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Résume :

Mon laboratoire d’accueil travaille sur la génétique du vieillissement. En
particulier, nous étudions I'impact de la lignée germinale et de la restriction calorique
sur la longévité. Un mutant ne possédant pas de lignée germinale (g/lp-7) a une
durée de vie augmentée de 60% , et présente un défaut de
mobilisation des lipides en condition de jelne.

Mon sujet a consisté a mieux comprendre le lien entre la lignée germinale, le
catabolisme lipidique et la longévité.

Nous avons montré que le défaut de mobilisation des lipides chez le mutant
glp-1 était d0 a I'absence de production d'ovocytes. De plus, ce défaut de
mobilisation des lipides est associé a une lipolyse altérée chez ces mutants. En effet,
nous avons pu montrer que l'altération du métabolisme lipidique, en condition de
jetne, des animaux sans lignée germinale était liee a 'absence d’induction de deux
lipases, lipl-5 et lipl-7. De plus, ces lipases sont régulées par NHR-80/HNF4 et DAF-
16/FOXO, deux régulateurs importants de la longévité bien qu’elles ne soient pas
impliquées directement dans le vieillissement.

En résumé, nous avons montré que le défaut de mobilisation des lipides des
mutants ne possédant pas de lignée germinale était di a un défaut de lipolyse et
que, dans ce contexte, le métabolisme lipidique et le vieillissement sont découplés.
Ces deux phénotypes sont cependant liés par le partage de facteurs de transcription
qui les régulent.

Mots clés : C. elegans, lignée germinale, métabolisme lipidique, longévité
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Liste des abréviations

ACC : Acetyl-CoA Carboxylase

ADNCc : Acide Désoxyribonucléique complémentaire

AGE

AL : Ad Libitum

AMP : Adénosine Monophosphate

AMPK : AMP-activated protein Kinase

ARNi : Acide Ribonucléique interférent

ASC : Acyl-CoA Synthase

ATGL : Adipose Triglycérides Lipase

ATP : Adénosine Triphosphate

BD : Bacterial Deprivation (suppression totale de bactéries)

C. elegans : Caenorhabditis elegans

CoA : Coenzyme A

DAF : Dauer Formation

A*-DA : Acide Dafachronique 4

DTC : Distal Tips Cells (cellule distale)

GLP : Glycosylated Transmembrane Protein

GFP : Green Fluorescent Protein

GSC : Germline Stem Cell (cellules souches germinales)

IPTG : Isopropyl _-D-1-Thiogalactopyranoside

L1 : Stade Larvaire 1

IDR : liquid Dietary Restriction (restriction calorique en milieu liquide)
LXR : Liver X Receptor

MUFA : Monounsatured Fatty Acid (acide gras monoinsature)

NGM : Nematod Growth Medium (milieu de culture pour les nématodes)
NHR : Nuclear Hormon Receptor (Récepteur d’Hormone nucléaire)
ORO : Oil Red O

Pb : Paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction en chaine par polymérisation)
PDK : Phosphoinositide-Dependent Kinase

PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

PIP3 : Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate

PI3-K : Phosphatidylinositol 3-Kinases

PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysomes)

gPCR : quantitative PCR

RC : Restriction Calorique

RISC : RNA-Induced Silencing Complex

RME : Receptor Mediated Endocytosis

ROS : Reactive Oxygen Species

SCD : Stearoyl-CoA Desaturase

sDR : solid Dietary Restriction (restriction calorique en milieu solide)
SREBP : Sterol Regulatory Element Binding Protein

TGFp : Transforming Growth Factor beta (Facteur de croissance de transformation)
TOR : Target Of Rapamycin



INTRODUCTION

|l. Introduction générale

A. Caenorhabditis elegans

C. elegans est un organisme modéle en génétique car il présente de
nombreux avantages et reste un organisme relativement simple. C’est un
nématode transparent de 1 mm de long qui existe principalement sous la forme
hermaphrodite (seulement 1% de males). La durée de vie de C. elegans est
d’environ trois semaines, ce qui nous permet d’en étudier le vieillissement
facilement. De plus, les lignées cellulaires de C. elegans sont fixes et connues

et son génome est séquencé depuis 1998
. On estime a 18000 le nombre de
génes répartis sur six chromosomes (cinq autosomes et un gonosome X). Une
banque d’ARN interférent assez complete est disponible au laboratoire. Chaque
clone bactérien exprime un ARN interférent permettant la sous régulation du
géne correspondant.

B.Le cycle de vie de C.elegans

C .elegans a un cycle de vie de 3.5 jours lorsque les vers sont cultivés a 20°C.
Avant de devenir adulte, C. elegans, comprend quatre stades larvaires nommés
stade un a quatre (L1-L4). Chaque stade larvaire se termine par une mue au cours

de laquelle une nouvelle cuticule est synthétiseée.

C. Le systéme de reproduction



1. La lignée germinale

Les lignées cellulaires de C. elegans sont fixes et connues

. Un ver adulte contient exactement 959 cellules somatiques et la fonction de
chaque cellule est connue. Au stade L1, C. elegans possede quatre cellules
précurseurs de la gonade . Z1 et Z4 sont les deux cellules
précurseurs de la gonade somatique alors que Z2 et Z3 donnent naissance aux
cellules germinales.

Z1 et Z4 se divisent au milieu du stade L1. Les deux cellules Z1/Z4 petites
filles jouent un réle important durant le développement de la gonade somatique et
s’appellent « distal tip cells » (DTCs). Les DTCs permettent la mitose de la gonade
somatique (et/ou inhibition de la méiose) et contrdlent I'excroissance de la gonade

. La prolifération de Z2 et Z3 dépend de la présence de
nourriture et de la présence des précurseurs de la gonade somatique (Z1 et Z4). Si
Z1 et Z4 sont enlevés avec un laser, Z2 et Z3 n’entrent pas en méiose

Chez un adulte, la gonade forme deux bras qui sont liés par un utérus central.
Elle est principalement constituée d’'un syncytium, un espace cytoplasmique
possédant plusieurs noyaux. Le long de chaque bras de gonade, les cellules vont
successivement passer par une mitose, et une meéiose. Quand les noyaux atteignent
le coude du bras de la gonade, les membranes plasmiques s’invaginent et forment
des ovocytes prématures individualisés. Avant de traverser la spermatheque pour
étre fertilisés, les ovocytes s’agrandissent et maturent. Aprés sa fertilisation,
I'ovocyte produit deux divisions mitotiques pour donner des zygotes. A la fin de la
meéiose, I'embryogénése commence. L’embryogénése se termine en dehors de

I'utérus pour donner le premier stade larvaire L1.

