mpz
Pip1

Figure 4.1 : Sonic Hedgehog semble activer la transcription de Nr2f1, Nr2f2 et de plusieurs
marqueurs gliaux dans des cellules P19. Le traitement de P19 avec SHH semble activer
I’expression de Nr2f1, Nr2f2, Fabp7 et Plpl dés 100ng/mL. Alors que I’expression de Nr2f2
semble augmenter de manicre linéaire en fonction de la concentration de SHH, celle de Nr2f1
est plus importante & 200 ng/mL qu’a 500ng/mL. L’expression des marqueurs gliaux Fabp?,
Mpz et Plpl est augmentée avec le traitement SHH mais 1’augmentation ne suit pas celle de
Nr2f1 ou Nr2f2 ni la concentration de SHH. L’induction de Ptchl permet de confirmer que la
voie Hedgehog a été activée.
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4.1.2 Une diminution de ’expression de Nr2f1 et de Fabp7 dans les CCNe a e13.5 est

observée apreés 48 heures de culture en présence de cyclopamine.

Afin de se rapprocher du contexte in vivo, nous avons choisi d’utiliser une approche ex vivo afin
de vérifier si I’inhibition de la voie Hedgehog avait une influence sur I’expression de Nr2f1 et
Fabp7 dans les CCNe. Pour cela, nous avons pris avantage de la fluorescence endogene des
CCN dans la lignée pG4-RFP en réalisant des cultures d’explants d’intestins a e13.5 pendant
48h en présence ou non de cyclopamine (2uM) puis en récupérant les CCN par FACS afin

d’analyser I’expression de Nr2f1 et Fabp7 par RT-qPCR.

1,2
=
2
8038
5 - Untreated
206
- Cyclopamine
oo (2uM) f 48h
=
S 0.2 -
4

0

Nr2f1 Fabp7

Figure 4.2 : L’inhibition de la voie Sonic Hedgehog par la cyclopamine semble diminuer
I’expression de Nr2f1 et Fabp7 dans les CCN. Le traitement d’explants d’intestins

d’embryons pG4-RFP a e13.5 avec de la cyclopamine (2uM) semble diminuer 1’expression de
Nr2f1 et Fabp7 dans les CCN récupérées par FACS. Le niveau d’expression relatif a ét¢ mesuré
par rapport a I’expression du gene de référence Gapdh.(n=1).
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La cyclopamine inhibe la réponse cellulaire aux ligands de la famille Hedgehog en se liant
directement 8 SMO et en I’inactivant ce qui empéche la transduction du signal (Chen, Taipale,
Cooper et Beachy, 2002) (Figure 1.7). Nous avons observé que la présence de cyclopamine, et
donc I’inhibition de la voie Hedgehog, a un effet négatif sur I’expression de Nr2fI et Fabp7
dans les CCN entérique des explants d’intestins comme en témoigne les résultats de qPCR apres

48 heures de culture (Figure 4.2).

4.1.3 Blocage de la différentiation gliale entérique par le knock-down ex vivo de Nr2f1 et
Nr2f2.
Afin d’observer I’effet du knock-down de Nr2f1/2 sur la différentiation gliale entérique nous
avons choisi d’utiliser des cultures d’explants pG4-RFP a e13.5 pour réprimer I’expression de
Nr2fl et Nr2f2 en utilisant un shRNA dirigé contre ses deux geénes qui a été¢ délivré par
transduction lentivirale. Apres avoir infecté une cellule, le lentivirus libere ’ADN du shRNA
ainsi que les protéines nécessaires a son intégration dans le génome de la cellule hote. Une fois
que le shRNA est transcrit il supprime I’expression de son geéne cible par interférence ARN
(RNA1). Comme le géne du shRNA est intégré de maniére stable dans le génome de la cellule
héte, tous ses dérivés exprimeront aussi le sShRNA (Rubinson et al., 2003). Cette méthode nous
a donc permis de faire un knock-down de Nr2f1 et Nr2f2 sur les cultures d’explants d’intestin a
el3.5. Apres 48h nous avons regardé par immunofluorescence les marqueurs SOX10 et S1008
qui marquent respectivement les progéniteurs et les cellules gliales. Nous avons remarqué une
forte diminution de I’expression de S1008 avec I’explant sur lequel nous avons effectué le

knock-down par rapport aux explants controles (Figure 4.3).
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Figure 4.3 : Le knock-down ex vivo de Nr2f1 et Nr2f2 par shRNA semble empécher la
différentiation gliale. Les marqueurs SOX10 (vert) et S1008 (rouge) sont utilisés pour marquer
les cellules gliales (jaune). Apres 48h de culture, aucune cellule n’exprime S1008 dans
I’explants d’intestins pG4-RFP a €13.5 qui a recu les shRNA dirigés contre Nr2f1 et Nr2f2
contrairement a ceux qui ont regu les shRNA contrdle. (n=1).
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4.2 LeIncRNA 4830082K12Rik (K12) est capable de réguler un géne voisin

en cis.

