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Résumé

Le retard mental (RM) est une maladie incurable qui affecte 2 a 3% de la
population. Des mutations dans le géne GDI/, codant pour GDla, un régulateur des
GTPases Rab, sont associées a un RM chez I’homme. Un médicament ayant pour
cible un géne ayant une fonction antagoniste a GDIJ pourrait réduire les symptomes
de la maladie. Une mutation suppressive est une 2° mutation a un site différent de la
mutation a I’étude, qui supprime le phénotype de la premic¢re mutation. Afin
d’identifier ces suppresseurs génétiques, nous utilisons une approche couplant la
génomique intégrative et la génétique chez un animal modele, le nématode
Caenorhabditis elegans. La réduction de 1’expression de gdi-/ par traitement des
nématodes a I'ARN interférent (ARNi) nous a permis d'observer 7 phénotypes : la
stérilité (Ste); une altération de la morphologie de la gonade (Gon); une
accumulation d’oocytes endomitotiques (Emo); une diminution de la contraction des
cellules myoépithéliales de la gaine de la gonade, un défaut de morphologie des
oocytes matures et une inhibition de I’endocytose des particules yolk (YP170-GEP)
par les oocytes. Nous montrons que gdi-/ joue un role important dans le contrdle de
la morphologie des gonades et des oocytes. Notre laboratoire a récemment
développé un outil bioinformatique permettant la prédiction d’interactions
génétiques chez C. elegans. Nous avons utilisé les prédictions faites pour gdi-/ afin
d’estimer la performance de ce prédicteur. Cette étude nous a permis d’identifier des
partenaires fonctionnels de gdi-/ dont les fonctions neurologiques ont déja été
reconnues chez I’homme et de prouver le grand potentiel prédictif de notre outil
bioinformatique. Parmi les partenaires fonctionnels identifiés pour gdi-1, il y a dyb-1
(dystrobrevin) qui est I’orthologue le plus prés de dystrobrévine chez I’homme, une
protéine associée a certaines formes de RM et une dystrophie musculaire. De plus,
gdi-1 (ARN1) diminue le phénotype de dystrophie musculaire associé a dyb-1.
Plusieurs génes qui interagissent avec gdi-1, interagissent aussi avec des protéines
motrices, dont la myosine qui contrdle la contraction de la machinerie actine-
myosine. Ces résultats sont en accord avec le role montré pour gdi-/ dans le contréle
de la contraction de la gonade, ainsi que dans la morphologie des gonades et des
oocytes. Notre approche nous a permis d’identifier des suppresseurs génétiques de
gdi-1 chez le nématode C. elegans qui pourrait s’avérer étre des cibles
thérapeutiques prometteuses contre certaines formes de RM. De plus, cette approche
nous a permis d’identifier une famille d’agents actifs pouvant étre testée comme
agents thérapeutiques contre les déficits neurologiques associés a la délétion
fonctionnelle de GDI/-/ chez la souris.

Mots clés : gdi-1, retard mental, plasticité synaptique, dystrophie musculaire, ML-7,
Rab, dystrobrévine, Caenorhabditis elegans, cible thérapeutique.
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Introduction

Les protéines Rabs

Les protéines Rabs et leurs régulateurs

L’énorme flux de trafic des membranes a I’intérieur d’une cellule nécessite un
contrdle rigoureux du taux et de la spécificité du trafic. La famille des Rabs fait
partie de la superfamille des petites GTPases Ras et joue des roles importants dans le
contrdle du trafic membranaire autant dans les voies de signalisation d’endocytose
que celles de I’exocytose (Bachner, Sedlacek et al. 1995). Plus de 60 membres de la
famille des Rabs sont encodés par le génome humain. Selon un cycle d’échange
GDP-GTP, les Rabs fonctionnent comme des commutateurs moléculaires pour
médier le transport vésiculaire le long du cytosquelette en recrutant des protéines
motrices spécifiques, et en assurant l’attachement et la fusion des vésicules aux
membranes cibles. La forme GDP est inactive alors que la forme GTP est active. Les
Rabs sont régulés par trois classes de protéines. Les GEFs régulent de maniere
positive en favorisant 1’échange du GDP en GTP. A ’opposé, les GAPs augmentent
I”activité GTPase intrinseque des Rabs donc le passage de la forme GTP active vers
la forme GDP inactive (Pfeffer and Aivazian 2004). Enfin, les GDIs détachent la
forme GDP inactive des Rabs de la membrane pour former un complexe soluble
dans le cytosol qui servira de réserve pour une réutilisation ultéricure (Sasaki,