2. Maturation des ovocytes

La maturation des ovocytes chez C. elegans est liée au trafic du vitellus

. Le vitellus est un complexe lipoprotéique composé de protéines, de



lipides et de carbohydrates. Le vitellus est synthétisé dans l'intestin des vers, passe
dans le pseudocoelome. |l est ensuite endocyté dans les ovocytes matures par

l'intermédiaire d’un récepteur appelé RME-2 (Receptor mediated Endocytosis).

D. Utilisation de I’ARN interférent (ARNi) chez C.elegans

1. Principe de 'ARNi

L’ARN interférent est un mécanisme naturel qui s’opére dans les cellules et
qui permet de supprimer ou de réguler de maniére hautement sélective I'expression
d’'un géne. Chez C . elegans, nous possédons 12000 clones bactériens pouvant
inhiber 12000 génes.

La premiére manifestation du phénoméne d’ARNi fut observée en 1990 chez
les plantes . Ce phénomeéne est aussi observé chez la
drosophile, C .elegans et les mammiféres.

Pour obtenir de 'ARNi chez C. elegans, il est nécessaire d’avoir un long ARN
double brin (plus de 200pb) complémentaire a 'ARNm cible. Ensuite, cet ARN
double brin va étre introduit dans un vecteur (L4440) contient en particulier un géne
de résistance a I'ampiciline et un promoteur T7 inductible grace a de I'lPTG. Ce
vecteur va étre inséré dans des bactéries de souche E.coli appelées HT115. Apres
activation du promoteur, grace a de I'lPTG, I’ARN double brin sera produit. Les vers
que I'on déposera sur des boites NGM recouvertes de bactéries ARNi, vont se
nourrir de ces bactéries et le géne correspondant a 'ARN sera sous produit.

Le génome de C. elegans a été séquencé en 1998

. Il contient 97 millions de paires de bases avec 19000 genes
codants pour des proteines. Des banques d’ARNi existent et permettent I'inhibition
de chacun des génes.

L’ARNi fonctionne de la fagon suivante : les ARN doubles brins vont tout
d’abord étre pris en charge par une ribonucléase appelée DICER. Chez C. elegans,
DICER coupe I'ARN double brin toutes les 23 paires de bases
DICER transfere alors les siRNA (petits morceaux d’ARN coupés) vers un large
complexe multiprotéique appelé RISC (RNA Induced Silencing Complex). L’'un des

brins du siRNA dit « passager » est éliminé tandis que I'autre brin appelé « guide »



dirige le complexe RISC vers les ARN messagers du ver. Comme la séquence
introduite dans le plasmide est complémentaire a celle de 'TARNm du ver, les deux
brins vont se lier. Ce phénomene est anormal dans une cellule, RISC va considérer
ce nouvel ARNm double brin comme étranger et va le cliver. LARNm étant détruit, la
traduction ne peut avoir lieu et la protéine ne peut étre produite. Le gene est donc
inhibé et ne fonctionne plus

2. L’ARNi permet d’évaluer a quel moment un géne est important

En utilisant de 'ARN;, il est possible de déterminer a quel moment un géne est
important pour un processus biologique donné. Par exemple, diminuer I'activité de la
voie de l'insuline (voie de la longévité), pendant la vie adulte seulement, suffit a

augmenter la durée de vie

II. La génétique du vieillissement

A. Introduction

Le vieillissement a longtemps été considéré comme une accumulation de
dommages cellulaires entrainant la mort. Dans les années 1980, des découvertes
montrent que la vitesse de vieillissement n'est pas seulement due a I'accumulation
de ces dommages, mais peut étre altérée par certaines mutations
La découverte de « génes du vieillissement » commence en 1988 et 1993 avec les
génes age-1 et daf-2. Ces deux génes font partie de la voie de I'insuline. Des pertes
de fonctions dans chacun de ces génes permettent respectivement d’augmenter la

durée de vie des vers de 40% et 133%

Ces résultats suggerent que la voie de l'insuline est une des clefs du
vieillissement. Cependant, depuis ces découvertes, d’autres études sur plusieurs



modéles tel que Drosophila melanogaster, la levure, la souris et le nématode, ont
montré que d’autres mutations ne concernant pas des génes appartenant a la voie
de l'insuline, pouvaient également altérer le vieillissement. Aujourd’hui, les génes de
la longévité peuvent étre regroupés en « trois voies de la longévité ». En plus de la
voie de l'insuline, il y a aussi la voie de la restriction calorique et la voie de la
mitochondrie. Il existe aussi une théorie qui vise a expliquer les liens entre la
reproduction, le métabolisme et la longévité. Il s’agit de la théorie du soma proposée
par Thomas Kirkwood en 1977. Cette théorie propose que I'organisme doit atteindre
un équilibre entre les ressources qu’il investit dans le maintient du soma et la
reproduction. En effet, la distinction entre le soma et le tissu reproductif est
importante car la lignée germinale doit étre maintenue a un niveau qui préserve la
viabilité a travers les générations alors que le soma ne sert que pour une seule
génération . La réduction de la reproduction et 'augmentation de la
durée de vie sont souvent en corrélation, cependant, 'augmentation de la longévité
et la réduction de la fertilité peuvent étre dissociées . La maniere dont
ces traits de vie sont liés les uns aux autres reste cependant I'objet de recherches

scientifiques intenses.

