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RÉSUMÉ 
 
 

La protéine kinase activée par le signal extracellulaire (ERK) est un régulateur positif de la 

prolifération cellulaire qui est souvent régulé à la hausse dans le cancer. Chez C. elegans, son 

orthologue MPK-1 stimule la prolifération des cellules souches germinales (CSG) de manière non 

autonome, à partir de l'intestin ou de la gonade somatique de l'animal. La manière dont MPK-1 

s'acquitte de cette tâche à partir de l'un ou l'autre de ces deux tissus n'est cependant pas claire. 

Pourtant, des jonctions communicantes relient la gonade somatique à la lignée germinale, et 

celles-ci sont essentielles à la prolifération des cellules souches germinales. Nous avons donc 

pensé que l'activité somatique de la MPK-1 somatique pourrait générer de petites molécules pro-

prolifératives qui pourraient se diffuser de l'intestin et/ou de la gonade somatique vers la lignée 

germinale. Ici, à l'appui de cette hypothèse, nous démontrons qu'une fraction de la petite 

molécule fluorescente imperméable à la membrane, la 5-carboxyflurescéine (5-CF), est transférée 

vers la lignée germinale après sa micro-injection dans l'intestin de l'animal. La plus grande partie 

de ce transfert nécessite le récepteur vitellin RME-2, mais une autre partie importante se produit 

indépendamment, par une voie inconnue. Nous montrons également que l'efficacité du transfert 

de l'intestin à la lignée germinale de cette fraction indépendante de RME-2 ne varie pas en 

fonction des taux de prolifération des CSG ou de l'activité MPK-1, ce qui indique que sa régulation 

n'est pas responsable de l'établissement des taux de prolifération des CSG. Enfin, nous montrons 

qu'à l'inverse, une fraction similaire de 5-CF injecté dans la lignée germinale est transférée dans 

l'intestin, démontrant la bidirectionnalité de cet échange. Dans l'ensemble, nos résultats 

établissent la possibilité d'un axe de signalisation spécifique entre l'intestin et la lignée germinale, 

médié par de petites molécules imperméables à la membrane, qui pourrait promouvoir la 

prolifération cellulaire des CSG de manière non autonome en aval de l'activité de la MPK-1, en 

passant d'un tissu à l'autre, notamment à travers des jonctions communicantes. 

 

Mot clés : Caenorhabditis elegans, cellules souches, lignée germinale, jonctions communicantes, 

ERK/MAPK, signalisation cellulaire 
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CHAPITRE I 

INTRODUCTION 
 
 

1.1 Cancer 
 

1.1.1 Développement du cancer 
 

Le cancer est le résultat d’une prolifération cellulaire anormale qui peut survenir 

dans tous les types de cellules du corps. Au cours du développement ainsi que tout au 

long de la vie adulte, de nombreux systèmes contrôlent l’équilibre du cycle de vie des 

cellules en réponse à des signaux de croissance, d’inhibition de croissance ou de mort 

cellulaire (Schafer 1998). Le cancer survient donc lorsque cet équilibre se rompt et 

provoque des divisions cellulaires excessives(Vermeulen, Van Bockstaele et al. 2003, 

Matthews, Bertoli et al. 2022). Il existe une grande variété de types de cancer qui peuvent 

tous varier dans leurs propriétés ainsi que dans leur réponse face à un traitement. 

Toutefois, les processus conduisant au développement du cancer sont assez similaires, 

peu importe le tissu d’origine ou le type de cancer.  

On nomme tumeur n’importe quelle masse désorganisée de cellules, pouvant être 

soit bénigne ou maligne. Une tumeur bénigne demeure confinée à son tissu d’origine sans 

envahir les tissus avoisinants (Patel 2020, Boutry, Tissot et al. 2022). Les cellules d’une 

tumeur bénigne ressemblent à des cellules normales et peuvent même aussi fonctionner 

normalement. Leurs effets sont souvent négligeables jusqu’au moment où elles 

deviennent assez grosses pour obstruer ou comprimer des structures internes. Dans le 

cas de tissus sécrétoires, une tumeur peut également mener à une sursécrétion 

hormonale (Skoric, Korsic et al. 1999).  Les tumeurs bénignes ont toutefois le potentiel de 

devenir malignes (Clark 1991). Une tumeur maligne aura la capacité d’envahir les tissus 

voisins en plus de se propager à travers tout le corps par les systèmes sanguins et/ou 
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lymphatiques, menant à l’apparition de métastase (Jang, Gardner et al. 2011). Les cellules 

qui composent ce genre de tumeur croissent et se divisent en général plus rapidement 

que les cellules normales (Patel 2020). La transformation d’une cellule normale en une 

cellule cancéreuse implique généralement plusieurs étapes, chacune ajoutant des 

propriétés qui rendent les cellules plus susceptibles de devenir une tumeur maligne 

(Vogelstein and Kinzler 1993). Plusieurs années peuvent être nécessaires pour accumuler 

les multiples mutations et/ou changements épigénétiques requis pour former une 

tumeur cancéreuse (Martincorena and Campbell 2015), ce qui fait en sorte que; la plupart 

des cancers se développent généralement plus tardivement dans la vie d’un 

organisme(Aunan, Cho et al. 2017, Berben, Floris et al. 2021). 

Au niveau cellulaire, le cancer commence lorsqu’une cellule se libère des 

contraintes normales de la division cellulaire et prolifère sans tenir compte des signaux 

environnants (Orgel 1963).  L’initiation de la tumeur est souvent causée par une simple 

mutation dans une première cellule (Cooper GM 2000; (Quintana, Shackleton et al. 2008). 

Toutes les cellules produites par division de cette première cellule ancestrale et de sa 

descendance clonale présentent alors la même prolifération excessive. La progression 

tumorale se poursuit alors que des mutations supplémentaires se produisent dans les 

cellules de la population clonale pour générer de nouveau sous-clones de plus en plus 

prolifératifs. Les changements qui portent vers l’oncogenèse modifient plusieurs 

propriétés fondamentales des cellules, permettant à celles-ci d’échapper aux contrôles 

normaux de croissance et de résister à l’apoptose, lui conférant finalement le phénotype 

complet de cancer (American cancer society 2015; (Coghlin and Murray 2010) (Figure 1). 
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Figure 1. Stade du développement tumoral.  

(A) Le développement tumoral débute lorsqu’une cellule (orange) à l’intérieur d’une population 

normale développe une mutation génétique. (B) La cellule altérée et ses descendantes se reproduisent 

rapidement. Après des années, une seconde mutation se produit (rose), amplifiant le phénomène de 

prolifération. (C) En plus de proliférer excessivement, la progéniture de cette cellule semble présenter 

une forme et une orientation anormale. Encore une fois, une autre mutation survient avec le temps 

(bleu). (D) Les cellules affectées deviennent encore plus anormales dans leur prolifération et leur 

apparence. La tumeur se contient in situ indéfiniment; certaines cellules peuvent à nouveau acquérir 

des mutations. (E) La tumeur maligne traverse les tissus, pouvant alors se propager et former des 

tumeurs secondaires à de nouveaux sites; un processus appelé métastase. (Weinberg 1996)  

 

 

 

 

 



 
 

 4 

1.1.2 Causes du cancer 
 

Le processus de formation du cancer est une interaction entre la génétique et 

l’environnement (Warburg 1956). La perte de régulation cellulaire responsable de la 

plupart des cas de cancer est due à des altérations génétiques et épigénétiques, elles-

mêmes se produisant de façon spontanée, ou bien étant causées par une exposition 

prolongée à divers cancérigènes, comme des produits chimiques, des hormones et parfois 

des virus (Institute of Medicine (US) 2007). À la suite de mutations ou de changements 

épigénétiques, la plupart des cellules cancéreuses perdent  un ou plusieurs systèmes de 

maintenance et réparation du génome, expliquant l’accumulation des nombreuses autres 

mutations qui s’en suivent (Amit, Citri et al. 2007, DeBerardinis, Lum et al. 2008). Les 

enzymes de réparation de l’ADN n’entravent pas directement la prolifération cellulaire, 

mais les cellules qui ont perdu la capacité de réparer les erreurs, les brèches ou les 

cassures dans l’ADN peuvent accumuler des mutations plus rapidement, et dans plusieurs 

gènes(Barnes and Lindahl 2004, Friedberg, Aguilera et al. 2006, Harper and Elledge 2007); 

notamment ceux qui sont essentiels pour le contrôle de la croissance et de la prolifération 

cellulaire (Ciccia and Elledge 2010). Ainsi, des mutations dans deux grandes catégories de 

gènes sont souvent impliquées dans l’oncogenèse : les oncogènes et les gènes 

suppresseurs de tumeurs (Spandidos 2007, Kontomanolis, Koutras et al. 2020).  

Les oncogènes sont les gènes qui favorisent la croissance normale des cellules 

(Cooper GM 2000; (Perona 2006); des mutations peuvent les activer, ce qui favorise la 

croissance de manière excessive (Todd and Wong 1999). Ces mutations oncogéniques 

peuvent être causées, soit par des modifications ponctuelles qui conduisent à une forme 

hyperactive du proto-oncogène, par un événement d’amplification génique qui entraîne 

de nombreuses copies du proto-oncogène dans le génome et des niveaux d’expression 

plus élevés de ce gène, ou encore par une mutation dans la région promotrice du proto-

oncogène qui conduit à une augmentation de son expression (Bell 1988). Ces mutations 

ont souvent un comportement dominant étant donné que l’altération d’un seul allèle 
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peut suffire pour conduire à une prolifération cellulaire incontrôlée(Viallet and Minna 

1990). 

Les gènes suppresseurs de tumeur sont ceux qui freinent normalement la 

prolifération cellulaire (Lane 1992, Lu, Luo et al. 2008, Joyce, Rayi et al. 2024). Les 

mutations qui les inactivent vont ainsi permettre des divisions cellulaires inappropriées 

(Jones and Thompson 2009). Ces mutations sont souvent qualifiées comme perte de 

fonction. Elles peuvent être causées par la suppression du gène suppresseur de tumeur, 

par une mutation ponctuelle qui conduit à une protéine fonctionnellement inactive, ou 

par une mutation qui perturbe la région promotrice, entraînant une perte ou une 

réduction de son expression. Puisqu’en général une copie du gène suppresseur de tumeur 

suffit pour contrôler la prolifération cellulaire, les deux allèles de ce gène doivent souvent 

être perdus ou inactivés pour favoriser la formation d’une tumeur, donnant un caractère 

génétiquement récessif à ce genre de mutation oncogénique(Bookstein and Allred 1993). 

 

1.1.3 Propriétés des cellules cancéreuses  
 

La croissance incontrôlée de la tumeur engendre une série d’anomalies qui 

affectent de nombreux mécanismes régulatoires chez les cellules. Pour devenir 

cancéreuses, les cellules doivent passer par une série de changement physiologique 

distinct (Hsu and Sabatini 2008). Elles vont souvent présenter des dysfonctions au niveau 

de la régulation de leur prolifération, de leur différenciation et de leur survie. Puisque 

leurs mécanismes de contrôle sont défectueux, les cellules cancéreuses vont continuer 

d’acquérir des mutations et éventuellement de développer des capacités invasives (Loeb 

and Loeb 2000). Ces différentes capacités acquises lors du développement du cancer et 

permettant la croissance tumorale ont été séparées en dix groupes distincts selon le 

chercheur Weinberg dans son article Hallmarks of Cancer: The Next Generation(Hanahan 

and Weinberg 2011) (Figure 2). Elles incluent l'autosuffisance en signaux de croissance, 

permettant aux cellules de se diviser sans dépendre de signaux externes, et l'insensibilité 
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aux signaux inhibiteurs de la croissance cellulaire. De plus, les cellules cancéreuses 

échappent à la mort cellulaire programmée et présentent une capacité de prolifération 

illimitée, souvent en maintenant leurs télomères. Elles favorisent également 

l'angiogenèse, c'est-à-dire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour alimenter 

leur croissance. Enfin, elles peuvent envahir les tissus voisins et se propager à d'autres 

parties du corps. En complément, des traits supplémentaires comme l'inflammation, les 

modifications du métabolisme énergétique et l'évasion du système immunitaire 

soutiennent ces caractéristiques, offrant une meilleure compréhension du 

développement et de la progression du cancer, et ouvrant la voie à de nouvelles 

approches thérapeutiques(Hanahan and Weinberg 2011). 

 

Figure 2. Les dix caractéristiques d’un cancer, selon Hallmarks of Cancer: The Next 
Generation  
(Hanahan and Weinberg 2011)  
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1.1.4 Traitements 
Le cancer est une séquence très compliquée d’état pathologique progressant 

graduellement vers une perte généralisée du contrôle de la croissance. Les traitements 

les plus conventionnels proposés contre le cancer comprennent souvent un retrait 

chirurgical de la tumeur suivi par un traitement de radiothérapie ou de chimiothérapie. 

Toutefois, la chirurgie est souvent plus efficace dans un stade précoce du développement 

de la maladie. La radiothérapie consiste quant à elle à exposer le tissu cancéreux à un 

faisceau de rayonnement. Les radions causent la destruction des cellules cancéreuses en 

induisant des dommages à leurs ADN; mais vont également endommager les cellules 

et/ou les tissus sains, d’où l’importance de focaliser le faisceau sur la tumeur. La 

chimiothérapie va également endommager les cellules saines, et de façon systématique, 

surtout les cellules en division rapide. Le problème majeur rencontré avec les traitements 

de chimiothérapie est la chimiorésistance, qui se produit quand des cellules cancéreuses 

initialement supprimées par un médicament anticancéreux développent une résistance 

au médicament. Cela est le plus souvent dû à une réduction de l’absorption de 

médicaments et/ou à une augmentation de l’efflux de médicaments (Coley 2008, 

Chatterjee and Bivona 2019).  

Un domaine d’intérêt clé dans la recherche pour le développement de nouveaux 

traitements contre le cancer réside dans l’exploitation des anomalies moléculaires des 

cellules cancéreuses pour provoquer leur destruction (Kroemer and Pouyssegur 2008, 

Stine, Schug et al. 2022). La thérapie médicamenteuse ciblée consiste en l’utilisation de 

drogues ou substances qui ont un effet sur une ou plusieurs caractéristiques nécessaires 

pour le développement du cancer (Figure 2). Les recherches sur le traitement du cancer 

sont donc axées sur la compréhension des systèmes de régulation cellulaire et sur les 

molécules qui y ont un rôle à jouer (McDonald and El-Deiry 2000, Ellis and Reardon 2009, 

Davies and Samuels 2010). Plusieurs protéines et cascades réactionnelles sont impliquées 

dans ces processus régulatoires. Certaines thérapies ciblées par exemple inhibent les 

enzymes qui favorisent la croissance des cellules cancéreuses. Ces médicaments sont 
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appelés inhibiteurs enzymatiques. Le blocage de ces signaux cellulaires peut ainsi 

empêcher le cancer de grossir et de se propager (Citri and Yarden 2006). 

 

1.2 Les cellules souches 
 

Dans de nombreux cas, la division cellulaire est décrite comme une cellule mère 

qui donne naissance à deux cellules filles qui lui ressemblent et se comportent 

exactement de la même manière qu’elle. Lorsque les propriétés de la descendance ne 

changent pas, on parle d’une division symétrique. Des différences peuvent toutefois 

survenir quand deux cellules sœurs, qui étaient identiques, divergent sous l’effet de 

différents effets développementaux ou environnementaux. Les cellules filles produites 

lors d’une division asymétrique diffèrent dès leur naissance, pouvant même aller jusqu’à 

hériter chacune d’une partie différente de la cellule mère. Les cellules filles ont alors une 

taille, une forme et/ou une composition différente. Leurs gènes peuvent également être 

dans différents états d’activation afin de leur assigner des destins distincts(Morrison and 

Kimble 2006). 

Les cellules souches sont des cellules non spécialisées qui sont capables de se 

cloner par divisions symétriques en plus de pouvoir générer des types spécifiques de 

cellules plus spécialisées, soit à travers leur différenciation, soit à travers des divisions 

asymétriques. Elles jouent un rôle crucial durant le développement et la vie adulte des 

organismes (Morrison and Kimble 2006). Chez l’humain, il existe plusieurs étapes de 

différenciation durant le développement embryonnaire et, à chacune de celles-ci, le 

potentiel de différenciation des cellules souches diminue (Zakrzewski, Dobrzyński et al. 

2019) (Figure 3). 

Les cellules souches totipotentes sont capables de se diviser et de se différencier 

en toutes les cellules du corps ainsi que les cellules de soutien (e.g. placenta) qui sont 

nécessaires au développement embryonnaire (Cai, Chen et al. 2022). Elles ont le plus haut 

potentiel de différenciation (Zakrzewski, Dobrzyński et al. 2019). Un exemple de cellule 
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totipotente est le produit de la fertilisation d’un ovocyte par un spermatozoïde, le zygote. 