Kikuchi et al. 1990) (Figurel,1).

Le transport vésiculaire

Le transport vésiculaire peut étre divisé en deux groupes, celui impliqué dans
Pinternalisation des membranes (endocytose) et celui impliqué dans la sécrétion de
ces membranes (sé€crétion /exocytose). Dans le premier cas, le trajet de la vésicule
commence a la membrane plasmique et finit généralement au lysosome, alors que

dans le deuxiéme cas, le trajet va du réticulum endoplasmique vers la membrane



plasmique. Les deux voies communiquent entre elles via des vésicules

intermédiaires (Seabra, Mules et al. 2002).
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Figure 1.1 Le cycle des Rabs dans un exemplc d’exocytose. La liaison avec la protéine
(REP) est essentielle pour la prénylation de la Rab par la Rab géranylegéranyle transférase
(RabGGT). Le recyclage d’une Rab d’un compartiment accepteur vers un compartiment
donneur est facilité par GDI. REP et GDI peuvent lier la forme GDP inactive de la Rab. Une
fois que REP ou GDI libére une Rab & la membrane donneuse, la Rab peut étre activé en
GTP par un des facteurs d’échange de guanine (RabGEFs), ce qui permet notamment la
fusion de la vésicule a la membrane plasmique. Les Rabs sont désactivés par les protéines
activatrices des GTPases (RabGAPs). Les RabGEFs et RabGAPs accélérent le faible taux
intrinséque d’échange de nucléotides ou d’hydrolyse du GTP des Rabs. Dans leur forme
active, les Rabs interagissent avec une multitude de protéines effectrices comme les
complexes de cargos d’une membrane donneuse, les protéines motrices et des complexes a
la membrane accepteuse pour la fusion. Tiré de (Corbeel and Freson 2008).



Les Rabs sont solubles et subissent une modification post-traductionnelle de
composés 1soprénoides qui leur permet de s’associer aux membranes des organelles
et des vésicules intracellulaires (Pereira-Lcal, Hume et al. 2001). Les Rabs qui
possedent cette addition de lipide sont dirig€es vers des membranes spécifiques et
montrent alors des localisations subcellulaires caractéristiques. (Seabra, Mules et al.
2002). Dans la forme active, les Rabs recrutent divers groupes de protéines
effectrices, ce qui permettrait aux Rabs de controler les différentes étapes du
transport vésiculaire, incluant la sélection du cargo, la formation de la vésicule a
partir de la membrane donneur, I’association de la vésicule a la membrane du
compartiment accepteur et la fusion (Zerial and McBride 2001). Une fois les Rabs
inactivées, les effecteurs se dissocient et c’est a ce moment que les Rabs peuvent
étre retirées de la membrane par les RabGDls et étre de nouveau recyclées vers un
compartiment donneur (Alory and Balch 2001). La Figure 1.2 présente un exemple

de transport vésiculaire typique.
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Figure 1.2 Etapes principales du transport vésiculaire. Premiérement, les molécules
cargos sont concentrées prés du compartiment donneur et son enfermées dans une
vésicule en bourgeonnement qui se détache de la membrane de 1’organelle donneur
(Rabl, Rab2, Rab5 et Rab9). Deuxiemement, les vésicules se déplacent dans le



cytoplasme via le cytosquelette (sec4, Rab5, Rab6 et Rab27). Troisiemement, les
vésicules s’assoclent a la membrane de ’organelle accepteuse (Yptl, Ypt7, Sec4,
Rabl et Rab5). Enfin, 1l y a fusion de la vésicule & la membrane accepteuse, libérant
les molécules cargos dans la lumiere de [’organelle cible ou dans I’espace
extracellulaire. Tiré de (Seabra, Mules et al. 2002).