B. Les voies de la longévité

1. La voie de l'insuline

age-1 et daf-2 sont les deux premiers génes découverts chez C. elegans
capables d’augmenter la longévité. age-1 a été cloné en 1996 et code pour une
Phosphatidyl Inositol 3-kinase (PI13-kinase) qui permet la transformation de PIP2 en
PIP3, entrainant I'activation des kinase PDK-1 et AKT
. DAF-2 est a 35% identique au récepteur de l'insuline humaine et a 34%
identique au récepteur IGF-1 . Il code pour le seul récepteur
de la voie de l'insuline chez C .elegans, IGF-1. Les mutants daf-2 sont hypomorphes
pour le récepteur de l'insuline, et vivent deux fois plus longtemps qu’un ver sauvage
. Cette extension de durée de vie requiert I'activité de daf-16, le
facteur de transcription de la famille FOXO de la voie de l'insuline. DAF-2 active



AGE-1 qui a son tour active les kinases PDK-1 et AKT. La kinase AKT permet la
phosphorylation de DAF-16, et inhibe ainsi son entrée dans le noyau pour étre actif

. DAF-2 permet donc de réguler négativement I'accumulation
nucléaire de DAF-16. Quand la voie de l'insuline est diminuée, comme chez les
mutants daf-2, DAF-16 entre dans le noyau, ou avec l'aide de HSF-1 (facteur de
choc thermique) et SKN-1 (facteur de transcription), il active de nombreux genes qui
vont agir ensemble afin d’'augmenter la durée de vie . Par voie de
conséquence, les mutants de la voie de l'insuline, sont plus résistants a de nombreux

stress, comme par exemple le stress oxydatif, les UV...

L’augmentation de la durée de vie a travers la voie de l'insuline est un
mecanisme conservé puisqu’il a été observé chez Drosophila melanogaster

et la

souris . Chez 'Humain, la premiére étude

qui a fait le lien entre la voie de l'insuline et la longévité, a été réalisé sur des

Japonais en 2004

2. La voie de la restriction calorique

La restriction calorique est une restriction alimentaire drastique sans
malnutrition. |l s’agit d’'une diminution de calorie de 30% par rapport a un animal
nourrit normalement ad libitium (AL). La restriction calorique permet d’augmenter la
durée de vie de tous les organismes testés jusqu’a présent (levures, drosophiles,
rongeurs, nématodes, ...) . La restriction calorique
permet également d’augmenter la résistance aux stress, de diminuer la reproduction
et de protéger contre les maladies du vieillissement comme le cancer, le diabéte ou
encore des maladies cardiovasculaires . Cependant, le
mécanisme par lequel la restriction calorique augmente la durée de vie reste peu
clair. De plus, chez C. elegans, il existe huit protocoles permettant de pratiquer une
restriction calorique, ce qui rend I'analyse des résultats délicate

. Je vais présenter quelques protocoles de restriction calorique.

a. Le mutant eat-2



Chez un ver sauvage, les muscles du pharynx se contractent pour ingérer les
bactéries plus de 200 fois en une minute . Le géne eat-2
code pour le récepteur « nicotinique de l'acétylcholine » dans le pharynx, qui permet
de réguler 'absorption de nourriture de C. elegans . Le mutant eat-2 a
une déficience des muscles du pharynx. |l ingére donc moins de bactéries par unité
de temps, (de 10 a 20% en moins) et il a une fertilité altérée
La restriction calorique du mutant eat-2 augmente sa durée de vie de 50% comparé
a un ver sauvage . L'augmentation de la durée de vie du
mutant eat-2 est indépendante de daf-16. Ceci suggere que les voies de la restriction
calorique et de I'insuline sont, au moins en partie, indépendantes

. L'augmentation de la durée de vie du mutant eat-2 est,
par contre, annulée en absence du facteur de transcription de la famille FOXA, PHA-
4

pha-4 est un orthologue de FOXA 1, 2, 3 des mammiféres, impliqué dans le
développement du ver. Chez le mammifére, ’lhomologue de PHA-4 est impliqué dans
la régulation de la production de glucagon et I’homéostasie du glucose,
particulierement en réponse au jelne . De maniére similaire,
le niveau de pha-4 est augmenté lorsque les vers sont en restriction calorique
(augmentation de 80%). De plus, le réle de pha-4 dans la restriction calorique
semble étre spécifique puisque la diminution de pha-4 diminue la longévité du mutant

eat-2 sans affecter la durée de vie du mutant daf-2

b. Suppression totale des bactéries (Bacterial deprivation (BD))

Les vers accumulent des réserves énergétiques pendant leur développement.
Lorsqu’ils sont mis en restriction calorique, ils sont capables d’utiliser I'énergie
stockée pour maximiser leur durée de vie.

Au sein de notre laboratoire, nous utilisons la privation totale des bactéries (BD)
comme meéthode de restriction calorique. Nous mettons nos vers en BD le premier
jour du stade adulte.

La BD augmente la durée de vie indépendamment de daf-76. Les effets de la

restriction calorique s’ajoutent a ceux d’'un mutant daf-2 et d’'un mutant eat-2



. Les effets de BD sur la durée de vie
requierent hsf-1 . hsf-1 n’est pas indispensable pour

'augmentation de la durée de vie du mutant eat-2
c. Restriction calorique liquide et solide (IDR, sDR)

Il s’agit de deux méthodes utilisant la dilution des bactéries. La premiére,
réalisée en milieu solide, a été mise au point par le laboratoire de Anne Brunet a
Stanford University. Les vers adultes, sont transférés aprés leur période reproductive
tous les deux jours sur des boites fraiches, avec une quantité de bactéries diminuée
(Ad libitum : 5x10"" bactéries par mL et sDR : 5x10° bactéries par mL)

. Cette méthode de restriction calorique permet d’augmenter significativement
la durée de vie des vers et leur résistance au stress. pha-4 et hsf-1 ne sont pas
nécessaires pour 'augmentation de la durée de vie avec ce protocole. Les effets de
cette méthode sont additifs au mutant eat-2

Cependant, 'AMPK (AMP proteine kinase) est nécessaire pour
I'augmentation de la durée de vie, lorsque I'on utilise sDR. L’AMPK est une protéine
hétérotrimérique qui permet d’activer les voies cataboliques et de diminuer les voies
anaboliques, lorsque le ratio AMP/ATP augmente. Une des deux sous unités
cataboliques de AMPK (aak-2) a recemment été découvert pour étre impliquée dans
'augmentation de la durée de vie des vers. Le mutant aak-2 montre une diminution
de la durée de vie lorsque I'on utilise le protocole sDR
Contrairement a la mutation eat-2, et la BD, la capacité d’augmenter la durée de vie
du ver est annulée dans les mutants daf-16. AMPK semble agir directement sur daf-
16 en le phosphorylant et I'activant . AMPK n’est pas nécessaire
pour augmenter la durée de vie des mutants eat-2