Après quelques divisions cellulaires supplémentaires, l’embryon forme le blastocyste 

(Condic 2014). À ce moment, la masse cellulaire interne du blastocyste se restreint et 

devient pluripotente.  

Les cellules souches embryonnaires (ES) sont un exemple de cellules souches 

pluripotentes. Les cellules ES peuvent se différencier en tous les types cellulaires formant 

les trois feuillets embryonnaires primaires (endoderme, ectoderme et mésoderme)  

(Sukoyan, Vatolin et al. 1993, Larijani, Esfahani et al. 2012), mais pas en structures 

nécessaires à la formation d’un placenta. Un autre exemple de cellules souches 

pluripotentes est les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) (Zakrzewski, 

Dobrzyński et al. 2019). Les iPSC sont générées artificiellement à partir de cellules 

différenciées, qui sont reprogrammées pour devenir pluripotentes grâce à l’induction de 

facteurs de transcription normalement exprimés dans les cellules ES (Takahashi and 

Yamanaka 2006). La culture des iPSC et leur utilisation sont très prometteuses pour la 

médecine régénératrice actuelle et future (Biehl and Russell 2009).  

Les cellules souches multipotentes ont la capacité de générer un certain nombre 

de différents types de cellules spécialisées, mais pas tous; c’est-à-dire que leur spectre de 

différenciation est plus étroit que celui des cellules pluripotentes. Par exemple, une 

cellule souche hématopoïétique, en plus de se reproduire elle-même, génère plusieurs 

types de cellules sanguines, mais jamais une cellule hépatique (Mosaad 2014).  Les 

cellules souches multipotentes sont indifférenciées; en général, elles n’expriment pas les 

protéines caractéristiques de leurs descendants différenciés (Ratajczak, Zuba-Surma et al. 

2012). Après différenciation, une cellule souche hématopoïétique devient une cellule 

unipotente. 

Les cellules unipotentes peuvent continuer de proliférer mais ne peuvent se 

différencier qu’en quelques types cellulaires limités aux cellules leur lignée (Alison, 

Poulsom et al. 2002). Une cellule progénitrice lymphoïde est un exemple qui peut se 

différencier en globules blancs, mais pas en globules rouges.  
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Figure 3. Niveaux de potentiel de différenciation des cellules souches.  

Les cellules souches totipotentes peuvent se transformer en n'importe quel type de cellule, y compris celles 

nécessaires pour former un organisme entier et le placenta. Les cellules souches pluripotentes peuvent se 

spécialiser en cellules des trois couches germinales embryonnaires (ectoderme, endoderme, mésoderme). 

Les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) sont génétiquement reprogrammées à partir de cellules 

adultes différenciées pour acquérir des propriétés similaires aux cellules souches pluripotentes. Les cellules 

souches multipotentes sont plus spécialisées et peuvent donner naissance à un nombre limité de types 

cellulaires liés dans des lignées spécifiques. Les cellules souches unipotentes ont une capacité de 

différenciation restreinte à un seul type de cellule mature spécifique à un tissu ou un organe (Ivkosic, Fures 

et al. 2023).  
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1.2.1 Biologie des cellules souches 
 

Les cellules souches ont besoin d’un environnement particulier afin de garder leur 

état indifférencié. En plus de facteurs intrinsèques comme des protéines régulatrices, 

elles ont également besoin de facteurs extrinsèques, comme des hormones ou des 

signaux provenant des cellules environnantes (Morrison, Wright et al. 1997). 

L’environnement dans lequel les cellules souches peuvent survivre et fonctionner se 

nomme une niche (Schofield 1978). La niche cellulaire est un microenvironnement 

spécifique qui joue un rôle crucial dans le maintien, la régulation et la survie des cellules 

souches. Elle se réfère à un espace dans un tissu où des cellules souches résident et se 

développent, et elle est constituée de divers composants, notamment des cellules de 

soutien, de la matrice extracellulaire, des molécules d’adhésion, ainsi que des facteurs 

biochimiques intrinsèques et extrinsèques (Voog and Jones 2010, Singh 2012). Les 

contacts directs entre les cellules souches et celles des différentes composantes de leur 

niche crée un microenvironnement dynamique propice au maintien et à la régulation des 

cellules souches (Voog and Jones 2010).  

Le concept de niche se manifeste différemment chez les organismes. Elle doit 

généralement maintenir une population adéquate de cellules souches, généralement en 

bloquant leur différenciation (Morrison and Spradling 2008). La taille et l’étendue de la 

signalisation d’une niche définissent ensemble un espace limité dans lequel les cellules 

souches peuvent exister (Li and Xie 2005). Chez la femelle drosophile, la cellule de la coiffe 

agit à titre de niche en activant la signalisation TGF-B dans les cellules souches germinale 

(Lin 2002, Yamashita, Fuller et al. 2005). Lorsqu’une cellule souche se divise, l’une des 

deux filles reste à proximité de la coiffe et est maintenue comme étant une cellule souche 

tandis que l’autre fille s’éloigne de la coiffe et entame le processus de différenciation  

(Sahai-Hernandez, Castanieto et al. 2012). La drosophile mâle utilise plutôt la signalisation 

JAK/STAT par l’entremise des cellules pivots qui composent la niche (Issigonis, Tulina et 

al. 2009).  
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Chez C. elegans, la niche, qui se compose d’une cellule à l’extrémité distale de 

chacun des bras des gonades, utilise la signalisation Notch pour maintenir une population 

de cellules souches germinales (Kimble and Crittenden 2007). Ici, la division est toutefois 

symétrique, et donne naissance à une population au sein de laquelle il y a une progression 

vers la différenciation au fur et à mesure que les cellules s’éloignent de la niche (Kimble 

and Crittenden 2007). L’orchestration de ces différents signaux est essentielle pour une 

bonne régulation du renouvellement des cellules souches ainsi que de l’engagement de 

la différenciation de la lignée germinale. 

1.2.2 Fonctionnement de la division  
 

Les signaux envoyés par la niche vont décider du destin qu’emprunteront les 

cellules souches. En se basant sur les deux caractéristiques des cellules souches, soit leur 

capacité à se cloner ou à se différencier, elles peuvent être décrites comme ayant quatre 

issus (Watt and Hogan 2000, Molofsky, Pardal et al. 2004, Biehl and Russell 2009) (Figure 

4). Un premier destin possible est la quiescence de la cellule; elle maintient sa place dans 

la niche sans se diviser ou se différencier. Un deuxième destin des cellules souches est 

l’autorenouvellement symétrique. Les cellules filles qui résultent de la division sont 

exactement comme la cellule mère. On augmente ainsi la population de cellules à partir 

desquelles des cellules différenciées peuvent se développer lors de prochaines divisions. 

Le troisième destin survient lorsque deux cellules filles différentes sont générées. L’une 

est une copie de la cellule mère, tandis que l’autre est une cellule différenciée, donc plus 

spécialisée que la cellule mère. L’autorenouvellement asymétrique permet la génération 

d’une descendance différenciée nécessaire au développement et à la régénérescence des 

tissus, en plus de maintenir la population de cellules souches. Le dernier destin possible 

est lorsqu’une cellule souche se divise afin de former deux cellules filles différenciées. 

Cette division symétrique augmente la population de cellules différenciées tout en 

diminuant le bassin de cellules souches.  
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Figure 4. Les destins possibles pour les cellules souches  
(Biehl and Russell 2009) 

 

 

1.3 Modèle d’étude 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) est un nématode non pathogène, non 

segmenté et dont toutes les cellules sont transparentes et donc visibles au microscope 

dans les individus complets et vivants. La transparence de leur cuticule permet également 

l’étude des processus biologiques in vivo à l’aide de protéines fluorescentes (Burnell, 

Houthoofd et al. 2005). C. elegans est composé d’une cuticule et de cellules épidermales 

qui entourent l’intestin, la gonade, des cellules musculaires et environ 300 neurones 

(White, Southgate et al. 1986) (Figure 5). À l’âge adulte, le nématode compte 959 cellules 

somatiques et seules les cellules germinales continuent à se diviser (Altun, Z.F. and Hall, 

D.H. 2009). C. elegans est largement utilisé comme modèle d’étude, car il comporte de 

nombreux avantages pour la recherche en biologie moléculaire et cellulaire, en biochimie 
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et en génétique (Corsi, Wightman et al. 2015). Le génome de C. elegans est complètement 

séquencé et son homologie démontre une forte conservation des mécanismes 

moléculaires et cellulaires avec l’humain (Lai, Chou et al. 2000). Au moins 38 % des gènes 

codant pour les protéines de C. elegans ont des orthologues prédit dans le génome 

humain (Shaye and Greenwald 2011), tandis que 60 à 80 % des gènes humains ont un 

orthologue dans le génome de C. elegans (Kaletta and Hengartner 2006). Puis, 40 % des 

gènes étants associés à des maladies humaines ont des orthologues clairs dans le génome 

de C. elegans (Culetto and Sattelle 2000).  

Le nématode est également un modèle intéressant pour sa petite taille, sa facilité 

de culture, une facilité à éditer son génome par micro-injection et son cycle de vie rapide 

(Corsi, Wightman et al. 2015). La souche sauvage possède deux formes sexuelles; 

l’hermaphrodite (Figure 5a), qui s’autoféconde et le mâle (Figure 5b). L’importance des 

mâles repose sur l’échange de matériel génétique qui est souvent avantageux lors de 

périodes stressantes (Ward and Carrel 1979). Ils sont toutefois rares et la forme 

hermaphrodite est prédominante. Les hermaphrodites sont essentiellement des femelles 

qui produisent temporairement du sperme avant de produire des ovocytes (Corsi, 

Wightman et al. 2015). Lorsque l’hermaphrodite (XX) est croisé à un mâle (XO), le taux 

d’apparition de mâles est de 50%. Ainsi, il est facile de combiner des mutations 

homozygotes en accouplant les mâles 𝑌!/!𝑍#/# et un hermaphrodite 𝑌#/#𝑍!/!  pour 

produire un hermaphrodite double mutant 𝑌#/#𝑍#/#qui s’automaintiendra par la suite. 
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Figure 5. Anatomie de C. elegans 

Principales caractéristiques anatomiques d'un hermaphrodite (A) et d'un mâle (B), le système nerveux 

et les muscles sont omis sur cette vue, qui révèle plus clairement le pharynx et l'intestin. (C) Coupe 

transversale de la région antérieure de l'hermaphrodite C. elegans (emplacement marqué par une 

ligne noire en A) montrant les quatre quadrants musculaires entourés par l'épiderme et la cuticule, 

l'intestin et la gonade étant logés dans la cavité pseudocœlomique. (Corsi, Wightman et al. 2015) 
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1.3.1 Cycle de vie 
En laboratoire, C. elegans est cultivé sur des plaques d’Agar NGM (Nematode 

Growth Medium) et nourrit grâce à un tapis bactérien d’Escherichia coli (E. coli) (Gems 

and Riddle 2000). Les populations de vers sont maintenues à des températures entre 15 

et 25°C; la maintenance à différentes températures influence principalement la vitesse 

de son développement. Un vers adulte de la souche sauvage peut concevoir jusqu’à 300 

descendants grâce au sperme emmagasiné dans leur spermathèque (Corsi, Wightman et 

al. 2015).  Lorsque l’œuf éclot, l’animal s’en retrouve à son premier stade larvaire (L1). La 

larve va ensuite se nourrir et passer par trois autres stades larvaires (L2-L4) (Figure 6). Le 

stade L1 dure environ 16 heures tandis que les autres stades sont d’environ 12 heures 

lorsque l’animal est bien nourri et maintenu à une température de 20°C. Une fois adulte, 

l’animal atteint une longueur de 1,3mm et pond pendant environ 2-3 jours. Après la 

période de reproduction, un hermaphrodite peut vivre plusieurs semaines. Le stade 

adulte est toutefois rarement observé dans la nature, car son développement nécessite 

des conditions optimales. Lorsqu’une jeune larve C. elegans est exposée à des conditions 

environnementales difficiles (manque de nourriture, température extrême, densité de 

population trop élevé), elle peut entrer dans un état de dormance alternatif au troisième 

stade larvaire (appelé « dauer ») (Burnell, Houthoofd et al. 2005). L’état du milieu est 

déterminé par des neurones chimio et thermosensibles (Albert and Riddle 1983). Si par 

exemple la nourriture vient à manquer, le développement dauer sera enclenché. Ce 

développement alternatif est contrôlé par deux voies de signalisation du système 

endocrinien : la voie TGF-β/DAF-7 et la voie de signalisation insuline IGF-1 (IIS) (Patterson 

and Padgett 2000). La physiologie et la structure de la plupart des cellules du vers, de 

même que sa durée de vie, seront alors modifiées. Le métabolisme du nématode change, 

lui permettant ainsi de vivre jusqu’à 3 mois, soit 4 à 8 fois plus longtemps qu’un vers 

normal (Hu 2007). Le dauer ne se nourrit pas et utilise comme source d’énergie les lipides 

qu’il entrepose dans son intestin et son hypoderme, le développement de la lignée 

germinale est mis sur pause et il apparait majoritairement immobile (Narbonne and Roy 
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2009, Wolkow and Hall 2015). Cet état est toutefois réversible lorsque les conditions 

environnementales sont à nouveau favorables. 

 

Figure 6. Cycle de vie du nématode C. elegans. 

La taille de l’animal augmente tout au long des quatre stades larvaires, mais il n’est pas possible de 

facilement discernés le sexe des individus avant le stade L4. Au stade L4, on distingue les 

hermaphrodites par leur vulve en développement qui forme un petit croissant blanc (tête de flèche 

blanche); les mâles se distinguent par leur queue effilée à la circonférence plus large (tête de flèche 

noire). Les larves dauer sont plus minces que tous les autres stades larvaires. Ce stade alternatif et 

réversible ; les larves peuvent reprendre le cours normal de leur développement lorsque les conditions 

redeviennent favorables. (Corsi, Wightman et al. 2015) 
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1.3.2 Le développement de la lignée germinale 
 

Le système reproducteur du C. elegans hermaphrodite peut être divisé en trois 

parties : la gonade somatique, la lignée germinale et l’appareil de ponte des œufs. La 

gonade somatique et la lignée germinale forment ensemble deux tubes symétriques en 

forme de U qui se rejoignent au centre de l’animal pour former l’utérus. Au moment de 

l’éclosion, l’appareil reproducteur de la larve contient les premières cellules germinales 

(Z2 et Z3) ainsi que les précurseurs de la gonade somatique (Z1 et Z4) (Schedl 1997, 

Hubbard and Greenstein 2000, Hubbard and Greenstein 2005). À la fin du stade L1, on 

distingue deux cellules à l’extrémité distale (distal tip cells – DTC) formées à partir des 

précurseurs somatiques Z1 et Z4. Les DTC sont importantes pour le développement de la 

lignée germinale ainsi que pour le contrôle de la prolifération des cellules souches 

germinales (CSG). Durant la croissance de l’animal, les DTC ainsi que d’autres cellules 

environnantes favorisent la prolifération de la lignée germinale. À la fin du stade L3, 

l’extension de la gonade somatique crée la formation de deux populations de cellule 

germinale ; les cellules dans la zone proximale de la gonade vont entrer en méiose tandis 

que les cellules germinales près de la DTC vont continuer à proliférer (Morrison and 

Kimble 2006).  La production de sperme démarre durant le stade L4. La lignée germinale 

passe ensuite à la fabrication d’ovocytes lors du passage au stade adulte et pour le reste 

de son existence (Figure 7).  

La lignée germinale adulte est un syncytium et présente une polarité distale 

proximale (Lints and Hall 2005). Une population de cellules mitotiques comprenant les 

cellules souches et leur progéniture mitotique située à l’extrémité la plus distale de la 

gonade tandis que des cellules en méiose s’étendent proximalement à partir d’une zone 

de transition mitose-méiose. Parmi les cellules méiotiques se trouve également un 

gradient de progression méiotique avec des étapes successives de prophase méiotique 

s’étendant de la zone de transition, autour de la boucle et jusque dans le bras proximal 

de la gonade (Hansen, Wilson-Berry et al. 2004).  
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Figure 7. Développement de la lignée germinale. 