Afin de vérifier si le IncRNA K12 posséde une activité régulatrice sur I’expression d’un géne
voisin nous avons récapitulé 1’organisation génomique de la paire de génes Nr2f1/K12 (Figure
1.9) en plagant une cassette d’expression contenant I’ADNc de K/2 sous le contréle du
promoteur CMV en direction opposé du géne rapporteur de la luciférase sous le controle du
promoteur minimal TK pour réaliser des essais luciférase. Cette méthode nous permet d’évaluer
I’effet en cis de K12 sur I’expression de la luciférase en mesurant son activité relative par rapport
au contrdle. Pour le controle, nous avons utilisé la méme construction mais ’ADNc de K72 en
aval du promoteur CMV a été retiré (Figure 4.4). Deux transcrits de K72 qui sont exprimés dans
I’intestin a e12.5 ont été choisis pour cette expérience: le transcrit K/2 F3R4 semble étre
exprimé dans tout I’intestin alors que K/2 F6R4 semble étre exprimé davantage dans les CCNe.
La lignée Neuro2a a été utilisée car c’est le modéle murin le plus proche des CCN. Dans ce
modele, les deux isoformes testés multiplient par deux ’activité de la luciférase suggérant un
effet activateur (Figure 4.4). L’effet de K/2 sur la luciférase a aussi été test¢ dans des cellules
P19 (modéle de cellules souches embryonnaires de souris) et des cellules COS7 (cellules rénales
de singe) afin de pouvoir déterminer si 1’effet observé dans les Neuro2a est spécifique,
respectivement, au type cellulaire et/ou a 1’espéce. Dans les cellules P19, seul ’isoforme
K12 F3R4 a un effet sur I’expression de la luciférase. De manicre surprenante cet effet est
opposé a celui observé dans les cellules Neuro2a. Aucun effet n’a été observé lorsque les essais

ont été réalisés sur les cellules COS7.
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Figure 4.4 : K12 a un effet en cis sur la transcription d’un géne voisin. Les essais luciférase
ont été réalisés avec une construction qui contient une cassette d’expression contenant I’ADNc
de K12 sous le contréle du promoteur CMV en direction opposé du géne rapporteur de la
luciférase sous le controle du promoteur minimal TK. Les deux isoformes de K72 testés
augmentent 1’expression de la luciférase par 2 dans les Neuro2a (n=3, p < 0.05). En revanche,
dans les P19 seul un des deux isoformes testé (F3R4) semble avoir un effet sur I’expression de
la luciférase et I’effet est opposé de celui observé dans les Neuro2a: dans les P19, K12 F3R4
réprime 1’expression de la luciférase (n=3, p < 0.05). Aucun effet n’est observable dans les
COS7 (n=4).
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CHAPITRE 5: DISCUSSION

La lignée Spot est un nouveau modele pour la maladie de Hirschsrpung (HSCR ou mégacolon
aganglionaire). Dans ce modéle, le mégacolon aganglionaire est dii au fait que les CCNe des

TeTe ge différencient prématurément en cellules gliales au détriment des

embryons Spot
progéniteurs non-différenciés a cause de la surexpression de la paire de genes Nr2f1/K12
(Bergeron et al., 2016). De maniére intéressante un phénotype similaire a déja été observé dans
une autre étude qui s’intéresse a la voie Hedgehog dans les mécanismes pathogéniques de
HSCR. Cette étude a montré que la délétion de Ptchl chez la souris entraine, comme chez Spot,
une gliogenése prématuré au détriment des progéniteurs suggérant ainsi que 1’activation de la
voie Hedgehog meénerait a une différentiation gliale précoce (Ngan et al., 2011). Cette
observation a été renforcée par une autre étude qui a récemment permis d’identifier des
mutations activatrices dans les génes GLI chez des patients atteints de HSCR. De plus, ce groupe
a montré que le ratio du nombre de neurones par rapport au nombre de cellules gliales était
inversement corrélé avec I’activité de Gli suggérant ainsi que 1’activation de la voie Hedgehog
serait impliquée dans la gliogenese entérique (Liu et al., 2015). Sachant que les acteurs de la
voie Hedgehog ne sont que faiblement dérégulés chez Spot (Tableau I), nous avons émis
I’hypotheése que Nr2f1 serait en aval dans la voie de signalisation contrdlant la différentiation
gliale entérique. Bien que le role du facteur de transcription NR2F1 pendant le développement
du SNE ne soit pas encore connu, il a déja été associé au contrdle de la différentiation neurale
dans d’autres divisions du systéme nerveux, tout comme son paralogue NR2F2 (Naka et al.,
2008; Yamaguchi et al., 2004). Sachant que NR2F1 et NR2F2 sont pratiquement identiques en