La deuxiéme méthode est en milieu liquide (IDR). IDR montre des résultats
contradictoires. En effet, AMPK n’est pas nécessaire pour augmenter la durée de vie.
IDR requiert le facteur de transcription du géne skn-1 qui est actif dans les neurones
de la téte (ASls). IDR active skn-1 dans les deux neurones de la téte, entrainant
I'activation des tissus périphériques pour augmenter la longévité



Cependant, tous les genes qui peuvent potentiellement réguler la restriction
calorique sont spécifiques du protocole et tous les génes trouvés n'ont pas été testé
dans tous les protocoles

d. Cible de la rapamycine (Target Of Rapamycine : TOR)

La protéine TOR est hautement conservée, de la levure a I'humain, et régule
de multiples mécanismes cellulaires en réponse aux nutriments, incluant la taille des
cellules, I'autophagie, la biogenése des ribosomes, le métabolisme des acides
aminés, la réponse au stress et I'organisation de I'actine
TOR répond a I'abondance des nutriments en phosphorylant la kinase ribosomale S6
(S6K). Des mutations diminuant I'activité de TOR permettent d'augmenter la durée
de vie de la levure a la souris

et permettent 'augmentation de la
résistance au stress . Chez C. elegans, la voie de TOR est

distincte de la voie de I'insuline et augmente la longévité indépendamment de daf-16

L’inhibition de TOR a un effet similaire a la restriction calorique chez la levure,
le ver et la drosophile. De plus, la restriction calorique n’augmente pas les effets de
l'inhibition de TOR sur la durée de vie

3. La voie de la mitochondrie

La durée de vie peut aussi étre régulée par I'activité de la chaine respiratoire
des mitochondries. clk-1, est le premier géne découvert capable d’augmenter la

durée de vie du nématode en modulant I'activité de la chaine respiratoire

clk-1 code pour une hydrolase deméthoxyubiquinone nécessaire pour la
synthése de l'ubiquinone . Il est indépendant de la voie de
'insuline mais peut fonctionner dans la voie de la

restriction calorique



Récemment, HIF-1, un facteur de transcription hautement conservé, qui
permet la survie en hypoxie, a également été montré comme étant impliqué dans
I'allongement de la durée de vie en réponse a une déficience de la mitochondrie

. De plus, I'inhibition de la respiration et donc de la chaine respiratoire,
entraine I'activation du gene hif-1 en augmentant le niveau d’espéces activitées de
'oxygéne ou ROS (Reactive Oxygen Species), résultant a 'augmentation de la
longévité

Récemment, un nouveau facteur de transcription, ceh-23, a été identifié
comme étant nécessaire a 'augmentation de la durée de vie lorsque la chaine
respiratoire est déficiente

Une réduction de l'activité mitochondriale, augmente la durée de vie des
drosophiles et des souris

, suggérant que ce mécanisme est lui aussi conservé. De plus, il a également
été démontré que le mécanisme permettant 'augmentation de la longévité via clk-1,
ainsi que le mécanisme d’activation de HIF-1 grace au niveau élevé de ROS, sont

conservés du nématode aux mammiféres

Contrairement aux voies de la restriction calorique et de I'insuline, la longévité
des mutants mitochondriaux n’est pas systématiquement corrélée a une

augmentation de la résistance aux stress

C. Les tissus affectant le vieillissement

1. Les neurones

La structure et la connectivité du systéme nerveux de C. elegans ont été
reconstruit par microscopie électronique . Un hermaphrodite
posséde 306 neurones. 60 d’entre eux possedent des cils qui sont en contact avec
'environnement. La fonction des neurones a été trouvée en détruisant certains
d’entre eux au laser. Le laboratoire de Cynthia Kenyons a montré que certains
neurones gustatifs et olfactifs pouvaient inhiber la durée de vie du ver, puisque leur



ablation provoque une augmentation de la durée de vie

2. Lalignée germinale

Le systéme reproductif affecte la durée de vie de C. elegans. En effet,

supprimer la lignée germinale augmente la durée de vie de 60%

L'impact négatif de la lignée germinale sur la longévité fait I'objet de

nombreuses études au sein du laboratoire, qui seront détaillées par la suite.

IIl. Le lien entre la reproduction et le vieillissement

A. La lignée germinale et la gonade somatique ont un effet opposé sur la
longévité

L’ablation de la lignée germinale permet 'augmentation de la durée de vie
chez C. elegans, chez Drosophila melanogaster et probablement chez les

mammiféres.

1. Chez C.elegans

En 1999, le laboratoire de Cynthia Kenyon montre que I'ablation de la lignée
germinale de C. elegans permet d’augmenter sa durée de vie de 60%
. Il est intéressant de noter que I'ablation de toute la gonade (lignée
germinale + gonade somatique), ne permet pas d’augmenter la durée de vie
, suggérant que la lignée germinale et la gonade somatique ont un effet
opposeé sur les signaux de la longévité. Cependant, la régulation de la longévité par

la lignée germinale est peu claire



2. Chez Drosophila melanogaster

En 2008, le groupe de Marc Tatar montre que la lignée germinale permet de
moduler la durée de vie de leurs drosophiles . lIs utilisent un
modeéle qui ne posséde pas de lignée germinale, cependant, le développement de la
gonade somatique est normal. Ces résultats suggérent que le mécanisme liant la

longévité et la lignée germinale est conservé, du ver a la drosophile

3. Chez les mammiféres

L’étude du rble de la lignée germinale chez la souris est difficile car,
techniquement, enlever la lignée germinale sans affecter la gonade somatique est
impossible. Cependant, I'impact des tissus reproductifs chez la souris a été établi

. Dans une étude, des chercheurs utilisent
des souris prépubertaires ovariectomisées. A I'Age de 11 mois, ces souris recoivent
des ovaires de souris jeunes. lls ont pu observer une augmentation de la durée de
vie de 40% chez ces souris . Cette expérience suggeére que les
tissus reproductifs affectent la longévité, méme si lors d’'une ovariectomie, il y a

ablation de la lignée germinale et de la gonade somatique.