Schéma de couleurs lignée germinale : région mitotique jaune, transition vert clair (prophase précoce 

de la méiose I), pachytène vert foncé, spermatogenèse bleu foncé et oogenèse rose. La frontière 

mitose/méiose est indiquée à la fin de L3 et à la fin de L4 par des flèches vert clair. La frontière 

mitose/méiose est indiquée ici par un dégradé de couleur jaune/vert. Schéma de couleurs des gonades 

somatiques : DTC rouge, cellules précurseurs de la gaine/spermathèque bleues, noyaux de la gaine 

somatique bleu clair, spermathèque grise et utérus blanc. Les noyaux germinaux et leur cytoplasme 

environnant sont souvent appelés « cellules germinales », bien qu’ils soient ouverts à un noyau de 

cytoplasme partagé (rachis) pendant une grande partie de leur développement. (Hubbard and 

Greenstein 2005) 
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1.3.3 Régulation de l’avenir des cellules souches germinales 
 

C’est dans la partie distale de chacun des deux bras de la gonade que l’on trouve 

une population de cellules souches germinales (CSG) chez C. elegans. Elles ont deux 

avenirs possibles : proliférer ou se différencier et devenir des gamètes. Le choix est assuré 

par la niche, une zone délimitée par l’étendue du signal produit par la DTC. Un vers 

possède deux DTC, chacune situé au bout de la gonade antérieure ou postérieure. Ces 

cellules possèdent des prolongements cytoplasmiques autour des CSG et produisent des 

signaux qui définissent la zone d’inhibition de leur différenciation; tant que les CSG sont 

à la portée de ces signaux, elles se divisent de façon symétrique (Cinquin, Crittenden et 

al. 2010, Byrd, Knobel et al. 2014). Elles vont donc proliférer jusqu’à ce que se produise 

un débordement des cellules filles en dehors du champ d’action des signaux inhibitoires 

de la différenciation (Hubbard and Schedl 2019). Une fois hors de cette région, les cellules 

germinales entament leur programme de différenciation. Les cellules souches et leur 

progéniture qui entament le programme de différenciation, mais qui ne sont pas encore 

différenciées forment la zone appelée zone progénitrice (PZ) (Crittenden, Leonhard et al. 

2006, Cinquin, Crittenden et al. 2010, Byrd, Knobel et al. 2014, Hubbard and Schedl 2019). 

À mesure qu’elles progressent vers la partie proximale du tube de la gonade, les cellules 

germinales vont finir par se différencier complètement et former les gamètes (sperme et 

ovocytes) (Crittenden, Eckmann et al. 2003). 

La signalisation Notch contrôle la prolifération de la lignée germinale dans le 

développement larvaire, en plus d’être responsable de maintenir la population de CSG 

chez l’adulte (Austin and Kimble 1987, Kimble and Crittenden 2007). C’est cette 

signalisation qui définit la position de la zone mitotique (Lee, Sorensen et al. 2016). Cette 

signalisation localisée est accomplie par l’expression dans la DTC de ligands de 

signalisation, LAG-2 et APX-1, qui empêchent la différenciation des CSG en activant le 

récepteur Notch, GLP-1 (Henderson, Gao et al. 1994). LAG-2 est synthétisé par la DTC et 

inséré dans sa membrane. GLP-1 est synthétisé dans la lignée germinale et inséré dans 

les membranes des CSG (Austin and Kimble 1987, Crittenden, Troemel et al. 1994, Gao 
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and Kimble 1995). LAG-2 va ensuite se lier et activer GLP-1. Lorsqu’activé, son domaine 

transmembranaire est clivé et transloque au noyau. Ceci déclenche ensuite la répression 

de gènes normalement impliqués dans la différenciation cellulaire (Hansen, Wilson-Berry 

et al. 2004). La signalisation Notch induit donc les cellules germinales voisines à rester 

dans le cycle cellulaire mitotique.  

 

 

1.3.4 Régulation de la prolifération des cellules souches germinales 
 

Lorsque les cellules souches sont à portée des signaux de la niche, elles peuvent 

soit se diviser ou soit rester en quiescence. Certains facteurs de croissance peuvent 

promouvoir la prolifération des CSG tandis que l’absence de ceux-ci promeut la 

quiescence. On compte pour l’instant deux voies de signalisation capable de stimuler la 

prolifération des CSG (Figure 8). Une première voie de signalisation influence 

systémiquement la prolifération des CSG en fonction de la disponibilité des nutriments 

(Narbonne and Roy 2006, Michaelson, Korta et al. 2010). Les CSG auront tendance à 

proliférer chez un animal bien nourri tandis qu’un animal privé de nourriture présentera 

une prolifération plus faible. La seconde voie de signalisation est régule la prolifération 

des CSG de manière plus localisées, et l’ajuste selon le besoin de l’organisme pour sa 

progéniture différenciée (Morgan, Crittenden et al. 2010, Cinquin, Chiang et al. 2016, 

Narbonne, Maddox et al. 2017).  
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Figure 8. Mécanismes de régulation des cellules souches. 

(A) Représentation schématique des deux mécanismes connus qui favorisent la prolifération des 

CSG. Les apports nutritionnels favorisent la prolifération des CSG en activant la voie IIS. La forte 

demande en ovocytes active également (par un mécanisme non connu) la voie ERK/MAPK qui 

favorise de façon non-autonome la prolifération des CSG. (B) Lorsque le sperme vient à manquer, 

les ovocytes s’accumulent, réduisant ainsi la demande du tissu. Hypothétiquement, cette 

accumulation mène à l’inhibition de la voie ERK/MAPK, diminuant donc la prolifération des CSG. 

(C) Modèle simplifié de la régulation de la prolifération des cellules souches par la nutrition et la 

demande tissulaire(Valet and Narbonne 2022).  
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1.3.4.1 Régulation systémique des cellules souches germinales 
 

Durant le développement larvaire de l’hermaphrodite C. elegans, les CSG 

prolifèrent de manière ininterrompue pour former une population de progéniteurs qui 

pourra maintenir la production de gamètes lors de la période de reproduction de l’adulte. 

La voie de signalisation insuline IGF-1 (IIS) est activée en réponse à la présence de 

nutriments, afin de favoriser systémiquement la prolifération des CSG (Narbonne and Roy 

2006, Michaelson, Korta et al. 2010). Dans ce système, si l’animal est bien nourri, le 

récepteur à l’insuline DAF-2 inhibe la translocation au noyau du facteur de transcription 

DAF-16/FOXO (Lin, Hsin et al. 2001, Narbonne, Maddox et al. 2017) DAF-16 joue un rôle 

dans l’inhibition de la prolifération des CSG, de la différenciation, de la progression 

mitotique et de la maturation des ovocytes. Lorsque les conditions environnementales 

deviennent difficiles ou que les nutriments viennent à manquer, la voie IIS est diminuée 

et le développement larvaire est mis sur pause (Narbonne, Maddox et al. 2015). Les CSG 

arrêtent momentanément leur cycle cellulaire afin de mieux préserver l’énergie de 

l’animal. La diminution de la prolifération des CSG par une signalisation IIS compromise 

nécessite donc en grande partie l’activité du facteur de transcription DAF-16 (Michaelson, 

Korta et al. 2010).  

Chez l’adulte, le besoin en cellules souches différencié diminue et varie selon le 

besoin du tissu. D’autres facteurs sont alors requis pour assurer la quiescence des CSG, 

en aval ou en parallèle de la voie IIS. Parmi ceux-ci, on compte notamment DAF-18/PTEN, 

qui antagonise localement la voie IIS lorsque le besoin en ovocytes n’est plus présent 

(Fukuyama, Rougvie et al. 2006, Narbonne, Maddox et al. 2015). PAR-4/LKB1 et AAK-

1/AMPK ont également leur rôle à jouer, sans que l’on sache exactement comment leurs 

activités viennent à promouvoir la quiescence des CGC(Narbonne and Roy 2006, 

Narbonne, Hyenne et al. 2010).  

 

 



 
 

 24 

1.3.4.2 Régulation homéostatique localisée des cellules souches germinales 
 

Chez l’hermaphrodite C. elegans adulte, la prolifération des CSG est également 

couplée avec la demande du tissu en ovocytes. Chez les animaux bien nourris, mais dont 

la spermathèque est vide, la prolifération des CSG diminue, et ce même si la voie IIS est 

encore activée (Narbonne, Maddox et al. 2015). Comme ils ne peuvent plus être fécondés, 

les ovocytes matures s’accumulent dans la partie proximale du bras de la gonade (Miller, 

Nguyen et al. 2001). Ceci provoque un signal de rétroaction spécifique, et donc localisé, 

au bras de la gonade déficiente en sperme afin d’abaisser le taux de prolifération des CSG 

dans la partie distale (Morgan, Crittenden et al. 2010, Cinquin, Chiang et al. 2016). Ce 

signal est indépendant dans chaque bras de la gonade, ce qui veut dire que le bras qui ne 

contient plus de sperme n’impactera pas la prolifération des CSG dans l’autre bras 

(Narbonne, Maddox et al. 2015).  

L’accumulation d’ovocytes supprime le signal de la voie MPK-1 (Miller, Nguyen et 

al. 2001, Narbonne, Maddox et al. 2017). La protéine MPK-1, en plus de stimuler la 

prolifération des CSG, joue un rôle dans l’organogenèse somatique et la différenciation 

germinale. Son orthologue chez l’humain, la protéine ERK/MAPK (extracellular signal-

regulated kinase/mitogen-activated protein kinase), est un régulateur positif de la 

prolifération cellulaire pouvant être surstimulé dans le cancer (Schneider, Schmidt-

Supprian et al. 2017). Chez le nématode, MPK-1 possède deux isoformes; MPK-1A et MPK-

1B (Lackner, Kornfeld et al. 1994). L’isoforme spécifique à la lignée germinale, MPK-1B, 

favorise la différenciation cellulaire, mais n’a aucun effet sur la prolifération des CSG. 

C’est plutôt MPK-1A, l’isoforme spécifique aux tissus somatiques, qui agit à partir de 

l’intestin ou des cellules de la gaine somatique pour favoriser la prolifération des CGS 

(Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). 

Dans un jeune hermaphrodite bien nourri, la voie ERK/MAPK agit avec la voie IIS 

pour favoriser la prolifération des CSG. Toutefois, le mécanisme par lequel la signalisation 

homéostatique permet d’agir localement dans un tissu spécifique n’est pas encore bien 

connu (Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). Chez C. elegans, MPK-1 stimule la 
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prolifération des CSG de manière cellulaire non autonome depuis l’intestin ou la gonade 

somatique de l’animal (Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). L’intestin parcourt 

l’entièreté de l’animal tandis que chaque bras des gonades est entouré individuellement 

d’une gaine de cellules somatiques. Étant donné que l’activité de la voie semble être 

contrôlée indépendamment dans chaque bras de gonade, l’hypothèse favorisée est que 

la gonade somatique est le site probable où la suppression de ERK/MAPK peut se produire 

lors de l’accumulation d’ovocytes. Les cellules de la gaine somatique sont étroitement 

associées à la lignée germinale. Les cellules de la gaine ou leurs précurseurs favorisent la 

prolifération de la lignée germinale et la sortie du pachytène, de la gamétogenèse et du 

destin des gamètes mâles lors de la détermination du sexe de la lignée germinale 

(Seydoux, Schedl et al. 1990, McCarter, Bartlett et al. 1997).  

1.4 Voie de signalisation ERK/MAPK 
 

La voie de signalisation MAPK joue un rôle important dans le contrôle de différents 

procédés physiologiques au sein de la cellule tels que la croissance, le développement, la 

division ainsi que la mort (Keshet and Seger 2010, Plotnikov, Zehorai et al. 2011). La 

protéine ERK est un membre de la famille des MAPK et la voie de signalisation ERK/MAPK 

est très bien étudiée chez les vertébrés. En effet, les cancers humains présentent presque 

toujours une mutation activatrice dans l’un ou l’autre des acteurs de cette voie (Guo, Pan 

et al. 2020). Les étapes de transmission du signal suivent la cascade MAPK classique avec 

un récepteur RTK, une protéine commutatrice intracellulaire appartenant à la 

superfamille GTPasique ainsi que trois kinases principales, MAP3K, MAPKK et MAPK 

(Wortzel and Seger 2011). Dans la signalisation ERK, RAS joue office de protéine 

commutatrice, Raf agit comme MAP3K, MAPK/ERK kinase (MEK) agit comme MAPKK et 

ERK est MAPK, formant la voie Ras-Raf-MEK-ERK (Yang and Liu 2017).  

La voie ERK/MAPK débute par l’activation d’un récepteur tyrosine kinase (RTK), 

comme le récepteur Epidermal Growth Factor (EGFR) (Figure 9b). Les RTK contiennent un 

site catalytique dans l’un de leurs domaines cytosoliques qui leur permettent d’exercer 

directement une activité tyrosine kinase. La plupart des RTK sont monomériques, et c’est 
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l’interaction d’un ligand avec leur domaine extracellulaire qui permet la formation d’un 

dimère fonctionnel. Lorsqu’un ligand comme EGF ou TNFα (Tumor Necrosis Factor) se fixe 

au EGFR, la dimérisation du récepteur active sa fonction kinase (Terrell and Morrison 

2019). LE RTK activé va ensuite pouvoir auto-phosphoryler des résidus tyrosine dans son 

domaine cytosolique, et/ou cross-phosphoryler son partenaire dimérique. On observe 

ensuite le recrutement à la membrane plasmique de protéines intracellulaires chargées 

de la transduction des signaux. Ces protéines, comme GRB2 (Growth Factor receptor 

bound protein 2) se lient aux résidus phosphotyrosines dans les récepteurs grâce à leur 

domaine SH2 (Src homology 2), en plus de se lier à la protéine Sos (Son of Sevenless) 

cytosolique par son domaine SH3 (Terrell and Morrison 2019).  

Ras est une petite GTPase qui possède une conformation active liée au GTP et une 

conformation inactive liée au GDP (Muñoz-Maldonado, Zimmer et al. 2019); la protéine 

peut alterner entre les deux conformations pour réguler la transduction du signal 

(Dohlman and Campbell 2019). La conversion du complexe Ras-GDP inactif en la forme 

active Ras-GTP est catalysé par la présence à la membrane de Sos, la protéine d’échange 

du nucléotide guanine (Simanshu, Nissley et al. 2017, Bandaru, Kondo et al. 2019, Terrell 

and Morrison 2019).  

Ras-GTP se lie ensuite au domaine régulateur N-terminal de Raf, une 

sérine/thréonine kinase, et l’active (Roskoski 2010). Dans les cellules non stimulées, Raf 

est phosphorylée et fixée, dans un état inactif à 14-3-3, une protéine liant une 

phosphosérine (Stokoe and McCormick 1997, Vandamme, Herrero et al. 2014). 

L’hydrolyse de Ras-GTP en Ras-GDP libère Raf de son complexe avec 14-3-3, permettant 

ainsi à Raf de phosphoryler et activer MEK. Étant une protéine kinase à double spécificité, 

MEK est en mesure de phosphoryler ses cibles à la fois sur des résidus de tyrosine et de 

sérine/thréonine (Muta, Matsuda et al. 2019). MEK activée phosphoryle et active ERK, qui 

peut ensuite transloquer au noyau afin de phosphoryler à son tour différents facteurs de 

transcription tels que les oncogènes c-Myc, c-Jun, c-Fos, la protéine Elk-1 et le facteur de 

transcription dépendant de l’AMP cyclique ATF2 (Kolch 2000, Schulze, Lehmann et al. 

2001, O'Neill and Kolch 2004). ERK cytoplasmique peut aussi effectuer un rétrocontrôle 
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négatif en phosphorylant d’autres protéines kinases en amont de la voie ERK, telles que 

SOS, Raf-1 et MEK pour les inhiber (Guo, Pan et al. 2020).  

Chez C. elegans, la voie Ras-Raf-MEK-ERK est mieux connue pour son rôle central 

dans la détermination du destin des cellules vulvaires (Figure 9a).  La vulve apparait à la 

fin du dernier stade larvaire à partir de la spécialisation de six cellules hypodermiques 

ventrales le long de l’axe antéro-postérieur (Sternberg 2005). Le facteur de croissance 

LIN-3 est un homologue de l’EGF et est requis pour induire le signal entre la cellule 

d’ancrage gonadique et les cellules précurseures vulvaires (Katz, Hill et al. 1995). La liaison 

de LIN-3 avec le récepteur LIN-23 exprimé dans les cellules précurseures vulvaires y 

déclenche une cascade de signalisation dont les composants sont codés par les gènes 

sem-5, let-60, lin-45, mek-2 et mpk-1. Leurs homologues chez le mammifère sont Grb2, 

Ras, Raf, MEK, ERK/MAP kinase respectivement (Han, Golden et al. 1993, Church, Guan 

et al. 1995, Kornfeld 1997) . Les facteurs de transcription LIN-1 et LIN-31 sont les cibles de 

la protéine MPK-1. Avant l’activation de la voie de signalisation Ras/MAP kinase, LIN-1 et 

LIN-31 forment un complexe hétérodimérique afin d’inhiber l’induction vulvaire (Hart, 

Reventar et al. 2000). Les phosphorylations de LIN-1 et LIN-31 par MPK-1 entraînent ainsi 

une perturbation du complexe LIN-1/LIN-31 et la dérépression des destins des cellules 

vulvaires. LIN-31 est donc un effecteur vulvaire spécifique de la signalisation MAPK qui 

interagit avec et régule l’activité de LIN-1 dans l’induction vulvaire (Miller, Gallegos et al. 

1993, Tan, Lackner et al. 1998).  

Ni LET-23 ni EGL-15, un autre RTK impliqué dans la signalisation MAPK chez C. 

elegans, ne contrôlent la progression des CSG dans le pachytène pendant la méiose 

germinale, laissant de nombreuses questions ouvertes pour le contrôle de cette voie 

(Church, Guan et al. 1995). 
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Figure 9. Signalisation Ras chez C. elegans et les mammifères.  