termes de fonction moléculaire (Tsai et Tsai, 1997), que ces fonctions semble pouvoir se
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compenser (Naka et al., 2008; Tsai et Tsai, 1997) et que leurs génes sont co-exprimés dans les
CCN (Tableau I) nous pensons que NR2F2 est également impliquée dans la gliogenése du SNE.
Il est intéressant de noter que bien qu’aucun lien ne soit connu entre Nr2f1 et la voie Hedgehog,
il a été démontré que SHH active I’expression de Nr2f2 dans des cellules P19 (Krishnan, Pereira,

etal., 1997).

Les résultats de nos traitements avec différentes concentrations de SHH sur des cellules P19
semblent confirmer que Nr2f2 est régulé par Sonic Hedgehog. De plus, N2rf1 est lui aussi activé
par SHH mais contrairement a Nr2f2, son expression diminue a partir d’une certaine
concentration de SHH comprise entre 200 et 500 ng/mL (Figure 4.1). Il est possible que Nr2f1
soit donc sous le contrdle d’une boucle de rétroaction négative. Une autre possibilité est que
Nr2f1 et Nr2f2 ne répondent pas de la méme mani¢re a SHH. En effet, il a ét¢ montré que
I’induction de Nr2f2 par SHH dans les cellules P19 est dépendante de la liaison d’un facteur
distinct de Gli a son promoteur et que cette liaison est médiée par une phosphatase (Krishnan,
Pereira, et al., 1997). Si ’expression de Nr2fI est quand a elle induite par la voie canonique de
Sonic Hedgehog (c.a.d. dépendante de Gli) alors cela pourrait expliquer la différence observée
avec Nr2f2. De plus, il est connu que cette voie est soumise a une boucle de rétroaction négative
ce qui pourrait expliquer le fait que le niveau d’induction n’est pas proportionnel a la
concentration de SHH pour Nr2fI (Cohen et al., 2015) (Figure 4.1). Il serait possible de
distinguer ces deux effet en bloquant I’induction médié par une phosphatase grice a un
inhibiteur de phosphatase afin de pouvoir observer uniquement 1’effet de la voie canonique
(Krishnan, Pereira, et al., 1997). Bien que les marqueurs de cellules gliales entériques Fabp7,

Plp1 et Mpz soient tous les trois activés par le traitement SHH, leur niveau d’induction n’est pas
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proportionnel a celui Nr2f1 ou Nr2f2 ou a la concentration de SHH utilisée (Figure 4.1). Il est
surprenant que I’expression de Fabp7 ne suive pas celle de Nr2f1 car Fabp?7 est une cible directe
de NR2F1 dans le systéme nerveux central (Montemayor et al., 2010). En effet, il a été démontré
que NR2F1 se lie au promoteur de Fabp7 et que sa liaison est associée avec une chromatine
active (acétylation H3K9) et un enrichissement des protéines co-activatrices CBP et SRC1
(Montemayor et al., 2010). Il est cependant possible que des mécanismes de régulation ou des
partenaires d’interactions différents entrent en jeu dans la régulation de Fabp7 dans les cellules
P19.

Mpz et PlpI ne sont pas des cibles connues de la voie Hedgehog ni des facteurs de transcription
NR2F1 et NR2F2, il est donc intéressant d’avoir observé leur activation pour des concentration
de SHH de 200 et 500 ng/mL (Figure 4.1). Le fait que leur niveau d’induction ne semble pas
suivre ni la concentration de SHH ni le niveau d’expression de Nr2f1 ou Nr2f2 suggere une
relation indirecte et I’existence d’autres intermédiaires dans cette voie. De plus, cette expérience
ne permet pas de déterminer si I’effet observé est di a I’activation de la voie Hedgehog ou est
un effet secondaire provoqué par 1’induction d’autres génes incluant Nr2f1 et Nr2f2. Comme
mentionné dans I’introduction, il a été suggéré dans d’autres études que, dans les CCN entérique,
Hedgehog contrdlerait la différentiation gliale en activant la voie Notch par la régulation a la
hausse du ligand membranaire DLL1 (Ngan et al., 2011). Il serait donc intéressant de regarder
si D’activation des différents geénes induits par SHH observée dans nos expériences est
dépendante ou non de cette voie.