B. La signalisation de la voie de la lignée germinale

1. Le mutant glp-1

Chez C. elegans, I'ablation de la lignée germinale est réalisée par ablation
laser des deux cellules précurseurs de la lignée germinale appelée Z2 et Z3, lorsque
les vers sont au premier stade larvaire (stade L1). Il est également possible d’utiliser
une mutation génétique pour inhiber la prolifération des cellules souches germinales.



Il s’agit du géne glp-1. GLP-1 fait partie de la famille des récepteurs
transmembranaires Notch, qui permet de faire I'intermédiaire entre les cellules
distales (Distal Tip Cells : DTC) de la gonade somatique et la lignée germinale

. Le mutant glp-1 (e2141ts)
posséde un alléle sensible a la température qui permet d‘arréter la prolifération des
cellules de la lignée germinale (GSC : Germline stem cells) a une température
restrictive. Par voie de conséquence, la lignée germinale des mutants glp-7 ne peut
pas se développer lorsque les vers sont placés a cette température restrictive (25°C)

au stade L1 et les animaux vivent longtemps

2. Role clef de la voie de l'insuline chez un mutant glp-1

Le mécanisme du vieillissement par I'ablation de la lignée germinale est
encore mal connu. Quelques génes ont été découverts par le laboratoire de Cynthia
Kenyon en 2010, cependant, le facteur de transcription daf-16 et le récepteur
d’hormone nucléaire daf-12, ressortent comme étant des régulateurs clefs de cette

voie

3. Le facteur de transcription daf-16

DAF-16 est une des cibles de la voie de l'insuline. Inhiber I'expression de daf-
16 chez des animaux ne possédant pas de lignée germinale, annule 'augmentation
de leur durée de vie . DAF-16 permet 'augmentation de la
longévité ( . DAF-16 est spécialement requis dans
l'intestin et I'arrét de la prolifération des cellules souches germinales permet I'entrée
de daf-16 dans le noyau des cellules intestinales
Plusieurs génes permettent la translocation de daf-16 dans le noyau. kri-1,
une protéine ankyrine, est indispensable pour une bonne localisation de daf-716 dans
le noyau des cellules intestinales des animaux sans lignée germinale
. daf-18 est aussi nécessaire a la bonne localisation de daf-16, il code
pour PTEN (phosphatase), un antagoniste de la voie de AGE-1/PI3Kinase. daf-18

n'est pas spécifique a la voie de la lignée germinale puisqu’il est impliqué dans la



voie de l'insuline. Le dernier géne connu comme étant important pour une bonne
localisation de daf-16 est daf-12

DAF-12 est un récepteur d’hormone nucléaire homologue au LXR (Liver X
Receptor) des mammiféres. Il existe 284 récepteurs d’hormones nucléaires chez C.
elegans et daf-12 était, jusque récemment, le seul connu comme faisant partie de la
voie de la lignée germinale. HSD-1, DAF-9 et DAF-36 catalysent la production des
ligands de daf-12

. La sous régulation par ARNi de daf-9, daf-36
ou hsd-1 réduit la localisation nucléaire de daf-16

Le laboratoire de Cynthia Kenyon a identifié un facteur d’élongation de la
transcription qui permet une augmentation de la longévité par ablation de la lignée
germinale. Il s’agit de TCER-1 qui permet spécifiquement 'activité transcriptionnelle
de daf-16. La présence de TCER-1 est nécessaire a I'augmentation de la
transcription des génes cibles de daf-16 chez les animaux sans lignée germinale.
TCER-1 fonctionne également dans l'intestin.

Récemment, une lipase de triglycérides lip/-4 a également été trouvée pour
agir sur la longévité par ablation de la lignée germinale . Le
niveau d’ARN messager de lip/-4 est augmenté chez les mutants glp-71 de fagon
dépendante a daf-16 . Ce géne est intéressant car il permet de
faire le lien entre la reproduction et le métabolisme des lipides.

4. Le récepteur d’hormone nucléaire daf-12

L’autre voie qui participe a 'augmentation de la longévité par I'ablation de la

lignée germinale est la voie des hormones lipophiliques DAF-9 /DAF-12
La production des ligands de DAF-12, appelés acides
dafachroniques, nécessite plusieurs enzymes comme DAF-9, DAF-36 et HSD-1.

En absence de cellules souches germinales, les précurseurs des acides
dafachroniques 4 et 7 (A4-DA et A7-DA) sont produits a partir de cholestérol par
I'hydroxystéroide déshydrogénase HSD-1 et le mono oxygénase
DAF-36 . Le cytochrome P450 DAF-9

catalyse ensuite la transformation des
précurseurs de A*-DA et A’-DA



Une mutation des génes daf-9 ou daf-36 entraine une diminution de la
longévité, alors qu’'une mutation de hsd-1 reste sans effet. Lorsque du A*-DA
exogéne est administré aux doubles mutants glp-1 ;daf-9 et glp-1 ;daf-36, leur
longévité est restaurée au niveau du mutant glp-1, indiquant que l'acide
dafachronique est nécessaire pour I'augmentation de la longévité. Cependant, la
longévité du double mutant glp-1;daf-12 et du mutant daf-12 n’est pas affectée par
une addition d’acide dafachronique . Les résultats indiquent que
la déficience en production d’acide dafachronique nuit a la longévité des animaux ne
possédant pas de lignée germinale de fagon dépendante a daf-12. L’augmentation
de la longévité par la surexpression de daf-9 est aussi dépendante a daf-12 caril n'y
a pas de modification de la longévité des mutants daf-12 lorsqu’ils ne possédent pas
de lignée germinale

5. Le récepteur d’hormone nucléaire NHR-80

Lors de mon arrivée au laboratoire, un crible a été réalisé sur 195 récepteurs
d’hormones nucléaires présents dans notre librairie d’ARNi. Un seul de ces
récepteurs s’est montré intéressant car il réduisait la longévité du mutant glp-1 sans
affecter la longévité des vers sauvages. Il s’agit de NHR-80. Chez les animaux
sauvages, NHR-80 favorise la désaturation des acides gras

Nous avons démontré que NHR-80 favorise 'augmentation de longévité
uniquement lorsqu’il y a ablation de la lignée germinale, par un mécanisme
impliquant la mono désaturation des acides gras. En effet, en inhibant les génes
cibles de NHR-80, fat-6 et fat-7 (codant pour des enzymes qui permettent la
transformation d’acide stéarique en acide oléique), on observe une suppression de
la longévité des mutants gl/p-1. Nous avons aussi montré que le niveau de
transcription de nhr-80 est augmenté dans les mutants glp-1 et que cette sur-
régulation ne requiert pas daf-16.