(A) L'activation du récepteur LET-23 par LIN-3 initie un signal conservé de transduction entraînant la 

phosphorylation de la protéine ETS LIN-1 et l'induction vulvaire. (B) Activation de l'EGFR par un signal 

EGF ou TGFa dans les systèmes de mammifères utilise la même cascade de protéines de signalisation 

conservées pour phosphoryler l'ETS protéine Sap-1a favorisant la transcription de gènes cibles 

stimulant la croissance tels que c-fos. (Hart, Reventar et al. 2000) 
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1.5 Les jonctions communicantes 
 

Durant le développement, les cellules se différencient en types distincts avec une 

composition, une structure et des fonctions qui leur sont propres. Les cellules d’un même 

type vont souvent se regrouper ensemble et exercer une fonction commune afin de 

former un tissu. Le transfert d’information entre différentes cellules ou entre des cellules 

et la matrice extracellulaire est important pour de nombreux principes biologiques, 

notamment la survie, la prolifération, la différentiation et la migration (Chaffey 2003). Il 

n’est donc pas surprenant que des défectuosités dans le transfert d’informations causent 

des maladies, ou y contribuent, comme dans le cas du cancer (Mesnil, Crespin et al. 2005, 

Laird 2006, Sinyuk, Mulkearns-Hubert et al. 2018).  

Les jonctions communicantes forment des canaux intercellulaires qui permettent 

le passage direct de petites molécules (1-2,5 kilodaltons) entre des cellules adjacentes. 

Chez les vertébrés, les jonctions communicantes sont constituées de connexines alors que 

chez les invertébrés, comme C. elegans, elles sont plutôt constituées par les innexines 

(Skerrett and Williams 2017). Les jonctions communicantes qui relient les cytoplasmes 

sont formées par l’arrimage bout à bout de deux hémicanaux, qui sont chacun appelés 

connexon/innexon. Ces derniers sont chacun composés de six à huit sous-unités 

entourant le pore central (Figure 10).  

Les connexines et les innexines partagent une structure très similaire (Skerrett and 

Williams 2017, Beyer and Berthoud 2018). Quatre domaines transmembranaires ancrent 

la protéine dans la membrane; les deux boucles extracellulaires sont impliquées dans 

l’amarrage et les domaines cytoplasmiques contribuent à la régulation par des facteurs 

tels que les protons, la phosphorylation, le calcium et le voltage. Le domaine N-terminal 

est nécessaire pour la formation de jonctions communicantes fonctionnelles(Unwin and 

Zampighi 1980, Goodenough and Paul 2003) (Figure 10). 
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Figure 10. Connexine, connexon et jonctions communicantes.  

Les connexons et les innexines peuvent également être appelés hémicanaux, ce qui signifie qu’il s’agit 

d’un assemblage de six protéines appelées connexines. Ces connexines/innexines forment un pore 

pour la jonction communicante qui se trouve entre le cytoplasme des cellules adjacentes. Ce canal qui 

se forme permet ainsi un flux bidirectionnel des ions entre les deux cellules et contribue également à 

la signalisation des molécules. La topologie membranaire d’une connexine/innexine comprend les 

domaines transmembranaires sont représentés comme des cylindres qui traversent la membrane. 

(Goodenough and Paul 2003) 
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Nous avons, pour l’instant, beaucoup de connaissances sur la structure, la fonction 

et les relations structure-fonction des connexons. Il y a toutefois peu de recherches qui 

se sont concentrées exclusivement sur les innexines. Malgré un manque de similitude 

dans la séquence des gènes, les connexines et les innexines sont remarquablement 

similaires (Skerrett and Williams 2017). Les vertébrés et les invertébrés expriment tous 

les deux plusieurs versions de protéines de jonction communicantes spécifiques à 

l’espèce, permettant ainsi plusieurs interactions possibles. Les modèles d’expression 

diffèrent au cours des étapes de développement et changent aussi en réponse aux 

signaux environnementaux (Bevans, Kordel et al. 1998). Certaines protéines de jonction 

communicantes jouent des rôles très spécifiques alors que d’autres sont exprimées dans 

une grande variété de tissus et de cellules (Epstein and Gilula 1977). 

Les interactions entre les protéines de jonction communicante entraînent 

généralement la formation de canaux hétéromères et/ou hétérotypiques (White and 

Bruzzone 1996, Starich, Sheehan et al. 2001, Starich, Xu et al. 2009, Smith, Mohankumar 

et al. 2012). Les interactions hétéromériques impliquent l’oligomérisation de deux ou 

plusieurs isoformes dans un hémicanal alors que les interactions hétérotypiques 

impliquent des interactions entre différentes protéines dans les cellules adjacentes 

(figure 11) (Phelan and Starich 2001, Nielsen, Axelsen et al. 2012). Les canaux 

hétérotypiques offrent des opportunités uniques pour la modulation des propriétés des 

canaux, attestant de la nécessité de transport spécialisé entre les cellules de différents 

tissus et organes (Bouvier, Spagnol et al. 2009, Hall 2018). Le potentiel de telles 

interactions est souvent évalué lorsque des caractéristiques telles que le déclenchement, 

la perméabilité et la régulation révèlent des propriétés qui diffèrent de ceux de l’un ou 

l’autre des contributeurs individuels (homomère/homotypique) (Nielsen, Axelsen et al. 

2012, Skerrett and Williams 2017).  
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Figure 11. Modèle des jonctions communicantes.  

Classification des canaux de jonction communicantes en fonction de leur composition en sous-unités 

comme homomères, hétérotypiques ou hétéromères. (Hall 2018)  

 

 

Actuellement, il semble que les canaux à base d’innexine puissent être déstabilisés 

d’une manière similaire à celle des canaux de connexines (Skerrett and Williams 2017). 

Lors de premières études sur l’impact de la structure sur la fonction des jonctions 

communicantes composées d’innexine, certains des mutants créés affichaient des 

propriétés qui corrélaient avec des observations obtenues lors d’étude sur les canaux 

formés de connexines. Le premier domaine transmembranaire (TM1) des connexines est 

plus serré que celui des innexines, cependant, des mutations dans TM1 peuvent produire 

des effets similaires sur la fonction dans les deux types de jonctions communicantes. Par 

exemple, des mutations au sein de TM1 des connexines et des innexines peuvent produire 

des canaux qui sont fermés, mais ouverts en réponse à la tension transjonctionnelle, un 

phénomène que l’on pense être lié à l’effondrement du canal via la perturbation des 

interactions entre les hélices (Skerrett and Williams 2017). De plus, des mutations 
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ponctuelles à certains emplacements dans les domaines transmembranaires des 

connexines et des innexines peuvent induire une fuite sensible au courant de calcium à 

travers la membrane plasmique de la cellule (Skerrett and Williams 2017).  

 
 
1.5.1 Cancer et jonctions communicantes 
 

Les cellules cancéreuses ont besoin d’établir une communication entre elles ainsi 

qu’avec leur environnement pour proliférer et stimuler la croissance tumorale. Les 

jonctions communicantes exercent trois principales fonctions. Elles permettent la 

communication intercellulaire (GJIC) entre les cellules, mais elles peuvent aussi former 

des hémicanaux entre la cellule et son environnement extracellulaire en plus de servir de 

site pour les interactions protéine-protéine nécessaire dans la régulation de certaines 

voies de signalisation (Sinyuk, Mulkearns-Hubert et al. 2018). Chaque fonction joue un 

rôle dans le maintien de l’homéostasie de la cellule et le dysfonctionnement des jonctions 

communicantes dans chacun des axes décrits peut contribuer à une grande variété d’états 

pathologiques, y compris le cancer (Swietach and Monterisi 2019, Zhou, Zheng et al. 

2023). 

Dépendamment du contexte, chacune des trois fonctions des jonctions 

communicantes décrites précédemment peut agir à titre de suppresseur de tumeur ou 

comme un acteur favorisant la croissance et l’envahissement des cellules tumorales selon 

différentes sous-unités de connexine (Sinyuk, Mulkearns-Hubert et al. 2018). Par 

exemple, dans le cancer du poumon A549, l’expression de l’isoforme Cx43 renverse la 

transition épithéliale mésenchymateuse (TEM) et prévient l’établissement d’une 

résistance à la chimiothérapie (Yu, Zhang et al. 2014) tandis que l’expression de Cx26 dans 

les cancers du poumon HCC827 et PC9 induit la TEM via la signalisation PI3K – AKT (Yang, 

Qin et al. 2015). De la même manière, des effets spécifiques aux tissus doivent également 

être pris en compte : bien que Cx26 favorise la TEM dans les cellules cancéreuses du 
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poumon, il a été démontré qu’il diminue l’apparition de caractéristiques de type TEM 

dans les cellules cancéreuses du sein (McLachlan, Shao et al. 2006).  

Les connexines pourraient servir de cible bénéfique pour le développement de 

nouvelles thérapies contre le cancer, soit en supprimant ou en augmentant leur 

expression et leur fonction (Zhou, Zheng et al. 2023). L’inhibition de la fonction GJIC et 

hémicanal obligerait les cellules à rester dans un isolement relatif et incapable de 

répondre à des conditions internes ou externes (Goodenough and Paul 2009). L’inhibition 

des interactions connexine-protéine, quant à elle, bien que sans doute plus difficile, 

pourrait conduire à des approches antitumorales plus spécifiques. Le blocage de ces 

contacts pourrait affecter les voies de signalisation critiques en aval des jonctions 

communicantes, notamment PKC, MAPK et Src, pour induire la mort des cellules 

tumorales tout en épargnant les cellules normales dépourvues du complexe connexine-

protéine (Warn-Cramer, Lampe et al. 1996, Kanemitsu, Loo et al. 1997, Weng, Lauven et 

al. 2002). 

 

1.5.2 Implication des jonctions communicantes chez C. elegans 
 

Le génome de C. elegans possède 25 gènes codants pour des innexines. Toutes les 

cellules de l’animal expriment au moins un isoforme d’innexine et il n’est pas rare de voir 

plusieurs innexines exprimées dans la même cellule (Altun, Chen et al. 2009). Chez C. 

elegans, les jonctions communicantes sont souvent hétéromères ou hétérotypiques(Hall 

2017), mais on sait relativement peu de choses sur les combinaisons de sous-unités 

d’innexine compatibles au sein d’un même canal (Koval, Molina et al. 2014). La petite 

taille des cellules du nématode rend l’étude des innexines plus difficile que dans d’autres 

organismes étant donné que certaines jonctions communicantes sont si petites qu’elles 

sont très difficiles à détecter avec les méthodes actuelles (Hall, Winfrey et al. 1999). 

Dépendamment de leur emplacement dans le ver, les jonctions communicantes 

composées d’innexines peuvent jouer différents rôles. Les jonctions communicantes de 
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plus grosses dimensions retrouvées au niveau su système excréteur peuvent permettre 

le transfert de fluide, d’ions ou de petites molécules entre des cellules dissemblables (Hall 

2017). Dans le système nerveux, elles peuvent former des connections entre deux 

neurones ou entre un neurone et une cellule gliale, formant un modèle de connectivité 

qui s’apparente à celui de la jonction chimique (synapse) (White, Southgate et al. 1986). 

Dans d’autre régions comme les muscles, les jonctions communicantes peuvent être 

impliquées dans des processus métaboliques en jouant un rôle unique dans le couplage 

de réseaux de cellules, soit pour synchroniser les activités, soit pour fournir une voie de 

propagation des signaux indépendante du réseau de synapses chimiques (Liu, Chen et al. 

2011). Finalement, les jonctions communicantes des nématodes peuvent aussi avoir une 

fonction d’hémicanal, comme dans le cas des récepteurs d’étirement (Richter, Kiefer et 

al. 2014, Sangaletti, Dahl et al. 2014). L’innexine unc-7 peut agir comme un hémicanal 

dans plusieurs neurones sensoriels différents, y compris des cellules responsables de la 

détection du toucher. L’hémicanal unc-7 par exemple, y agit en tant que récepteur pour 

le toucher léger, le toucher brusque ou les deux (Walker and Schafer 2020). 

Les jonctions communicantes sont aussi impliquées lors du développement, 

notamment pour l’intégralité de la structure des tissus. Au stade embryonnaire, au 

moment ou à proximité du moment où elles entament la migration de leur lieu de 

naissance, toutes les cellules semblent pouvoir communiquer avec leurs voisines via des 

jonctions communicantes afin de dessiner des groupements fonctionnels juste avant que 

les tissus ne commencent à se former (Bischoff and Schnabel 2006). Une hypothèse serait 

que les jonctions communicantes pourraient jouer un rôle accessoire dans la 

communication intercellulaire entre les cellules indifférenciées pour favoriser le tri 

cellulaire ou pour améliorer le regroupement cellulaire au début de la morphogenèse 

(Hall 2017). La perturbation du couplage de la jonction communicante semble aussi 

affecter l’adhésion cellulaire, et les défauts de communication intercellulaire qui en 

résultent ne sont pas nécessairement liés au passage des molécules à travers les canaux 

jonctionnels (Meyer, Laird et al. 1992). Des exemples chez C. elegans donnent aux 
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jonctions communicantes un rôle dans l’adhésion de la motilité cellulaire du stade 

précoce de l’embryogenèse (Starich, Miller et al. 2003, Tolkin, Mohammad et al. 2022). 

La formation de connections entre la gonade somatique et les CSG est essentielle 

pour le bon développement de la lignée germinale. Des petites jonctions communicantes 

relient la DTC aux cellules germinales en division à l’extrémité distale du bras de la 

gonade, tandis d’autres relient les cellules de la gaine somatique à la lignée germinale en 

développement. Les jonctions communicantes gonadiques ont été impliquées dans la 

prolifération des cellules germinales, la croissance des ovocytes, la régulation de la 

maturation méiotique des ovocytes, l’embryogenèse précoce et le guidage du sperme 

(Govindan, Cheng et al. 2006, Nadarajan, Govindan et al. 2009, Edmonds, McKinney et al. 

2011, Starich, Hall et al. 2014). L’établissement de la communication entre le soma et la 

lignée germinale implique cinq innexines. INX-14 est présente dans toutes les cellules 

germinales et requiert une association avec INX-21, dans la partie distale de la gonade, 

ou INX-22, dans la partie proximale, afin de former une jonction communicante 

fonctionnelle avec les innexines exprimées dans les tissus de la gaine somatique, INX-8 et 

INX-9 (Figure 12) (Starich, Hall et al. 2014). La classe de jonctions communicantes près de 

la DTC est impliquée dans le contrôle de la prolifération des cellules souches tandis que 

la seconde classe située plus en région proximale de la gonade est favorise la 

différenciation et la maturation des ovocytes. L’inactivation génétique de l’une ou l’autre 

de ces cinq gènes innexines entraîne des défauts systématiques de la maturation des 

cellules germinales.  

Les CSG sont également toutes connectées entre elles au sein de la lignée 

germinale via un syncytium central, le « rachis » (Hall, Winfrey et al. 1999). Cette voie de 

communication est toutefois indépendante des innexines, étant plutôt médiée par un 

pont cytoplasmique. Le rachis permet d’acheminer du cytoplasme depuis les cellules 

nourricières qui se sacrifient par apoptose vers les ovocytes pour assurer leur croissance 

rapide. (Hall, Winfrey et al. 1999) 
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Figure 12. Jonctions communicantes hétérométriques situées dans la gonade.  

Un canal de jonction communicante typique se compose de deux protéines d’innexine différentes dans 

un hémicanal (du côté de la lignée germinale) et d’une paire différente de protéines d’innexine dans 

l’hémicanal opposé (du côté de la gaine des gonades) (Hall 2018). 
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CHAPITRE II 
 

2.1. Problématique et hypothèse de recherche 
 

ERK/MAPK (extracellular signal-regulated kinase/mitogen-activated protein 

kinase) est un régulateur positif de la prolifération cellulaire pouvant être suractivé dans 

le cancer. Chez C. elegans, son orthologue, MPK-1, peut stimuler la prolifération des 

cellules souches germinales (CSG) de façon cellulaire non autonome, depuis l’intestin ou 

la gonade somatique de l’animal. Cependant, comment MPK-1 peut-il effectuer cette 

tâche depuis l’un ou l’autre de deux tissus voisins est une question qui demeure 

nébuleuse.  

De façon notoire, il existe des jonctions communicantes interconnectant la gonade 

somatique à la lignée germinale. Ces dernières sont d’ailleurs essentielles à la 

prolifération des CSG. Chez les vertébrés, les jonctions communicantes sont formées par 

les connexines, tandis que chez les invertébrés comme C. elegans, elles sont formées par 

les innexines (Phelan 2005). Bien que les deux types de complexes partagent des 

similarités structurales, il n’y a aucune homologie au niveau de la séquence des acides 

aminés entre les connexines et les innexines (Skerrett and Williams 2017). Nous avions 

donc émis l'hypothèse que l'activité de MPK-1 pourrait stimuler de manière non 

autonome la prolifération de la lignée germinale via la régulation d'une petite molécule 

qui pourrait être partagée entre les deux tissus somatiques et la lignée germinale, et donc 

être produite dans l'un ou l'autre des deux tissus somatiques. 