Dans la signalisation Hedgehog, les protéines de la famille Hedgehog se lient au récepteur
PTCH ce qui perturbe la suppression de SMO par PTCH. L’activation de SMO déclenche

ensuite une série d’événements qui menent a la transcription des cibles dépendantes de Gli
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(Figure 1.7). La cyclopamine est une petite molécule qui se lie a SMO et I’inactive, inhibant
ainsi la voie Hedgehog en aval de PTCH (Chen, Taipale, Cooper et Beachy, 2002). Nous avons
voulu vérifier si I’inhibition de la voie Hedgehog pendant le développement du SNE a un effet
sur I’expression de Nr2fI ainsi que du marqueur glial le plus précoce Fabp7 par les CCN
entériques (Figure 4.2). L’inhibition de la voie Hedgehog par la cyclopamine diminue
effectivement 1’expression de Nr2f1 et Fabp7 renfor¢ant notre hypothése que la voie Hedgehog
est impliquée dans la régulation de Nr2f1 et ultimement dans la gliogeneése des CCN entériques
(Figure 4.2). Cependant, la cyclopamine inhibe complétement la signalisation Hedgehog et il
serait donc intéressant de réaliser cette expérience avec de la robotnikinin qui est une petite
molécule qui se lie a la queue N-terminal de SHH afin d’inhiber la voie en aval de SMO ce qui
permettrait de déterminer si I’effet est dépendant du ligand SHH ou d’un autre ligand de la
famille Hh (Stanton et Peng, 2010).

Enfin, la troisiéme expérience réalisée suggere que les facteurs de transcriptions NR2F1 et/ou
NR2F2 sont requis pour la différentiation des cellules gliales entériques. Il serait intéressant de
répéter cette expérience en inhibant seulement 1’un de ces deux genes afin de pouvoir découpler

leurs effets respectifs.

En résumé nos résultats soutiennent notre modele dans lequel la gliogenese entérique induite
par I’activation de la voie Hedgehog passe par 1’activation de Nr2f1 et/ou Nr2f2 mais d’autres
travaux seront nécessaires pour mieux décrire le réseau de régulation complexe qui est a la téte

de la différentiation gliales des CCN entérique.
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Nos résultats d’essais luciférase montrent que, conformément a notre hypothése, K72 possede
la capacité de réguler un gene voisin en cis (Figure 4.4) L’absence d’effet dans les cellules
COS7 qui sont des cellules rénales de singes suggere que 1’effet de K72 est spécifique au type
cellulaire ou a I’éspece. De maniére intéressante nous avons observé que 1’isoforme K72 F3R4
aun effet opposé dans les cellules P19 et les cellules Neuro2a alors que K72 F6R4 est activateur
dans les cellules Neuro2a mais n’a pas d’effet dans les cellules P19. Cette observation suggere
que I’effet de K12 sur la luciférase pourrait étre dépendant du contexte cellulaire et donc par
exemple de la présence de partenaire d’interactions spécifique ou de protéines régulatrices
présentent dans un type cellulaire mais absente de I’autre. D’autre part, cela suggére aussi que
les transcrits des isoformes K/2 F3R4 et K12 F6R4 n’ont pas le méme effet ou alors que 1’effet
ne serait pas dépendant du transcrit mais d’un ou plusieurs élément(s) d’ADN présent dans la
séquence de I’un mais absent de celle de I’autre. En effet, comme mentionné dans 1’introduction
plusieurs mécanismes sont envisageables dans la régulation en cis d’un géne par un IncRNA.
Afin de déterminer si 1’effet observé est dépendant ou non du transcrit mature, il serait
intéressant de bloquer la transcription de K/2 en insérant un signal de polyadénylation
directement en aval du promoteur CMV puis regarder si 1’effet persiste (Paralkar et al., 2016).
Il est aussi possible que le IncRNA K72 interagisse avec des protéines régulatrices a proximité
de son TSS pendant ou peu apreés sa transcription ce qui affecterait la transcription de la
luciférase. Pour tester cette hypothese, il serait intéressant d’utiliser la méthode CRISPR-
Display afin de dirigé le IncRNA K/2 a proximité du promoteur de la luciférase (ou
éventuellement directement sur le locus de Nr2f1) permettant ainsi de n’observer que 1’effet
vient du transcrit et non de celui de ’ADN (Shechner, Hacistileyman, Younger et Rinn, 2015).