Une surexpression de nhr-80 permet 'augmentation de la longévité. Cette
augmentation est indépendante de daf-16 mais requiert la présence de daf-712. En
effet, une surexpression de nhr-80 n’augmente pas la durée de vie du double mutant

glp-1 ;daf-12, cependant, augmente la durée de vie du double mutant glp-1 ;daf-9.



Cela suggére que daf-12 est nécessaire pour la longévité via nhr-80 mais pas daf-9.
La fonction de nhr-80 est indépendante des ligands de daf-9 donc de A’-DA.

Chez un mutant glp-1, on observe une forte augmentation de fat-5, fat-6 et lipl-
4, alors que fat-7 est sous exprimé. Chez un mutant glp-71;nhr-80, il n’y a plus
d’augmentation de fat-6, par ailleurs, fat-7, lipl-4 et fat-5 ne changent pas. Il a été
montré que les lipides désaturases étaient des cibles de daf-716 dans les mutants
daf-2. Nous avons donc mesuré I'expression des genes fat-5, fat-6, fat-7 et lipl-4
dans un double mutant glp-1;daf-16. Nous avons pu remarquer qu’il n'y avait plus
d’'induction de fat-5 et lipl-4, cependant, fat-6 et fat-7 n’étaient pas affectés. Grace a
ces manipulations, nous pouvons conclure que I'augmentation de la transcription de
fat-6 dépend de nhr-80, alors que le niveau de transcription de fat-5 dépend a la fois
de nhr-80 et de daf-16, lipl-4 est une cible de nhr-80 mais pas de daf-16. Nous avons
également remarqué que la durée de vie du mutant glp-1, est diminuée, lorsque fat-
6 et fat-7 sont supprimés, et que I'ajout d’acide oléique permettait de restaurer la
durée de vie normale du mutant gip-1

Il est aussi connu que, comme les mutants daf-2, les mutants glp-7 possédent

plus de lipides que les vers sauvages. La seconde partie de mon stage a été
consacreée a I'étude de I'impact de la lignée germinale sur le métabolisme des lipides.

V. Le métabolisme des lipides

Le réseau métabolique est complexe et étroitement coordonné par la
circulation de sucres et de graisses, par le biais de voies de synthése, de stockage et
de dégradation. Les cellules décomposent les glucides, les acides aminés et les
lipides pour générer de I'ATP, la ressource d’énergie universelle de la cellule. La
libération des acides gras est ensuite activée par leurs acyl-coA respectifs provenant
des acyl-CoA synthase (ASCs)/ligase. La détérioration des acyl-CoA en acétyl-CoA

se produit dans le peroxysome ou la mitochondrie via des enzymes de 3 oxydation



A. Voie de synthése et de stockage

Chez C. elegans, les lipides sont stockés sous forme de gouttelettes lipidiques
dans les cellules intestinales et dans les cellules de I'hypoderme. Le corps de C.
elegans étant transparent, on peut directement visualiser la quantité de lipides de
I'animal. Plus le ver posséde des triglycérides, plus son corps apparait noir.

Chez le nématode, les voies métaboliques ont été examinées par rapport a
une voie bien connue, la voie de l'insuline. En effet, dans la plupart des cas, une
augmentation des lipides et une altération du métabolisme sont liées a une
augmentation de la durée de vie, une augmentation de la résistance aux stress et un
arrét au stade dauer (stade de « dormance » du ver lorsque ses conditions de
croissance ne sont pas favorables). Le meilleur exemple est le mutant daf-2 dont la
quantité de lipide augmente a I'age adulte

En 2003, une étude montre qu’une inactivation de 305 génes entrainent une
diminution de la quantité des lipides, que l'inactivation de 112 autres genes permet
'augmentation de la quantité des lipides et que 261 autres génes conduisent a une
diminution des lipides, accompagnée cependant d’'un arrét au stade larvaire, une
mort des embryons ou la stérilité du ver

La voie de l'insuline agit en paralléle d’'une autre voie appelée TGF-
(Transforming Growth Factor (), qui contréle le développement larvaire et le
stockage des lipides chez I'adulte. Chez C. elegans, DAF-7 est le ligand de la voie
de TGF-f. DAF-7 TGF-p est exprimé dans les neurones ASI, sous condition qu’il y
ait une induction du développement (il N’y a pas d’expression de TGF-f3 lorsque les
vers deviennent dauer).

Une augmentation de la quantité de lipides chez un mutant daf-2 est
supprimeée par une mutation de daf-16 ou de daf-18; cependant cette augmentation
n'est pas supprimée lorsqu’il y a une mutation de la voie TGF-f. Par exemple, un
double mutant daf-7 ;daf-16 arréte son développement au stade larvaire et ses

réserves lipidiques augmentent.



Chez les mammiféres, les voies de signalisation de la sérotonine et de
TUBBY, affectent les lipides. TUBBY code pour une protéine qui se trouve dans
I’hypothalamus. HTR2C code pour un récepteur a la sérotonine. Les souris
déficientes en TUBBY et HTR2C présentent le phénotype de I'obésité. Les vers
porteurs d’'une mutation pour le géne tph-1 codant pour la sérotonine, ou pour un
homologue de tubby, tub-1, montrent une augmentation des lipides

. De plus, la fonction de tubby dans le stockage
des lipides est indépendante de daf-16. Une augmentation de daf-2 ou de tub-1
entraine un accroissement de la durée de vie et une augmentation des lipides dans
l'intestin

Acetyl-CoA est le substrat clef pour la syntheése des acides gras. Il est
carboxylé par une acetyl-CoA carboxylase (ACC) pour former un molonyl-CoA. Il est
ensuite allongé par un acide gras synthase (fatty acid synthase : FAS), ce qui
aboutit, d'une maniére progressive, a la formation d’acides gras de différentes tailles.
Les différents acides gras produits vont ensuite étre transformés en acides gras
insaturés.