Chez la souris, cependant, ERK/MAPK phosphoryle les connexines afin de moduler 

l’ouverture des jonctions communicantes lors de la cicatrisation épidermique (Lastwika, 

Dunn et al. 2019). Par analogie, nous avons émis l’hypothèse alternative que l’activation 

de MPK-1A pourrait aussi moduler, chez C. elegans, les jonctions communicantes pour 

permettre la diffusion de petites molécules pro-prolifératives non identifiées depuis 
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l’intestin vers les CSG. Ainsi leur production pourrait stimuler la prolifération des CGS, 

qu’elles soient produites dans l’intestin ou la gonade somatique.  

 

Objectif de la recherche: Étudier la diffusion de petites molécules entre l’intestin et la 

lignée germinale chez le nématode C. elegans 

Dans l’optique de tester ces hypothèses, nous avons d’abord voulu vérifier 

expérimentalement le patron de diffusion d’une petite molécule fluorescente 

imperméable aux membranes, la 5-carboxyflurescein (5-CF), suite à sa micro-injection 

dans l’intestin de l’animal. Jusqu’ici, nos résultats démontrent que la CF passe de l’intestin 

à la lignée germinale et vice-versa. De façon intéressante, nous avons remarqué que le 

patron de diffusion diffère dans certaines souches dans lesquelles la prolifération des CGS 

est perturbée, mais que ces différents patrons de diffusion ne semblent pas reliés au 

niveau de prolifération des CSG. De plus amples analyses devraient nous permettre 

d’établir si des petites molécules cellulaire-imperméables pourraient réguler la 

prolifération des CSG en aval de la voie MPK-1. 
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Abstract 
The extracellular signal-regulated kinase/mitogen-activated protein kinase (ERK\MAPK) is 

a positive regulator of cell proliferation that is often upregulated in cancer. In C. elegans, 

its ortholog MPK-1 stimulates germline stem cell (GSC) proliferation cell non-

autonomously, from the animal’s intestine or somatic gonad. How MPK-1 performs this 

task from either of these two tissues, however remains unclear. Yet, gap junctions 

connect the somatic gonad to the germline, while these junctions are essential for GSC 

proliferation. As such, we reasoned that somatic MPK-1 activity could generate pro-

proliferative small molecules that could diffuse from the intestine and/or somatic gonad 

to the germline. Here, in support of this hypothesis, we demonstrate that a fraction of 

the small membrane-impermeable fluorescent molecule, 5-carboxyflurescein (5-CF), 

transfers to the germline after its microinjection in the animal’s intestine. The larger part 

of this transfer requires the RME-2 yolk receptor, but another significant part occurs 

independently, through an unknown route. We further show that the intestine-to-

germline transfer efficiency of this RME-2 independent fraction does not vary together 

with GSC proliferation rates or MPK-1 activity, indicating that its regulation is not 

responsible for establishing GSC proliferation rates. Finally, we show that conversely, a 

similar fraction of germline injected 5-CF transfers to the intestine, demonstrating the 

bidirectionality of this exchange. Altogether, our results establish the possibility of a 

specific intestine-to-germline signaling axis mediated by small membrane-impermeable 

molecules that could promote GSC proliferation cell non-autonomously downstream of 

MPK-1 activity by transferring between these tissues, including through gap junctions. 
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Introduction  
The transfer of information between adjacent and distant cells is important for many 

biological processes in multicellular organisms, including survival, proliferation, 
differentiation, and migration(Francis and Palsson 1997, Mittelbrunn and Sánchez-Madrid 
2012). It is therefore not surprising that defects in information transfer contribute to several 
diseases, including cancer(Mesnil, Crespin et al. 2005, Laird 2006, Sinyuk, Mulkearns-
Hubert et al. 2018). 

Intercellular communication between adjacent cells can be facilitated by 
intercellular channels called gap junctions(Laird 2006). Gap junctions are formed by six to 
eight transmembrane subunits that assemble into a circular hemichannel, creating a small 
opening in the cell membrane(Harris 2001, Oshima, Matsuzawa et al. 2016). Hemichannels 
in adjacent cells associate together to form transmembrane channels, effectively connecting 
their cytoplasm, and allowing for the exchange of small membrane-impermeable 
molecules, such as ions, second messengers and small metabolites.  

In vertebrates, gap junction subunits are called connexin, while the term innexin is 
used in invertebrates(Panchin, Kelmanson et al. 2000). Even though these two families 
share little sequence homology, they have a similar structure(Oshima, Matsuzawa et al. 
2013, Skerrett and Williams 2017, Beyer and Berthoud 2018). Structure-function analyses 
further suggest that connexin and innexin channels are regulated through similar 
mechanisms(Depriest, Phelan et al. 2011, Skerrett and Williams 2017). Connexin and 
innexin subunits consist of four transmembrane helices(Oshima, Tani et al. 2007), two 
extracellular loops containing cysteine residues that are required for intercellular 
docking(Phelan and Starich 2001, Phelan 2005, Yen and Saier 2007), and cytoplasmic N- 
and C- termini domains(Bauer, Löer et al. 2005, Simonsen, Moerman et al. 2014). In 
Connexins, these cytoplasmic domains adjust the channel’s opening, an activity termed 
gating(Saez, Berthoud et al. 2003, Peracchia 2004). Changes in the pH, calcium 
concentration and voltage within the gap junction pore can further regulate 
gating(Hertzberg, Lawrence et al. 1981, Peracchia, Wang et al. 2000, Kwon, Roux et al. 
2012). Gap junction assembly, turnover, conductance and selectivity are also dynamically 
adjusted by a range of post-translational modifications, including 
phosphorylation(Goodenough, Goliger et al. 1996, Dunn, Su et al. 2012, Leithe, Mesnil et 
al. 2018). This level of regulation is of primary importance since several pathologies are 
caused by mutations affecting gap junction post-translational modifications sites(Locke, 
Bian et al. 2009, Remo, Qu et al. 2011, Aasen, Johnstone et al. 2018). 

Gap junctions coordinate many tissue- and organismal-scale events. Within the 
mammalian heart, for instance, gap junctions are critical for electric impulse conductance 
between cardiomyocytes(Kanno and Saffitz 2001). At the organismal scale, gap junctions 
notoriously permit soma-germline communication. These gap junction-mediated soma-
germline interactions play a critical role in the formation of functional gametes as their 
disruption can lead to infertility or tumor formation(Schulz, Wood et al. 2002, Jemc 2011). 
For example, in the Drosophila testis, the coupling of germ gap junction protein Zero 
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population growth (Zpg), with somatic Innexin 2, is required at multiple spermatogenesis 
steps(Smendziuk, Messenberg et al. 2015, Pesch, Dang et al. 2022), while in the mouse 
ovary, the lack of Connexin 37 junctions between oocytes and granulosa cells blocks 
oocyte development and prevents ovulation(Simon, Goodenough et al. 1997).  

Caenorhabditis elegans is an excellent simple model to study soma-germline 
interactions. In the C. elegans hermaphrodite, the germline is comprised within two U-
shaped somatic gonadal arms. Distinct germline stem cell (GSC) populations are found at 
the distal end of each gonad arm. GSCs have two possible fates: they can proliferate to 
expand in numbers or differentiate to become gametes. This decision is controlled by the 
expression of a Notch ligand, LAG-2, by distal tip cells (DTCs), located at the distal 
extremities of each gonad arms(Kimble and White 1981, Kimble and Crittenden 2005, 
Byrd and Kimble 2009). GSCs will therefore proliferate until their daughter cells are 
displaced beyond this niche signal range and launch their differentiation program(Hubbard 
and Schedl 2019). The distal germline region encompassing the GSCs and their 
proliferating progeny is termed the progenitor zone (PZ)(Crittenden, Leonhard et al. 2006, 
Byrd, Knobel et al. 2014, Hubbard and Schedl 2019). Germ cells therefore mature as they 
move along the distal-proximal axis of the gonad to eventually turn into sperm during larval 
stages, and oocytes during adulthood. As part of the somatic gonad, 12 sheath cells 
assemble in a thin layer around each proximal arm, and are critical for germline growth, 
organisation, and function(Kimble and White 1981, McCarter, Bartlett et al. 1997, Hall, 
Winfrey et al. 1999). Interestingly, the innexins that localize to the soma-germline interface 
are required for GSC proliferation and differentiation, including for oocyte 
maturation(Crittenden, Eckmann et al. 2003, Nadarajan, Govindan et al. 2009, Starich, Hall 
et al. 2014, Hall 2017) and as such, they may mediate a large part of the essential soma-
germline interactions. 

In addition to requiring gap junction connections with the somatic gonad, GSC 
proliferation is regulated by two parallel pathways in C. elegans(Narbonne and Roy 2006, 
Michaelson, Korta et al. 2010, Narbonne, Maddox et al. 2015, Narbonne, Maddox et al. 
2017). Nutrition promotes GSC proliferation by activating the insulin/IGF-1 signaling (IIS) 
pathway within GSCs(Drummond-Barbosa and Spradling 2001, Narbonne and Roy 2006, 
Michaelson, Korta et al. 2010), and in parallel, the extracellular signal-regulated kinase 
(ERK)/mitogen-activated protein kinase (MAPK) non-autonomously promotes GSC 
proliferation from the soma(Narbonne, Maddox et al. 2017, Robinson-Thiewes, Dufour et 
al. 2021). The C. elegans genome encodes a single ortholog of mammalian ERK1/2 
MAPKs, MPK-1, which activity is required in the animal’s intestine or somatic gonad to 
promote GSC proliferation(Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). As such, we 
hypothesized that MPK-1 activity could non-autonomously stimulate germline 
proliferation via the regulation of a small molecule that could be shared between both 
somatic tissues and the germline, and hence be produced in either of the two somatic 
tissues. In mice, however, it was recently found that ERK/MAPK directly phosphorylates 
connexins to modulate gap junction openings during epidermal wound healing(Lastwika, 
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Dunn et al. 2019). As such, somatic MPK-1 activity could alternatively promote GSC 
proliferation through modulating soma-to-germline gap junction gating. 

Both hypotheses anyhow depend on the presence of a functional coupling between 
the C. elegans intestine and germline, potentially through the somatic gonad and gap 
junctions. Intestinal cells are coupled together by INX-16 junctions(Peters, Teramoto et al. 
2007). The somatic gonad expresses INX-8/INX-9 hybrid hemichannels that connects it to 
the germline via INX-14/INX-21 and INX-14/INX-22 hybrid hemichannels in the distal 
and proximal germline, respectively(Byrd, Knobel et al. 2014, Starich, Hall et al. 2014). 
Although both the intestine and the somatic gonad express innexins, there is no evidence 
for a direct coupling of the intestine to the somatic gonad via gap junctions(Hall, Winfrey 
et al. 1999, Altun, Chen et al. 2009, Hall 2017). Nonetheless, we evaluated here the 
diffusion pattern of a small membrane-impermeable fluorescent molecule, 5-
carboxyfluorescein (5-CF), following its microinjection into the animal's intestine and 
germline. We found that surprisingly, a significant fraction of 5-CF transferred from the 
intestine to the germline and vice-versa. Moreover, the dye did not appear to accumulate 
into other tissues of the animal, suggesting the existence of a specific bi-directional small 
membrane-impermeable molecule exchange between the intestine and germline, likely via 
the somatic gonad, and which could be implicated in the regulation of GSC proliferation. 

 

Results  
A small membrane-impermeable molecule transfers from the intestine to the 
germline  

Innexin based gap junctions allow for the passage of small molecules and ions of 
up to 2 kDa(Bossinger and Schierenberg 1996, Starich, Hall et al. 2014). We selected 5-
CF, a small membrane-impermeable(2010) green fluorescent dye having a molecular size 
of 0,376 kDa, as a molecule that could diffuse form one cell to another through gap 
junctions. Moreover, 5-CF was successfully used to visualize diffusion through pharyngeal 
innexins in C. elegans(Li, Dent et al. 2003).  

We first asked whether 5-CF could transfer from the intestine to the germline. We 
microinjected 30-50 picolitres(Mello, Kramer et al. 1991) of a saturated 5-CF solution in 
the intestine of wild type adult hermaphrodites near the vulva, and allowed animals to 
recover for an hour before imaging them (Fig. 1A-B) (see Experimental procedures for 
details). We then measured the relative fluorescence intensity in the whole animal, in the 
intestine near the injection site, as well as in the following parts of the germline in both 
gonad arms: pachytene region, proximal oocytes and distal eggs (Fig. 1C-G). By first 
measuring the whole animal fluorescence, we controlled that the injected volume of 5-CF 
was sufficient to be easily detected after the recovery time and was well above the 
background autofluorescence (Fig. 1C). This also allowed to normalize for fluctuations in 
the injection volume between individuals. An intense fluorescence signal was detectable 
near the injection site in the intestine after the recovery period, while the dye obviously 
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spread across the whole intestine (Fig. 1B, D). A weaker signal was also detectable in the 
germline pachytene area (Fig. 1A’-B’, I-J) and proximal oocytes (Fig. 1 A-B, K-L), and a 
strong signal was present in the distal eggs (Fig. 1A-B, M-N). The presence of dye in the 
distal-most eggs, despite their impermeable eggshell, likely originates from uptake before 
they were fertilized as we expected the fertilization of 1-3 new oocytes per gonad arms to 
occur during the recovery period(McCarter, Bartlett et al. 1997, Kim, Spike et al. 2013). 
We draw three conclusions from this experiment. First, the roughly even spread of 5-CF 
throughout the intestine confirms that intestinal cells are interconnected by gap 
junctions(Peters, Teramoto et al. 2007, Altun, Chen et al. 2009, Simonsen, Moerman et al. 
2014). Second, since a significant fraction of 5-CF transferred from the intestine to the 
germline, we conclude that small membrane-impermeable molecules produced in the 
intestine can reach the germline and influence its activities. Third, since we did not detect 
obvious fluorescence in other tissues of the animal, including the body wall muscles, 
hypodermis, coelomocytes and nervous system, this intestine to germline small membrane-
impermeable molecule transfer may expose a specific signaling axis between these two 
tissues. 

 

5-CF does not transfer through intact membranes 

We designed several controls to ensure that 5-CF was indeed membrane-
impermeable, and that the diffusion pattern that we observed did not occur due to 
membrane disruptions during manipulations. First, we microinjected another membrane-
impermeable fluorescent molecule that is too large to pass through gap junctions, the green 
fluorescent protein (GFP), which has a relatively high molecular weight of 27 kDa. As 
expected, GFP microinjected in the intestine remained restricted within the few intestinal 
cells around the injection site whose separating membranes likely burst by the injection 
blow, and it did not diffuse into farther intestinal cells, nor into any other tissues of the 
animal (Fig 2A, A’). This also shows that the whole left after the microinjection is 
immediately sealed as the microneedle is removed, and that the procedure does not lead to 
any significant leakage. 

Next, we used a cell-permeable fluorescent dye, Hoechst, to rule out the possibility 
that 5-CF could have generated such a pattern by diffusing through cell membranes. 
Hoechst freely passes through membranes but does not freely diffuse due to its high affinity 
for chromatin(ThermoFisher Scientic 2006-2023). We therefore opted for feeding it to 
animals rather than microinjecting a small quantity in the intestine, since it would have 
probably only stained a few nuclei around the injection site. When we soaked animals into 
Hoechst, high quantities of the dye penetrated the animal’s intestine and stained all 
intestinal nuclei, while a vast excess of stain passed through the intestine and from there, 
stained every nuclei within the animal (Fig 2B-B’). This result indicates that there are no 
membrane-independent diffusion barriers between the intestine and the other tissues of the 
animal. 
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As an additional control, we soaked animals in a saturated 5-CF solution to verify 
that this dye would not pass through the intestine luminal membrane, which lacks gap 
junction hemmichannels(Zhang, Khan et al. 2017). After an hour of soaking, followed by 
a 30 minute recovery period in the absence of dye, animals did not retain any obvious 
fluorescence apart from within head amphid neurons (Fig 2C-C’), which are open to the 
environment(Lanjuin and Sengupta 2004). Overall, we conclude that 5-CF cannot pass 
directly through cell membranes, and that based of the observed diffusion pattern after its 
microinjection in the animal’s intestine (Fig. 1), some of it transfers to the germline through 
an unknown route. 