De plus, apres avoir identifié des partenaires d’interactions par isolation, purification et analyse
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par spectrométrie de masse (Gumireddy, Yan et Huang, 2016), il serait possible de tester I’effet
de I’interaction entre ces différentes protéines et le IncRNA en effectuant des co-recrutements.
Par exemple, dans une expérience similaire a celle que nous avons effectuée le IncRNA HOTTIP
est exprimé en frans et n’a un effet régulateur que s’il est recruté avec la protéine WDRS a
proximité du promoteur de la luciférase (Wang et al., 2011). Plus récemment un nouveau type
de IncRNA divergent et chevauchant qui est capable d’augmenter la traduction d’'un ARNm
cible sans en affecter sa transcription a été¢ identifié¢. Ce type de de IncRNA a ét¢ nommé
SINEUP, car il repose sur la présence d’une séquence SINEB2 inversée pour réguler a la hausse
(UP-regulate) la traduction de I’ARNm cible. La spécificit¢é du SINEUP repose sur sa
complémentarité avec une partie de I’ARNm (Zucchelli et al., 2015). Nous avons remarqué
qu'un des transcrit de K/2 que nous n’avons pas encore test¢ posséde 1’organisation
caractéristique d’un SINEUP (Figure 5.1). Il est intéressant de noter que ce transcrit partage
aussi une certaine complémentarité avec Nr2f2 et pourrait donc étre également impliqué sa
régulation. Afin de déterminer si ce transcrit de K/2 est effectivement un SINUP, il serait
nécessaire de I’exprimer en cellules, avec ou sans délétion de I’élément SINEB2 ou du domaine
complémentaire a Nr2fl, puis de mesurer ’expression de Nr2fl et Nr2f2 au niveau de la

transcription et de la traduction par RT-PCR et Western Blot.
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(a)

3 Sense protein-coding mMRNA

(b)

Figure 5.1 : Un des transcrit K72 posséde I’organisation caractéristique d’un SINEUP. (a)
Un SINUP est composé d’un domaine de liaison complémentaire a I’ARNm du géne sens et d’un
domaine effecteur qui contient une séquence SINEB2 inversée. (b) Un des transcrit de K12
(K12_206) posséde un domaine de liaison potentiel (vert) de 208 nt et un domaine effecteur
potentiel qui contient une sequence SINEB2 inversée (rouge). Adapté de (Zucchelli et al., 2015)

Ainsi, bien que nos résultats indiquent que K/2 est capable de réguler un géne voisin en cis, le
ou les mécanismes impliqués reste encore inconnus. Les différentes possibilités de mécanismes
discutées ici sont toutes envisageables et ne sont pas mutuellement exclusives. Plus
d’expériences comme celles qui ont été proposées seront nécessaires pour mieux comprendre le
mécanisme impliqué dans la régulation de Nr2f1 et possiblement Nr2f2 par K12.

Enfin, il est intéressant de noter que le locus de Nr2f2 présente une organisation trés similaire a
celle du locus de Nr2f1/K12 et qu’il contient lui aussi un geéne de IncRNA. De plus, une étude
récente suggere que ce IncRNA aurait un rdle régulateur important bien que les évidences restent
minces (Wang et al., 2017). Il serait donc intéressant de vérifier si les IncRNA respectif de Nr2f1

et Nr2f2 partagent des mécanismes de régulation communs.
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CHAPITRE 6: CONCLUSION

En résumé les résultats obtenus semblent en accord avec nos hypothéses. En effet, bien que
d’autres expériences soient nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes et la relation
entre les différents acteurs impliqués dans la régulation de la différentiation gliale des CCN
entérique, nos résultats suggerent que la gliogenese entérique induite par Sonic Hedgehog est
effectivement médiée par les facteurs de transcription NR2F1/2. D’autres part, nos résultats
montre que le IncRNA K12 est effectivement capable de réguler un géne voisin en cis mais
d’autres expériences seront nécessaires pour déterminer plus précisément par quel(s)

mécanisme(s) cette régulation s’effectue.
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