Chez C. elegans, I'inhibition de fat-5, de fat-6 ou de fat-7, génes codants pour
une enzyme permettant la transformation d’acides gras saturés en acide gras
insaturés (delta 9 fatty acide desaturation), est associée a une mobilisation des
lipides. Plus précisément, fat-5 code pour une palmitoyl-CoA desaturase, et fat-6 et
fat-7 codent pour une stearoyl-CoA desaturase (SCD). De plus, l'utilisation d’ARNi

contre fat-7 entraine une diminution de la durée de vie

L’enzyme delta 9 désaturase (SCD) catalyse la synthése d’acides gras
polyinsaturés (Polyunsatured fatty acids : PUFAs). SCD est donc impliqué dans le
maintien d’un niveau approprié d’acides gras insaturés vitaux pour le contrdle du
meétabolisme lipidique. Chez les mammiféres, une déficience en SCD1 favorise la
voie de la  oxydation et augmente la lipogenése dans le foie et les muscles. L’un
des mécanismes proposés est que l'inhibition de SCD1 permet 'accumulation
d’acides gras saturés acyl-CoA, entrainant la retro inhibition de l'acetyl-CoA
carboxylase (ACC), I'enzyme limitante de la synthése des acides gras.

Chez les mammiféres, SCD1 a été montrée comme étant une cible
thérapeutique pour I'obésiteé, le diabete et les maladies cardiovasculaires.



Chez C. elegans, I'enzyme delta 9 désaturase des acides gras est régulée
transcriptionellement par des SREBPs (Stérol Regulatory Element Binding Protein)

et des récepteurs d’hormones nucléaires (Nuclear Hormon Receptor : NHRs)

B. Les capteurs métaboliques et la coordination des différentes voies
métaboliques

1. Les SREBPs

« Sterol Response Element Binding Protein » est un régulateur transcriptionel

clef pour la synthése des lipides et des stérols chez les mammiféres
SREBP se trouve dans la membrane des réticulums

endoplasmiques. Le niveau de lipides cellulaires régule sa dégradation et sa
translocation dans le noyau, ou il active des génes impliqués dans le métabolisme
lipidique . Une inhibition de SREBP par
de I'ARNi, entraine une diminution de la synthése des gouttelettes lipidiques
intestinales

Chez les mammiféres, srebp-1 code pour un facteur de transcription qui
stimule I'expression de génes impliqués dans la synthése des acides gras, incluant
SCD1.

Chez C. elegans, 'hnomologue de SREBP s’appelle sbp-1. Il est exprimé dans
I'intestin et une suppression de sbp-1 entraine une diminution de la taille du ver, une

réduction du stockage des lipides et une réduction de la ponte

2. Les récepteurs d’hormones nucléaires

Chez les mammiféres, plusieurs récepteurs d’hormones nucléaires (NHR)
fonctionnent comme capteurs métaboliques et régulateurs importants dans la
balance énergétique

. L'utilisation d’ARNi spécifique d’'un NHR peut entrainer une augmentation ou



une diminution des lipides. Les NHRs connus chez les mammiféres sont souvent des
régulateurs du métabolisme des lipides et des stérols.

La famille des récepteurs d’hormones nucléaires incluant Peroxisome
Proliferator Activated Receptor (PPARSs), Liver X Receptor et Farnesoid Receptor
sont des régulateurs importants du métabolisme lipidique chez les mammiféres.
PPARs agit comme un hétérodimére avec le Récepteur X Rétinoide pour induire la
transcription des génes cibles du métabolisme lipidique . C.
elegans posséde 284 récepteurs d’hormones nucléaires tandis que les mammiféres
en possédent seulement 48.

Le premier récepteur d’hormone nucléaire découvert pour son réle dans le
meétabolisme lipidique chez C. elegans est NHR-49 . Le
mutant nhr-49 possede un niveau éleveé de lipides et sa durée de vie est réduite. nhr-
49 influence I'expression de 13 génes impliqués dans le contréle du métabolisme
des acides gras avec un role prononcé dans la voie de la § oxydation mitochondriale
et la désaturation des acides gras. En effet, NHR-49 permet I'expression de trois
acides gras désaturases chez C. elegans, qui sont fat-5, fat-6 et fat-7. L'expression
de FAT-5 et de FAT-7 est diminuée dans un mutant nhr-49 et 'expression de FAT-6
est réduite uniquement pendant les stades larvaires L3 et L4 de l'animal. Le
phénotype du mutant nhr-49 est attribué a une déficience dans deux voies
meétaboliques différentes : la voie de désaturation des acides gras et la voie de la p
oxydation mitochondriale

La voie de la B oxydation mitochondriale facilite la dégradation des lipides
stockés pour la production d’énergie. nhr-49 permet I'expression de trois génes
faisant partie de la voie de la p oxydation mitochondriale et deux de ces génes sont
impliqués dans le stockage des lipides. nhr-49 affecte également I'expression de
ACS-2 (Acyl-CoA synthase) suggérant que nhr-49 ne régule qu’une partie de la voie
de la g oxydation mitochondriale. En réponse au jeline, nhr-49 module I'expression

de ses deux voies dans le but d’'optimiser la consommation des lipides

Plus récemment, chez C. elegans, un nouveau récepteur d’hormone nucléaire
permettant la régulation de I'expression de I'’enzyme delta 9 désaturase a été
identifié. Il s’agit de NHR-80.



Les acides gras mono-insaturés (Monounsatured fatty acid (MUFAs)) sont les
principaux composants de la membrane de phospholipides et des triglycérides. Ces
molécules jouent un rdle important dans des processus cellulaires divers, tels que le
transport intermembranaire, le stockage d’énergie et la signalisation. Les MUFAs
sont synthétisés a partir d’acides gras saturés par les SCD qui introduisent une
double liaison entre le carbone neuf et dix de la chaine d’acides gras saturés.
Comme chez les mammiferes, C. elegans a besoin d’'une synthése d’acides gras
insaturés et de maintenir une régulation correcte de SCD, pour avoir une
composition d’acide gras optimale . C. elegans posseéde plusieurs
enzymes permettant l'insaturation des acides gras : A12 desaturase (FAT-2), A3
desaturase (FAT-1), A5 desaturase (FAT-4), A6 desaturase (FAT-3) et les 3 A9
desaturase (FAT-5, FAT-6, FAT-7)

(figure 20)

Chez les mammiferes, une altération du ratio des MUFAs a pour conséquence
des maladies cardiovasculaires et des cancers.