 

Small variations in the intestinal microinjection site do not affect 5-CF transfer to the 
germline 

Before moving into further quantitative comparisons of the 5-CF diffusion pattern, 
we first verified that small variations in the microinjection site would not dramatically 
impact the spread of 5-CF from the intestine to the germline. To this end, we injected 5-
CF in the intestine of wild type adult hermaphrodite, either just anterior or just posterior to 
the vulva, into the int4/int5 or int5/int6 pair, respectively. After the recovery period, total 
fluorescence intensity across the entire intestine’s length was measured in each group. The 
data were doubly normalized to compensate for differences in intestinal length between 
individuals, and in the quantity of dye injected (Fig.3A). For quantification purposes, the 
intestine was then longitudinally divided into five equal zones, the third zone always 
encompassing the injection site. There was a slight but significant bias in dye distribution, 
as animals that were injected just anterior to the vulva, had more dye within the anterior 
intestinal regions and inversely, the dye preferentially accumulated in the posterior 
intestine of animals that were injected just posterior to the vulva (Fig. 3B). 

We then asked whether these small differences in dye distribution within the 
intestine could influence the transfer of 5-CF from the intestine to the anterior and posterior 
gonadal arm regions. However, we did not find any significant differences in the transfer 
of 5-CF to the anterior vs posterior germline regions, whether animals were injected in the 
intestine just anterior or just posterior to the vulva (Fig. 3C-H). Overall, these results show 
that small variations in the intestinal injection site around the vulva, despite that they 
slightly affect intra-intestinal dye distribution, do not significantly impact dye transfer to 
the germline. 

 
5-CF diffusion to the distal germline is independent from RME-2-mediated 
endocytosis 

For all intestinal microinjections, we noticed a higher concentration of 5-CF 
transferring into in the oocytes and eggs relative to the pachytene region (Fig. 1). Several 
factors could explain this phenomenon, including the presence of distal-to-proximal 
cytoplasmic streaming within the gonad arms(Wolke, Jezuit et al. 2007), or potential 
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differences in gap junction abundance, size and/or in gating regulation between these 
regions. However, the exo/endocytosis pathway is also known to transport yolk proteins 
from the intestine to the maturing oocytes(Grant and Hirsh 1999). Indeed, yolk proteins 
are synthesized in the intestine, secreted into the pseudocoelom and endocytosed by 
oocytes through the yolk receptor RME-2, an LDL receptor-like molecule specifically 
expressed by oocytes(Grant and Hirsh 1999). We therefore asked whether a fraction of the 
5-CF that transferred from the intestine to the oocytes, travelled along with the yolk 
proteins. To evaluate this potential contribution, we micro-injected 5-CF in the intestine of 
rme-2(b1008) mutants and monitored its transfer to the germline. We observed a drastic 
reduction in the transfer of 5-CF from the intestine to the oocytes and distal eggs in rme-
2(b1008) mutants, meaning that the major fraction of 5-CF uses this exo/endocytic route 
to travel from the intestine to the proximal germline (Fig. 4A-G). However, comparable 5-
CF concentrations reached the germline pachytene region in wild type and rme-2(b1008) 
mutants (Fig. 4H-I). We also note that a small fraction of 5-CF, comparable to the fraction 
that transferred to the pachytene region in wild-type or rme-2(b1008) mutants, still 
transferred to the oocytes and eggs in rme-2(b1008) mutants (Fig. 4 D-G). We therefore 
conclude that a large proportion of 5-CF transfers from the intestine to the oocytes via 
exo/endocytosis and the RME-2 yolk receptor, but that a smaller yet significant part gets 
into the germline through another unknown route. 

 

5-CF also transfers from the germline to the intestine 

Next, we carried out the reverse experiment and asked whether 5-CF microinjected 
in the germline pachytene region would remain within that gonad arm, or transfer to the 
intestine and/or other tissues of the animal. Such “retrograde” transfer was not necessarily 
expected as for example, the yolk exo/endocytosis route is widely viewed as being 
unidirectional(Grant and Hirsh 1999, Kern, Townsend et al. 2021, Zhai, Zhang et al. 2022). 
Yet, when we microinjected 5-CF in the anterior gonad arm’s pachytene region, the dye 
transferred into the intestine and visibly spread over its whole length (Fig. 5A-B). Quite 
strikingly, the dye was also detectable in the posterior gonad arm’s pachytene region, 
proximal-most oocytes, and distal-most eggs (Fig. 5A-B, D-J). The same phenomenon 
occurred following injection in the posterior arm, although we did not inject enough 
animals to quantify it (Fig. 5C). Since there were no apparent dye in the other tissues, 
including the uterus, we suspect that the dye transferred from the injected gonad arm to the 
pseudocoelom and intestine, and from here and/or there, into the uninjected gonad arm. 

We noticed that for both intestinal and distal germline microinjections the dye 
fluorescence intensity did not equalize between the two tissues, despite allowing ample 
time to diffuse, and remained more concentrated in the recipient tissue (Figs. 1, 5). By 
measuring the fluorescence transfer ratios, we found that similar relative fluorescence 
intensities were attained in the distant tissue, regardless of whether the dye was injected in 
the intestine or germline pachytene (Fig 5K). Altogether, these results establish the bi-
directional small membrane-impermeable molecule transfer between the C. elegans 
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intestine and germline. The results further imply the existence of a bi-directional partial 
diffusion barrier slowing down 5-CF transfer between the two tissues, since only a small 
proportion of it reaches the distant tissue. For the same reason, they also formally exclude 
the possibility that the intestine and germline are directly, or indirectly via the somatic 
gonad, connected by gap-junctions. 

 

Intestine to distal germline 5-CF transfer efficiency does not vary together with GSC 
proliferation rates 

To determine whether gap junction gating, by modulating the transfer of small 
molecules between the somatic gonad and the germline, could underlie the regulation of 
GSC proliferation rates, we microinjected 5-CF in the gut of different mutants in which 
GSC proliferation is known to be reduced. We first monitored 5-CF diffusion in insulin-
like receptor daf-2 mutants in which GSC proliferation is reduced due to lack of growth 
factor stimulation downstream of nutrient uptake(Narbonne and Roy 2006, Michaelson, 
Korta et al. 2010, Narbonne, Maddox et al. 2015). This reduction in proliferation requires 
the activity of both DAF-18/PTEN and DAF-16/FOXO(Narbonne and Roy 2006, 
Michaelson, Korta et al. 2010, Narbonne, Maddox et al. 2015). We did not however detect 
any differences in the efficiency of 5-CF transfer from the intestine to the germline 
pachytene region between any of the tested mutant combinations in this pathway (Fig. 6A-
G). There was however a significant reduction of 5-CF transfer from the intestine to the 
oocytes and eggs in daf-2 mutants (Fig. 6H-K). This is likely linked to the slower rates of 
oocyte maturation and reduced vitellogenesis of these mutants(Lopez, Chen et al. 
2013),(DePina, Iser et al. 2011), which is the main route of dye transfer from the intestine 
to the oocytes (Fig. 4). Because similar proportions of 5-CF still transferred from the 
intestine to the distal germline in these daf-2 mutants that have reduced GSC proliferation, 
we infer that this reduction in proliferation does not involve the instauration of any further 
restrictions to the transfer of small molecules to the distal germline, such as one that could 
have been imposed by somatic gonad or germline gap junction closure. 

In parallel to IIS, somatic MPK-1 activity non-autonomously promotes GSC 
proliferation(Lee, Ohmachi et al. 2007, Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). MPK-1 
signaling is however reduced in germline-feminized fog-1(ø) mutants, which lack sperm 
and have reduced oocyte needs, through a homeostatic feedback loop requiring AAK-
1/AMPK activity(Miller, Nguyen et al. 2001, Morgan, Crittenden et al. 2010, Narbonne, 
Maddox et al. 2015, Cinquin, Chiang et al. 2016, Narbonne, Maddox et al. 2017). We 
therefore asked whether the reduced GSC proliferation rates of fog-1(ø) and mpk-1(ø) 
mutants could be associated with a restriction in the transfer of small membrane-
impermeable molecules from the intestine to the germline. Yet, again we did not detect any 
differences in the transfer of 5-CF from the intestine to the germline pachytene area 
between any of the tested genotypes and the wild type (Fig. 7A-E). However, there was a 
significant reduction of 5-CF transfer from the intestine to the oocytes in fog-1(ø) mutants, 
which was suppressed by aak-1(ø) (Fig. 7F-G). This may reflect a reduction in yolk 
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transport when sperm is depleted, and oocytes arrest and accumulate(Sornda, Ezcurra et al. 
2019), as dye transfer reverted to normal when the aak-1(ø) mutation was added to prevent 
oocyte arrest and accumulation(Narbonne, Maddox et al. 2017). We therefore conclude 
that the downregulation of GSC proliferation that occurs when mpk-1 signaling is reduced 
does not significantly restrict 5-CF transfer from the intestine to the distal germline. As 
such, the closure of gap junctions cannot explain the reduced GSC proliferation rates that 
characterize mpk-1(ø) mutants, nor can it underlie homeostatic downregulation of GSC 
proliferation. 

 

Discussion  
In this study, we investigated the distribution of the small membrane-impermeable 

green fluorescent dye 5-CF following its microinjection in the C. elegans intestine and 
germline. We found that intestine-injected 5-CF diffused away from injected cells and 
spread through the whole intestine. A fraction of the dye also transferred from the intestine 
to the germline, while we did not observe any obvious accumulation elsewhere in the 
animal. The larger part of the intestine to germline dye transfer occurred via the 
exo/endocytosis route, requiring the RME-2 yolk receptor. As such, intestine-injected 5-
CF abundantly labelled proximal-most oocytes, some of which turned into eggs during the 
recovery period. Significant 5-CF amounts however transferred to the germline, including 
the pachytene region, independently of RME-2, and thus must have used another route. 5-
CF being membrane-impermeable, but small enough to pass through gap junctions, this 
route may include the gap junctions that link the somatic gonad to the germline, but it 
remains unclear how the dye “jumped” from the intestine to the somatic gonad since gap 
junctions have not been reported between these two tissues, which are separated by the 
pseudocoelomic space(Hall, Winfrey et al. 1999, Hall 2018). 

Several controls were performed to strengthen this paradox-creating conclusion. 
We microinjected GFP, a molecule that is too large to pass through gap junctions. As 
expected, GFP could not escape from the cells that were targeted by the injection, 
indicating that there are no membrane-free gaps between the intestine and the germline. 
Next, we fed animals Hoechst, a cell-permeable fluorescent dye. Here, the dye did diffuse 
from the intestine to the germline, its concentration visibly equalizing in both tissues, while 
the dye also transferred to all the other tissues of the animal. This revealed that there were 
no membrane-independent diffusion barriers in the animal, and that cell membranes 
participate in the apparent specificity of this small molecule exchange between the intestine 
and germline. Then, we soaked animals in a saturated 5-CF solution to confirm that this 
dye could not pass through membranes that lack gap junctions, such as the intestine luminal 
membrane. Finally, and perhaps most convincingly, we microinjected the dye in the 
germline pachytene region, in both gonad arm, and showed that the transfer occurred in 
both directions, as it could now accumulate in the animal’s intestine. Our results therefore 
establish strong grounds for the existence of bidirectional small membrane-impermeable 
molecule mediated soma-germline interactions. As such, this intestine to germline axis of 
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signaling may not only serve to promote germline functions such as GSC proliferation and 
oocyte maturation/ovulation(Starich, Hall et al. 2014, Hubbard and Schedl 2019, 
Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021), but perhaps also influence somatic outcomes such 
as aging, in response to germline cues. For example, germline ablation is well-known to 
considerably extend lifespan(Hsin and Kenyon 1999). Small life shortening membrane-
impermeable molecules could therefore emanate from the growing germline and directly 
affect the animal’s intestine, which is largely implicated in lifespan regulation (Uno and 
Nishida 2016, Hodge, Bajuszova et al. 2022). 

Previous work has uncovered a couple of long-distance intestine-to-germline 
interactions in C. elegans. In one example, cytidine deaminases were found to be required 
in the gut or somatic gonad of the animal to non-autonomously promote GSC proliferation. 
In this case, it was concluded that low uridine/thymidine (the product of these enzymes) in 
the gut and somatic gonad suppressed GLP-1/Notch signaling and reduced GSC 
proliferation(Chi, Ronai et al. 2016). In the second example, we found that MPK-1/ERK 
activity was required, again either in the animal’s intestine or somatic gonad, to promote 
GSC proliferation(Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). This current piece now 
demonstrates that small membrane-impermeable molecules, such as uridine and thymidine, 
can effectively transfer from the intestine to the germline, most likely via the somatic 
gonad. This legitimizes the hypothesis that cytidine deaminase and MPK-1 may promote 
germline proliferation via the production of small metabolites in either the intestine or the 
somatic gonad; independently of the tissue in which they are produced, since the 
metabolites can transfer from either tissue to the germline to promote proliferation. As 
such, the intestine and germline tissues may share many small membrane impermeable 
molecules such as ions, second messengers and small metabolites implicated in a number 
of biological processes. 

Upon injection of 5-CF in the C. elegans intestine, and despite some small biases 
linked to the microinjection site, we noticed that the dye concentration roughly equalized 
throughout the length of the gut (Fig. 3). This was expected due to the presence of gap 
junctions coupling all cells together within this tissue(Hall 2018). We noticed that a 
fraction of the dye reached the germline, a large part of which employed the 
exo/endocytosis RME-2 route, the passageway that conveys the yolk proteins from the 
intestine to the oocytes, to reach the proximal germline. The exact route employed by the 
remaining smaller fraction of the dye to travel from the intestine to the germline however 
remains obscure. Yet, this route must allow bidirectional exchanges as a similar proportion 
of the dye transferred from the germline to the intestine. The intestine is separated from the 
somatic gonad and germline by a space containing interstitial fluid: the pseudocoelom(Hall 
2018). Interestingly, when GFP is secreted into the pseudocoelom from any tissue, it is 
predominantly taken up by 6 coelomocytes, scavenger cells that non-specifically 
endocytose pseudocoelomic fluid(Fitzgerald and Greenwald 1995, Grant and Greenwald 
1997, Fares and Greenwald 2001). In a pioneering piece Fares and Greenwald 
microinjected several other dyes in the pseudocoelomic space to investigate endocytosis 
by the animal’s coelomocytes. Interestingly, among the small molecules tested, only the 
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dyes that appeared to adhere to yolk granules were not efficiently endocytosed by the 
coelomocytes, and ended up in the oocytes(Fares and Greenwald 2001). Based on these 
early observations, it is possible that 5-CF adhered to the yolk granules and was secreted 
from the intestine into the pseudocoelom via exocytosis along with the yolk. This would 
explain why a large fraction of it was endocytosed by oocytes via their RME-2 receptors. 
If 5-CF indeed adheres to yolk granules, another yet to be identified, and more widely 
expressed but less prominent, yolk receptor could then be responsible for the uptake of the 
remaining fraction of the dye throughout the germline. Yet, this would still not explain the 
transfer that occurred in the other direction, from the germline to the intestine, as yolk 
transport is believed to occur unidirectionally from the intestine to the germline(Grant and 
Hirsh 1999, Kern, Townsend et al. 2021, Zhai, Zhang et al. 2022). Several alternative 
routes are possible for this transfer of small membrane-impermeable molecules, such as 
those implicated in the inter-tissue transfer of RNA molecules(Winston, Molodowitch et 
al. 2002, Feinberg and Hunter 2003) or nucleosides(Appleford, Griffiths et al. 2004). 
Finally, 5-CF could also mix in with the range of small molecules that are packed into the 
microvesicles and exosomes that are released by many cell types, including the C. elegans 
intestine(Russell, Kim et al. 2020). Deeper investigations will however be required to 
identify the exact mechanism(s) underlying the reciprocal RME-2-independent exchange 
of 5-CF between the intestine and germline. 

We finally aimed to analyze the distribution of 5-CF across different genotypes. 
Before conducting the analysis, we verified that small variations in the microinjection site 
did not widely affect the transfer of 5-CF from the intestine to the germline. Although the 
dye preferentially accumulated within the anterior half of the intestine in animals injected 
just anterior to the vulva and in the posterior half when injected just posterior to the vulva, 
this small difference in dye distribution within the intestine did not significantly impact 
transfer of 5-CF to the germline. As such, we could investigate whether restrictions in the 
intestine-to-germline transfer of small membrane-impermeable molecules could underlie 
the downregulation of GSC proliferation rates that occurs in insulin/IGF-1 and MPK-1 
pathway mutants. We found that the efficiency of 5-CF transfer from the intestine to the 
germline pachytene region remained stable across all tested genetic backgrounds, 
regardless of their rates of GSC proliferation. 5-CF transfer to oocytes (and eggs) was 
however reduced in both daf-2 and fog-1 mutants (Figs. 6-7). Consistent with these resuts, 
daf-2 mutants were reported to have reduced vitellogenesis and yolk transport from 
intestine to oocytes(Evans, Chen et al. 2008, DePina, Iser et al. 2011, Ezcurra, Benedetto 
et al. 2018). Reduced IIS however did not reduce the efficiency of 5-CF transfer to the 
distal part of the germline, suggesting that it downregulates GSC proliferation without 
influencing the transfer of small membrane-impermeable molecules to this part of the 
germline. Similarly, the inactivation of MPK-1/ERK signaling, either through a null mpk-
1 mutation or through its homeostatic downregulation by germline feminization, did not 
modify the pattern of 5-CF transfer from the intestine to the distal germline (we could not 
test diffusion to the oocytes in mpk-1(ø) as germ cells arrest at the late pachytene stage in 
this background(Lee, Ohmachi et al. 2007)). Together, our results establish the possibility 
that MPK-1 activity in the intestine or somatic gonad could generate small membrane-
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impermeable molecules that could transfer from either of these tissues to the germline, 
where they would promote GSC proliferation. At the same time, our work also represses 
the idea that regulation of GSC proliferation rates could occur at the level of small molecule 
transfer control, including by somatic gonad or germline gap junction gating. 