Le mutant nhr-80 ayant pour allele « tm1011 » a une délétion de 446 paires de
bases. Lorsque I'on utilise de '’ARNi contre nhr-80, ou alors le mutant nhr-80, il y a
une accumulation d’acide gras 18 : 0 et une réduction des acides gras 18 : 1A9.

NHR-49 et NHR-80 sont proposés pour étre dérivés du méme ancétre
commun, qui est aussi 'ancétre commun de HNF-4 chez le mammifére. L’expression
de FAT-5 et FAT-6 est réduite de 66% et 22% respectivement et I'expression de
FAT-7 est nulle chez un mutant nhr-80. L’altération du profil des acides gras du
mutant nhr-80 indique qu’il a un rdle dans le métabolisme des lipides chez C.
elegans

L’inactivation de NHR-64 et de NHR-25 entraine également des modifications
du métabolisme lipidique. L’inactivation par ARNi de nhr-64 entraine une diminution
des réserves lipidiques chez le double mutant fat-6 ;fat-7 et le mutant sbp-71. Les
sauvages traités avec un ARNi contre nhr-64 ont une augmentation de la synthese
des lipides . NHR-64 est donc un régulateur important du
stockage des lipides.

NHR-25, un autre récepteur d’hormone nucléaire, s’est révélé nécessaire
pour le métabolisme des lipides. En effet, le phénotype d’augmentation de quantité
de lipides du mutant asc-3 (Acyl-CoA synthase) requiert nhr-25, un régulateur clef de

la mue chez le ver. De plus, ASC-3 module aussi la fonction de nhr-25, qui a son tour



régule un programme endocrinien de consommation et de synthése des lipides. Ces
résultats montrent un lien entre acyl-CoA synthase et NHR-25 chez C. elegans
. Actuellement, au moins 26 génes acyl-CoA ont été trouvés

dans le génome humain

C. Les lipases

La capacité d'un individu a mobiliser I'’énergie qu'’il a stockée sous forme de
triglycérides, est la clef de sa survie au cours d'un jedne.

L’équilibre entre la lipogenése et la lipolyse est nécessaire pour répondre
continuellement aux besoins énergétiques induits par la mobilisation des
triglycérides. Chez le mammifére, il existe deux lipases clefs de la dégradation des
lipides. Il s’agit de 'Hormone Sensitive Lipase (HSL) et de '’Adipose
Triglycéride Lipase (ATGL)

Les tissus adipeux sont le site principal de stockage et de mobilisation des
lipides. La durée moyenne de vie des cellules adipeuses est estimée a 9,5 ans. Le
temps de demi vie d’'une molécule de triglycéride est estimé a 1,6 ans. Cela veut dire
que les lipides sont renouvelés en moyenne six fois. . La

lipolyse est donc un mécanisme important pour le renouvellement des lipides

Nous nous sommes intéressés au mécanisme de lipolyse chez le nématode
C. elegans et principalement aux génes responsables de la lipolyse chez un mutant
ne possédant pas de lignée germinale.

D. Lien entre la reproduction et le métabolisme lipidique

Une réduction de la reproduction est associée a une augmentation du

stockage lipidique et un allongement de la durée de vie dans de multiples

organismes. Cependant, la régulation de ces mécanismes est mal connue.



La reproduction est un processus énergétique couteux ayant des effets
importants sur la quantité de triglycérides, la forme principale de stockage d’énergie
chez I'animal

Au cours de la reproduction, I'animal dépense ses réserves eénergétiques. Une
réduction de la reproduction s’accompagne donc souvent d’'une augmentation des
réserves lipidiques entrainant une prise de poids et une plus forte augmentation de la

taille chez beaucoup d’espéces

La reproduction a des effets importants sur la physiologie des animaux. En
effet, ce phénomene est connu depuis I'antiquité. En 335 av J-C, Aristote note que la
castration, au stade juvénile, cause une augmentation de la taille par rapport a la
normale . Depuis ces
premiéres études sur la reproduction, beaucoup d’autres ont rapporté que la
gonadectomie peut augmenter la taille, la prise de poids et augmenter la quantité de

lipides chez la souris, le rat, les singes et d’autres mammiféres

Le méme phénomene est présent chez 'humain. En effet, la castration d’'un
homme lorsqu’il est jeune, cause une taille anormale
et un phénotype identique a ceux
que I'on observe chez des patients atteints d’hypogonadisme (personne ayant une
déficience dans la production d’hormones gonadales)
L’hypogonadisme est souvent accompagné d’'une accumulation de lipides
, une résistance a l'insuline et des syndromes métaboliques tel que le
diabéte.

Le lien entre 'hypogonadisme et un excés de lipides est bidirectionnel. Alors
qu’il est clair qu'une obésité importante peut causer de I’hnypogonadisme, des
expériences sur des animaux modeéles, suggérent que I'hnypogonadisme peut étre la
conséquence d’une accumulation de lipides . Par exemple, nous
pouvons remarquer qu’il existe une augmentation de la quantité de lipides chez les
femmes ménopausées ou atteintes du syndrome de
polykystose ovarienne

Le lien entre la reproduction et I'excés de lipides n'est pas limité aux

mammiféres. En effet, chez certaines variétés d’'insectes, comme les mouches, les



punaises, les criquets migrateurs et les sauterelles, une ovariectomie cause une
augmentation de lipides du corps gras, I'équivalent du tissus adipeux et du foie chez

les mammiféres

Il a été observé réecemment, que les drosophiles ne possédant pas de lignée
germinale avaient une augmentation de la quantité de lipides et une résistance au
jeane (figure 21). Chez C. elegans, la gonade semble aussi jouer un réle majeur
dans la régulation du stockage des lipides. En effet, les vers ne possédant pas de

lignée germinale, présentent une augmentation de la quantité de lipides

Le sujet de mon stage m’a permis de mieux comprendre les liens entre
meétabolisme lipidique, reproduction et vieillissement chez des animaux dépourvus

pas de lignée germinale.
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