Soma-germline interactions occur in many other organisms and the disruption of 
these interactions perturbs several aspects of germ cell development and function, which 
can have significant implications on reproductive success, but also on the health and 
survival of the organism(McCarter, Bartlett et al. 1997, Starich, Hall et al. 2014, Starich 
and Greenstein 2020, Starich, Bai et al. 2020). Unraveling the molecular mechanisms 
underlying soma-germline interactions may therefore lead to the development of new 
therapeutic strategies related to germline dysfunction, but perhaps also towards healthy 
aging. More broadly, the transfer of small membrane-impermeable molecules across 
tissues may be implicated in a range of developmental and intercellular signaling processes, 
and thus its deregulation could equally underlie several pathologies, including those 
implicating stem cell proliferation defects, such as many degenerative diseases and cancers. 

 

Experimental procedures 
Strains 

Animals were maintained on standard NGM plates and fed E. coli bacteria of the 
stain OP50(Brenner 1974). The Bristol isolate (N2) was used as wild type throughout. Prior 
to all assays, animals were grown at 15°C, and based on vulva development(Seydoux, 
Savage et al. 1993), were transferred at the late L4-stage to a new plate at 25°C, for an 
additional 24 hours before any subsequent treatment. We use “A1” to refer to these day-1 
adults(Narbonne, Maddox et al. 2015). The following alleles and transgenes were used. 
LGI: fog-1(q785), daf-16(mu86). LGII: cpSi20[Pmex-5::TAGRFPT::PH::tbb-2 3'UTR + 
unc-119(+)]. LGIII: daf-2(e1370), aak-1(tm1944), mpk-1(ga117). LGIV: daf-18(nr2037), 
rme-2(b1008). The following rearrangements were used. qC1[dpy-19(e1259) glp-1(q339) 
qIs26[rol-6(su1006)gf; Plag-2::GFP]]III, hT2[bli-4(e937) let-?(q782) qIs48](I;III).  

Microinjection 

A1 hermaphrodites were microinjected either in the intestine (dorsally, either just 
anterior or just posterior to the vulva) or distal gonad (pachytene region) with a small 
volume (estimated at 30-50 pl)(Mello, Kramer et al. 1991) of 1x PBS saturated with 5-CF 
(MilliporeSigma #86826) or 1mg/ml GFP (Abcam #ab84191), using techniques previously 
described(Mello, Kramer et al. 1991). Briefly, animals were picked into a drop of 
halocarbon oil, and immobilized by sticking them against a dried agarose pad on a cover 
slip. We used an Eppendorf InjectMan4 micromanipulator coupled to an inverted Zeiss 
Axiovert A1 equipped with a 63x dry objective (NA 0.85) for all microinjections. Animals 
never stayed more than two minutes on the injection pad, and after the injection, they were 
allowed to recover on a seeded plate for one hour at room temperature. This time easily 
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allowed the 5-CF to diffuse throughout length of the animal (Fig. 1B). Animals that did not 
entirely recover from the microinjection procedure were discarded. 

Staining  

A1 hermaphrodites were harvested from plates in 1 ml of M9 buffer. The 
suspension was pipetted into a 1.5ml microtube and centrifuged at 2500 rpm for 1 minute. 
The supernatant was removed to leave worms in about 20 μl of M9 buffer. 50 μl of either 
a saturated 5-CF or of 18mM Hoescht (ThermoFisher, H3570) was mixed into the 
microtube. Animals were stained on a shaker plate at 80 rpm for 1 hour in the dark. After 
the incubation time, worms were pipetted on a seeded plate for 30 minutes to recover and 
allow the complete clearing of the stain from their intestinal lumen, before they were 
imaged. 

Image acquisition 

For imaging, A1 animals were paralysed by soaking in a 0.1% Tetramizole (Sigma, 
L9756) M9 solution for five minutes and mounted on a 3% agarose pad. Differential 
interference contrast (DIC) and epifluorescence images were acquired every micron using 
a Plan-Apochromat 20x dry objective (NA 0.8) mounted on an inverted Zeiss Axio 
Observer.Z1. Images were stitched using the Zen 2.6 software and animals were 
computationally straightened using ImageJ. All DIC images show single focal planes, 
while fluorescence images show maximal projections. The overlay images in Fig. 1E-H 
however, were realized with single fluorescent focal planes to represent how the analysis 
was realized. The exact same acquisition parameters were used for all samples within each 
assay, but could vary between separate assays. 

Fluorescence quantification 

Fluorescence quantification was performed using ImageJ. To quantify 5-CF 
diffusion between the intestine and the different germline regions, or from the germline 
pachytene region to the intestine, we first measured the whole animal’s total fluorescence 
intensity for each subject. We used the average value for all wild type injections to 
normalize the fluorescence intensities obtained for the other genotypes, and for individuals 
within each genotypes, in order to compensate for variations in the quantity of 
fluorochrome injected. We then placed three identical circular ROIs of 99,451 μm² and 
averaged their fluorescence intensities in the focal plane where the middle of the following 
tissues was in focus: intestine, anterior and posterior germline pachytene regions, proximal-
most (-1) oocytes, and distal-most (+1) eggs. Fluorescence intensity values for each region 
were normalised based on the total fluorescence intensity in the whole animal and were 
background subtracted to remove the signal coming from natural autofluorescence using 
the respective regions of uninjected controls of the same genotype. For all fluorescence 
intensity graphs except Fig. 1C, this average endogenous fluorescence was subtracted from 
all samples, including uninjected controls, such that the fluorescence intensity values for 
injected animals are directly proportional to fluorophore concentrations. 
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 For the quantification of 5-CF along the length of the intestine in Fig. 3A-B, an 80-
pixel wide segmented line was manually drawn over the length of the intestine and selected 
as the region of interest (ROI). Average pixels intensities at each x-coordinate within the 
ROI were obtained using the Plot Profile tool. To normalize for intestine length, each x-
coordinate from the plot profile line was divided by the length of the line and all pixel 
intensities were pooled by integer from 1 to 100 at a 0,01 span. We then used uninjected 
controls to subtract the background autofluorescence from all images. To normalize for 
variations in microinjection volumes, all pixel intensity values (y-coordinates) were 
divided by the animal’s intestine length normalized total pixel intensity. Finally, the 
adjusted (length-normalized, background subtracted and intensity-normalized) 
fluorescence intensities were averaged for each group. For Fig. 3A-B, the intestine was 
longitudinally divided into five equal zones, and all y-coordinates were averaged within 
each zone for Fig. 3B. The third zone, located at the middle of the gut, always comprised 
the injection site. 

Statistical analysis 

Details of the statistical analyses are indicated in figure legends. The one-way 
ANOVA and Tukey's post-hoc tests were used to evaluate statistical significance among 
multiple groups. A two-tailed t-test assuming equal variance was performed when 
comparing only two groups. P values lower than 0.05 were considered as statistically 
significant.  
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Figure legends 
Figure 1. A small membrane-impermeable molecule transfers from the intestine to 
the germline. (A-B) Representative DIC images and fluorescence maximal projections of 
wild type adults that were or were not microinjected with 5-CF in the intestine, near the 
vulva (pipette tip). The intestine is delimited by the blue dashed line while the germline is 
delimited by a yellow dashed line. Scale bar, 100µm. (A’-B’) Germline pachytene regions 
were enlarged and enhanced to allow visualization of the dimmer signal present in this 
area, where applicable. (C) Total fluorescence intensity measured in the whole animal (see 
Experimental procedures). The signal present in uninjected controls represents the 
background autofluorescence. (D) Average intestinal fluorescence intensity measured near 
the injection site. From here onwards, background autofluorescence was subtracted from 
both injected and uninjected controls. (E-H) DIC-GFP overlay images of the analysed 
regions. The displayed animal is a wild type adult that was injected in the intestine. The 
intensity of the fluorescence signal was measured by averaging three identical circular 
zones (green circles, numbered) per region, when the middle of the structure was in focus 
(See Experimental procedures). (E) Intestine. Pipette tip marks the injection site, the yellow 
dashed line circles the vulva. (F) Pachytene region. (G) -1 oocyte. (H) +1 egg. (I-N) 
Graphical representation of the average 5-CF fluorescence intensity measured in the 
different regions analyzed. (C-D, I-N) Sample size, for each treatment: 9 and 23, 
respectively. Asterisks indicate significant difference (p<0.05; Two-tailed t-tests). 
 
 
Figure 2. A larger molecule does not transfer from the intestine to the germline. (A-
C) Representative DIC and fluorescence maximal projections of wild type adults that were 
(A) microinjected with GFP in the intestine, near the vulva (pipette tip), or soaked in (B) 
Hoechst or (C) 5-CF. (A-C) The intestine is delimited by the blue dashed line while the 
germline is delimited by a yellow dashed line. Scale bar, 100µm. (A’-C’) Germline 
pachytene regions were enlarged and enhanced to allow visualization of the dimmer signal 
present in this area, where applicable. 
  
 
Figure 3. Small variations in the intestinal microinjection site do not affect 5-CF 
transfer to the germline. (A) Graphical representation of the 5-CF diffusion across the 
intestine of wild type adults injected either just anterior or jut posterior to the vulva (See 
Experimental procedures). 
(B) Relative fraction of 5-CF that ended up in the 5 different arbitrary antero-posterior 
sections of the intestine. Zone 1 is the anterior 20% of the intestine, and zone 3 is the middle 
portion, encompassing the injection site. Asterisks indicate significant difference (p<0.05; 
Two-tailed t-tests). (C-H) Representation of the average 5-CF fluorescence intensity 
measured in the different germline regions analyzed according to the injection sites. (A-H) 
Sample size, for each treatment: 7 and 10, respectively. Asterisks indicate significant 
difference (p<0.05; Two-tailed t-tests). 
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Figure 4. A fraction of 5-CF transfers from the intestine to the germline 
independently from the RME-2 yolk exo/endocytosis route. (A-C) Representative DIC 
and fluorescence maximal projections of wild type and rme-2 mutant adults that were or 
were not microinjected with 5-CF in the intestine, near the vulva. The intestine is delimited 
by the blue dashed line while the germline is delimited by a yellow dashed line. Scale bar, 
100µm. (B’-C’) Germline pachytene regions were enlarged and enhanced to allow 
visualization of the dimmer signal present in this area, where applicable. (D-I) Graphical 
representation of the average 5-CF fluorescence intensity measured in the different regions 
analyzed. Sample size, for each genotype: 23 and 29. Asterisks indicate significant 
difference (p<0.05; Two-tailed t-tests). 
 
 
Figure 5. A small membrane-impermeable molecule transfers from the germline to 
the intestine. (A-C) Representative DIC and fluorescence maximal projections of wild 
type adults that were or were not microinjected with 5-CF in the pachytene region of the 
anterior or posterior gonad arm (pipette tip). The intestine is delimited by the blue dashed 
line while the germline is delimited by a yellow dashed line. Scale bar, 100µm. (D-J) 
Graphical representation of the average 5-CF fluorescence intensity measured in the 
different regions analyzed. (K) Graphical representation of the 5-CF average fluorescence 
intensity ratios between the intestine and the germline pachytene region depending on the 
injection site. (D-K) Sample sizes, for each treatment: 9 and 11, respectively. Asterisks 
indicate significant difference (p<0.05; Two-tailed t-tests). 
 
 
Figure 6. Reduced IIS does not affect intestine to distal germline 5-CF transfer. (A-
E) Representative DIC and fluorescence maximal projections of wild type and IIS mutant 
adults that were or were not microinjected with 5-CF in the intestine near the vulva. The 
intestine is delimited by the blue dashed line while the germline is delimited by a yellow 
dashed line. Scale bar, 100µm. (F-K) Graphical representation of the average 5-CF 
fluorescence intensity measured in the different regions analyzed. Sample sizes, for each 
genotype, from left to right: 23, 24,18, 24 and 14. Asterisks indicate significant difference 
(p<0.05; ANOVA followed by Tukey's post-hoc tests). 
 
 
Figure 7. Reduced MPK-1 signaling does not affect intestine to distal germline 5-CF 
transfer. (A-C) Representative DIC and fluorescence maximal projections of fog-1, fog-
1; aak-1 and mpk-1 mutant adults that were microinjected with 5-CF in the intestine near 
the vulva. The intestine is delimited by the blue dashed line while the germline is delimited 
by a yellow dashed line. Scale bar, 100µm. (C) A membrane labelling RFP was introduced 
to facilitate analysis. (D-G) Graphical representation of the average 5-CF fluorescence 
intensity measured in the different regions analyzed. Sample sizes, for each genotype, from 
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left to right: 23, 19, 22 and 13. Asterisks indicate significant difference (p<0.05; ANOVA 
followed by Tukey's post-hoc tests). 
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CHAPITRE III 

CONCLUSION 
 

Les travaux de recherche effectués dans notre laboratoire ont pour objectifs de 

comprendre les mécanismes de régulation homéostatique des cellules souches, et plus 

particulièrement ceux qui régulent leur niveau de prolifération. Étant donné l’impact 

prédominant de la protéine MPK-1 sur la prolifération des CSG chez C. elegans, elle s’y 

retrouve particulièrement étudiée. 

L’objectif global de mon projet de recherche était de déterminer si de petites 

molécules imperméables aux membranes, qui pourraient être générées en aval de 

l’activité MPK-1 et promouvoir la prolifération des CSG, pouvaient effectivement voyager 

depuis l’intestin, d’où MPK-1 supporte la prolifération des CSG, pour se rendre dans la 

lignée germinale. Ainsi, il était question de suivre le patron de diffusion de la 5-CF, une 

petite molécule imperméable aux membranes, suite à son injection dans l’intestin de 

l’animal. 

Les jonctions communicantes formées par les innexines permettent le passage de 

petites molécules allant jusqu'à 2 kDa  (Bossinger and Schierenberg 1996). Nous avons 

sélectionné la 5-CF, un colorant imperméable aux membranes fluorescent de 0,376 kDa, 

comme molécule pouvant diffuser d'une cellule à une autre à travers ces jonctions (Magni 

2010). La 5-CF avait d’ailleurs déjà été utilisé avec succès pour visualiser la diffusion à 

travers les innexines du pharynx chez C. elegans (Li, Dent et al. 2003). Afin de s’assurer 

que la 5-CF était bien imperméable aux membranes nous avons utilisé différents 

contrôles. La GFP est une autres molécules qui est imperméables aux membrane mais qui 

ne peut passer à travers les jonctions communicantes étant donné son poids moléculaires 

de 27 kDa. Comme prévu, la GFP micro-injectée dans l'intestin est restée limitée aux 

quelques cellules intestinales autour du site d'injection et elle n'a pas diffusé dans les 

cellules intestinales plus éloignées ou dans les autres tissus environnants. Cela montre 

également que l'ensemble laissé après la micro-injection est immédiatement scellé 
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lorsque la micro-aiguille est retirée, et que la procédure n'entraîne pas de fuite 

significative. Nous avons ensuite utilisé un colorant fluorescent perméable aux cellules, le 

Hoechst, pour exclure la possibilité que le 5-CF ait pu générer un tel motif en diffusant à 

travers les membranes cellulaires. Ces différents contrôles nous ont donc aussi permit de 

conclure que le schéma de diffusion que nous avons observé n'était pas dû à des 

perturbations de la membrane au cours des manipulations.  

Lors de l’injection de la 5-CF dans l’intestin de l’animal, la présence de jonctions 

communicantes qui relient toutes les cellules de ce tissu entre elles permettait au 

colorant de s’égaliser de manière plutôt égale sur toute la longueur de l’intestin(Hall 

2018). Par la suite, une fraction du colorant atteignait la lignée germinale, dont une 

grande partie utilisait la voie exo/endocytose RME-2 afin d’atteindre la lignée germinale 

proximale. La voie exacte empruntée par la petite fraction restante du colorant pour se 

rendre de l'intestin à la lignée germinale reste cependant inconnue. Il est important de 

mentionner que de petites variations dans le site d'injection intestinal affectent 

légèrement la distribution intra-intestinale du colorant mais n'ont pas d'impact significatif 

sur le transfert du colorant vers la lignée germinale. 

Une partie du colorant était donc transférée de l'intestin vers la lignée germinale 

et on ne semble pas observer une accumulation notable dans d'autres parties de l'animal. 

La 5-CF n’a pas été quantifié dans d’autres endroits dans le vers et il serait pertinent de la 

faire pour la suite de ce projet.  Le transfert principal du colorant de l'intestin vers la lignée 

germinale semble s’être produit via la voie de l'exo/endocytose, nécessitant le récepteur 

vitellin RME-2. La voie de l'exo/endocytose chez C. elegans est à la base connue pour jouer 

un rôle dans le transport de l'intestin vers les ovocytes des protéines vitellines (Grant and 

Hirsh 1999). Celles-ci sont nécessaire pour la maturation de l’ovocyte. Les mutants qui 

n’expriment pas le gène rme-2 se caractérisent par des ovocytes légèrement petits et 

dépourvus de protéines vitellines, une morphologie de la lignée germinale plutôt 

normale, une accumulation importante de protéines vitellines dans le pseudocœlome, 

une production réduite d'embryons et une faible viabilité embryonnaire (Grant and Hirsh 

1999). Les protéines vitellines sont synthétisées dans l'intestin, sécrétées dans le 
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pseudocœlome et endocytées par les ovocytes par l'intermédiaire du récepteur vitellin, 

RME-2, une molécule semblable au récepteur LDL qui est spécifiquement exprimée par 

les ovocytes (Figure 13) (Kimble and Sharrock 1983, Sharrock 1983, Goldstein, Brown et 

al. 1985, Spieth, Nettleton et al. 1991, Schneider 1996). Si la 5-CF avait une certaine 

affinité pour les protéines vitellines, ceci expliquerait pourquoi la 5-CF qui était injecté 

dans l’intestin a abondamment marqué les ovocytes, surtout les plus proximaux qui 

pratiquent plus d’endocytose.  De plus, durant la période d’incubation, certains ovocytes 

se sont transformés en œufs, ce qui explique pourquoi la 5-CF se retrouve également à 

cet endroit.  

 

 

 

 

Figure 13. Endocytose des protéines vitellines par les ovocytes.  
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YP170::GFP, qui consiste en une protéine vitelline couplé à une molécule de GFP, est synthétisé dans 

l'intestin et sécrété dans la cavité corporelle d'où il est endocyté par les ovocytes. RME-2 est le 

récepteur vitellin exprimé dans les ovocytes. Des micrographies fluorescentes de vers de type sauvage 

et de vers mutants rme-2 typiques exprimant YP170::GFP sont montrées. Chez les vers sauvage, les 

protéines vitellines se retrouvent dans les ovocytes, tans que dans les mutants rme-2, les ovocytes 

sont dans l’incapacité d’endocyter les protéines vitellines. (Grant et Sato, Wormbook) 

 

 

Une partie de la 5-CF injecté dans l’intestin étant significativement détectable 

dans la région du pachytène, on en conclut qu’il existe une voie de passage qui relie 

spécifiquement l’intestin à la lignée germinale qui est indépendante de RME-2. Une 

influence de l’intestin sur la lignée germinale pourrait ainsi être importante pour 

l’homéostasie de la fonction germinale. Des travaux antérieurs ont montré qu’il existe 

déjà quelques interactions entre l’intestin et la lignée germinale. Comme mentionné 

précédemment, MPK-1/ERK est nécessaire, dans l'intestin de l'animal ou dans la gonade 

somatique, pour favoriser la prolifération des CSG (Robinson-Thiewes, Dufour et al. 

2021). Un autre exemple a été la constatation que la cytidine désaminases, une enzyme 

nécessaire dans le métabolisme des nucléotides par sa production d’uridine, est 

nécessaire dans l'intestin ou la gonade somatique de l'animal pour promouvoir encore 

une fois de manière non autonome, la prolifération des CSG chez C. elegans (Chi, Ronai 

et al. 2016). Dans cet exemple-ci, la faible quantité d'uridine dans l'intestin et la gonade 

somatique supprimait la signalisation GLP-1/Notch et réduisait la prolifération des CSG 

(Chi, Ronai et al. 2016).  

Nos propres résultats indiquent maintenant que de petites molécules 

imperméables à la membrane, tel que l'uridine, peuvent effectivement être transférées 

de l'intestin à la lignée germinale, très probablement par l'intermédiaire de la gonade 

somatique. L’uridine pourrait ainsi utiliser les jonctions communicantes que l’on retrouve 

au niveau des cellules de la gaine somatique étant donné qu’elle a une taille lui 

permettant de passer par le pore (Cotrina, Lin et al. 1998, Stout, Costantin et al. 2002).  
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Nos résultats ont également démontré que le transfert de la 5-CF entre l’intestin 

et la lignée germinale est bidirectionnel. En effet, en effectuant l’expérience inverse, soit 

en injectant la 5-CF dans la région du pachytène, il a été possible d’observer une 

accumulation du colorant dans l’intestin. La lignée germinale pourrait donc elle aussi 

utiliser de petites molécules imperméables aux membranes afin d’influencer des 

fonctions dites somatiques, tel que le vieillissement. À titre d’exemple, il est déjà connu 

chez C. elegans que l’ablation de la lignée germinale entraine une augmentation de leur 

durée de vie via la régulation de voies de signalisation dans l’intestin (Hsin and Kenyon 

1999, Uno and Nishida 2016). 

Chez C. elegans, l'intestin est séparé de la gonade somatique et de la lignée 

germinale par un espace contenant du liquide interstitiel : le pseudocœlome (Hall 2018). 

Le pseudocœlome est également un lieu de résidence pour les cœlomocytes, six cellules 

de récupération qui endocytent de manière non spécifique le liquide interstiel 

pseudocœlomique (Fares and Greenwald 2001). Bien que les molécules naturelles qui 

sont éliminées de la cavité corporelle par les cœlomocytes soient inconnues, ces derniers 

sont capables d'éliminer de nombreux composés étrangers de la cavité corporelle après 

qu'ils ont été introduits dans l’organisme (Fares and Greenwald 2001). À titre d’exemple, 

lorsque la molécule de la GFP est sécrétée dans le pseudocœlome à partir de n'importe 

quel tissu, il a été observé qu’elle était principalement absorbée par les cœlomocytes 

(Fitzgerald and Greenwald 1995, Grant and Greenwald 1997, Fares and Greenwald 2001). 

Dans de précédents travaux, plusieurs autres colorants ont été introduit afin d’étudier 

l'endocytose par les cœlomocytes de l'animal. Il a alors été noter que parmi les petites 

molécules testées, seuls les colorants qui semblaient adhérer aux granules de protéines 

vitellines n'étaient pas efficacement endocytés par les cœlomocytes. Elles se retrouvaient 

plutôt dans les ovocytes (Fares and Greenwald 2001). Par analogie, il serait possible que 

la 5-CF ait adhéré aux granules de protéines vitellines et ait été sécrété de l'intestin dans 

le pseudocœlome par exocytose en même temps que celles-ci. Cela expliquerait pourquoi 

une grande partie de la 5-CF injectée lors de nos travaux a été endocytée par les ovocytes 

via les récepteurs RME-2. La partie restante de colorant pourrait alors être absorbé dans 
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la lignée germinale par un autre récepteur de type RME. Il serait important pour la suite 

de s’assurer que les cœlomocytes n’accumulent pas des quantités significatives de 5-CF. 

De plus, il serait intéressant de tester si la 5-CF se lie effectivement avec les protéines 

vitellines. Pour ce faire, il serait intéressant d’utiliser une microscopie confocale afin de 

quantifier la fluorescence du colorant de manière plus précise. La microscopie confocale 

fournit des images avec un contraste élevé, facilitant la distinction entre différentes 

structures dans des échantillons biologiques. Il nous permettrait également de visualiser 

les cœlomocytes, qui sont considérés comme des détails cellulaires plus fins. 

 

Cependant, nos résultats indiquent une voie bidirectionnel étant donné que la 

proportion de colorant injecté transfère de manière inverse, mais proportionnellement 

similaire, qu’il soit injecté dans l’intestin ou la lignée germinale. La voie empruntée par la 

5-CF voie pour passer de la lignée germinale à l’intestin demeure toutefois obscure, car 

le transport des protéines vitellines se produit de manière unidirectionnelle de l'intestin 

à la lignée germinale (Grant and Hirsh 1999, Kern, Townsend et al. 2021, Zhai, Zhang et 

al. 2022). 

Comme mentionné précédemment, la 5-CF est suffisamment petite pour passer 

par les jonctions communicantes et celles-ci pourraient donc jouer un certain rôle dans le 

transfert entre la lignée germinale et l’intestin. Cette question reste toutefois en suspens 

parce qu’à ce jour, dans la littérature, il n’y a toujours pas d’évidence que des jonctions 

communicantes relient ces deux tissus qui sont séparés par le pseudocœlome. 

Des recherches ont récemment révélé l’importance des jonctions communicantes 

dans la défense immunitaire de l’intestin chez C. elegans. Dans cette exemple-ci, ce sont 

des petites molécules, ici aussi encore inconnus, qui utilisent les jonctions communicantes 

pour faire le pont entre l’intestin et la lignée germinale. En effet, inx-14, une sous-unité 

de la jonction communicante, prévient la défense intestinale, car les mutants dépourvus 

de ce gène présentent une résistance fortement accrue à l'infection par Pseudomonas 

aeruginosa PA14 (Starich, Hall et al. 2014, Zhang, Wang et al. 2023).  Cette axe de 
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signalisation implique non seulement INX-14 mais aussi GLP-1/Notch, qui est exprimé 

dans la gonade et qui régule ainsi la défense intestinale de manière non-autonome 

(Zhang, Wang et al. 2023). INX-14 régule ainsi la signalisation de la gonade jusqu’à 

l’intestin. Dans cet exemple-ci, la voie INX-14/GLP-1 utilise les lysosomes afin de médier 

la réponse intestinale. Il serait en fait possible que INX-14 régule le calcium, le malonyl-

CoA (Starich, Bai et al. 2020) ou d'autres messagers tels que le GMP cyclique (Shuhaibar, 

Egbert et al. 2015) qui déclenche le clivage et l'activation de Notch/GLP-1 (Kopan and 

Ilagan 2009) dans la gonade, qui transduit ensuite le signal Notch/GLP-1 activé vers les 

cellules épithéliales de l'intestin et déclenche la voie des lysosomes intestinaux (Zhang, 

Wang et al. 2023). L’investigation de la voie des lysosomes pourrait être une piste à 

explorer pour la suite de ce projet afin de voir si la 5-CF utilise aussi cette voie de 

signalisation.  

Afin d’investiguer d’avantage l’éventualité que la 5-CF passe belle et bien par les 

jonctions communicantes que l’on retrouve au niveau de la gonade, il serait d’abord 

pertinent de voir s’il y a du transfert au niveau des cellules de la gaine somatique. La 

visualisation d'un colorant ou d'un marqueur fluorescent dans les cellules de la gaine est 

toutefois difficile car elles sont beaucoup plus fines en comparaison aux cellules qui 

composent la lignée germinale, qui, en comparaison, sont beaucoup plus épaisses. 

Lorsqu'il y a de la fluorescence dans la lignée germinale, cela « écrase » celle provenant 

de la gaine, de sorte qu'il est quasi impossible de séparer les deux signaux. Dans des 

expérience précédente conduite par d’autres membres de notre laboratoire, il a 

récemment été découvert que MPK-1/ERK était fortement phosphorylé dans les cellules 

de la gaine, mais nous ne pouvions détecter ce signal que lorsque MPK-1 était supprimé 

de la lignée germinale (Robinson-Thiewes, Dufour et al. 2021). Une expérience future 

serait d’injecter de la 5-CF dans l’intestin de mutants qui expriment un marqueur de 

fluorescence au niveau des cellules de la gaine somatique, permettant ainsi leur 

visualisation. Il serait alors possible de quantifier si la 5-CF passe dans les cellules de la 

gaine somatique avant d’entrer dans la lignée germinale.  
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Dans la même ligne de pensée, le projet original n’investigue pas de manière 

directe les jonctions communicantes, avec, par exemple, l’utilisation de mutants qui 

n’exprime pas de jonctions communicantes au niveau de la gonade. Ces mutants 

pourraient confirmer que la 5-CF utilise bien les jonctions communicantes à un certain 

moment lors de son transfert de l’intestin jusqu’à la lignée germinale. Ceci constitue 

toutefois encore un problème pour notre objectif principal étant donné que de tels 

mutants sont alors stériles et que leur lignée germinale ne contient que quelques cellules 

(Starich, Hall et al. 2014). Leur lignée germinale n’étant pas développé, il serait alors plus 

difficile d’expliquer un lien possible entre la fonction de MPK-1 et les jonctions 

communicantes.  

Finalement, afin de déterminer si la modulation des jonctions communicantes 

pouvait expliquer la régulation du taux de prolifération des CSG par le transfert de petites 

molécules entre la gonade somatique et la lignée germinale, nous avons micro-injecté la 

5-CF dans l'intestin de différents mutants des voies de signalisation insuline/IGF-1 et MPK-

1 chez lesquels la prolifération des CSG est connue pour être réduite. Nous avons constaté 

que l'efficacité du transfert de la 5-CF de l'intestin vers la région du pachytène restait 

stable dans tous les milieux génétiques testés, quel que soit leur taux de prolifération des 

CSG. Le transfert du 5-CF vers les ovocytes (et les œufs) était cependant réduit chez les 

mutants daf-2 et fog-1. Chez les mutants daf-2, cela est probablement lié au 

ralentissement de la maturation des ovocytes et à la réduction de la production des 

protéines vitellines chez ces mutants qui est, comme mentionné précédemment, la 

principale voie de transfert du colorant de l'intestin vers les ovocytes (DePina, Iser et al. 

2011, Lopez, Chen et al. 2013). Chez les mutants fog-1, ceci s’explique plutôt par la 

réduction du transporte des protéines vitellines lorsque les spermatozoïdes sont épuisés 

et que les ovocytes s'arrêtent et s'accumulent (Sornda, Ezcurra et al. 2019). Ensemble, 

ces résultats nous amènent à penser que la diminution de la régulation de la prolifération 

des CSG qui se produit lorsque la signalisation insuline/IGF-1 et MPK-1 est réduite ne 

limite pas de manière significative le transfert de la 5-CF de l'intestin vers la lignée 

germinale distale. Ainsi, la fermeture des jonctions communicantes ne pourrait pas 
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expliquer les taux réduits de prolifération des CSG qui caractérisent les mutants MPK-1, 

ni sous-tendre la régulation homéostatique de la prolifération des CSG. Nos résultats 

établissent plutôt la possibilité que l'activité de la protéine MPK-1 dans l'intestin ou la 

gonade somatique puisse générer de petites molécules imperméables à la membrane qui 

pourraient être transférées de l'un ou l'autre de ces tissus vers la lignée germinale, où 

elles favoriseraient la prolifération des CSG. Ces petites molécules pourraient emprunter 

la voie de l’exo/endocytose pour se rendre dans la lignée germinale quand elles sont 

générées par l’intestin, et les jonctions communicantes quand elles sont générées par la 

gonade somatique. 

Les interactions entre les tissus somatiques et la lignée germinale existent chez de 

nombreux autres organismes et la perturbation de ces interactions perturbe plusieurs 

aspects du développement et de la fonction des cellules germinales, ce qui peut avoir des 

conséquences importantes sur la santé et la survie de l'organisme (McCarter, Bartlett et 

al. 1997, Hall, Winfrey et al. 1999, Schulz, Wood et al. 2002). Le transfert de petites 

molécules imperméables à la membrane à travers les tissus peut être impliqué dans une 

série de processus de développement et de signalisation intercellulaire. Sa dérégulation 

pourrait ainsi sous-tendre plusieurs pathologies, y compris celles impliquant des défauts 

de prolifération des cellules souches, telles que de nombreuses maladies dégénératives 

et cancers. Le cancer est la principale cause de décès au Canada (Statistique Canada, 

2024). Les traitements les plus conventionnels proposés contre le cancer comprennent 

souvent un retrait chirurgical de la tumeur suivi par un traitement de radiothérapie ou de 

chimiothérapie. Ces traitements comportent toutefois plusieurs inconvénients. La 

chirurgie est souvent plus efficace dans un stade précoce du développement de la 

maladie, alors que la radiothérapie peut endommager les cellules et/ou les tissus sains et 

un problème majeur rencontré avec les traitements de chimiothérapie est la 

chimiorésistance. Il est donc primordial de développer des traitements anticancéreux plus 

efficaces à long terme pour diminuer le taux de décès par le cancer. La découverte et la 

compréhension de certains des mécanismes régulatoires de la prolifération des cellules 

souches pourraient ainsi permettre des retombées dans le domaine biomédical, 
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notamment envers la conception de nouveaux traitements précis contre le cancer. 

Comprendre le processus par lequel les signaux de MPK-1A chez C. elegans sont 

acheminés au site d’intérêt, et quels sont-ils, pourrait faciliter la prévention et le 

traitement du cancer, ainsi que toutes les thérapies à base de cellules souches.  
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