Les Rabs dans les neurones

Les protéines Rabs jouent des roles particuliers dans les neurones. Elles participent
au développement du systeme nerveux central (Rab23), a la croissance polarisée des
neurites (Rab8 et 11), a I’endocytose et au transport rétrograde axonal (Rab5 et 7), a
I’exocytose des vésicules synaptiques (Rab3) et au contréle du trafic des récepteurs
au glutamate AMPA aux membranes post-synaptiques (Rabg). Revue par (Ng and
Tang 2008) (Figure 1.3).
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Figure 1.3 Schéma représentant quelques fonctions et localisations des Rabs dans
divers processus neuronaux. Tiré de (Ng and Tang 2008)



Le réle des protéines motrices dans le transport et dans la morphologie des
neurones

Les protéines motrices jouent aussi un role important dans la morphologie des
neurones. (Georges, Hadzimichalis et al. 2008). Le fonctionnement adéquat des
protéines motrices et des protéines Rabs est essentiel pour le transport précis des
cargos de protéines et pour les diriger aux bons sites via le mouvement sur les voies
du cytosquelette (Hirokawa and Takemura 2004). Au début des années 2000, le role
des Rabs dans 1’endocytose et dans la fusion des vésicules était relativement bien
connu, mais le réle des Rabs dans le transport des vésicules fut obscur jusqu’a tout
récemment (Jordens, Marsman et al. 2005). Deux réseaux de supports sont utilisés
par les protéines motrices : les filaments d’actines et les microtubules. Dans les
cellules animales, les microtubules procurent un transport de longues distances et de
haute vitesse comparé au réseau d’actine. La majorité des transports intracellulaires
s’effectuent sur le résecau de microtubules, a I’aide des protéines motrices kinésines
et dynéines (Figure 1.4). Plus de 14 kinésines (KIFs) jouent un réle critique en
transportant les cargos de protéines dans la direction plus des MTs, vers la
membrane plasmique, alors que 2 dynéines procurent un transport vers le noyau
(Jordens, Marsman et al. 2005). Les Kifs transportent, entre autre, les protéines du
PSD, les récepteurs des neurotransmetteurs, les canaux ioniques et des ARNm
spécifiques jusqu’aux dendrites (Figure 1.5) (Hirokawa and Takemura 2005). Les
Kifs réguleraient le branchement des dendrites via leur interaction avec PSD-95
(Mok, Shin et al. 2002). Les membres de la famille des myosines effectuent le
transport sur le réseau d’actine, qui est tres présent au niveau du cortex cellulaire
(Figure 1.6). Ils transportent les cargos a des sites tres spécifiques (Georges,
Hadzimichalis et al. 2008). Les classes de myosines I, II, V, VI et IX sont présentes
dans les neurones (Bridgman 2004). La myosine IIB joue un rdle dans la régulation
motrice de la dynamique dans le cOne axonal en croissance et en rétraction. La
morphologie change lorsque la myosine I1IB permet aux fibres de F-actines de sortir

du filopode et que les dynéines permettent aux MTs d’entrer dans le filopode



(Myers, Tint et al. 2006). Les microtubules sont polymérisés dans le centre

d’organisation des microtubules situé prés du noyau et sont ultimement transportés

dans la dendrite en formation via les protéines motrices (Kirschner and Mitchison
1986; McAllister 2000).
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Figure 1.4 Transport vésiculaire sur microtubules et voies de signalisations de trafic
intracellulaire. Tiré de (Caviston and Holzbaur 2006).



Figure 1.5 Image représentant le transport d’une vésicule sur un microtubule via la
protéine motrice kinésine. Tiré de la vidéo d’animation biovision XVIVO de John
Libler, de I’Université de Harvard.
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Figure 1.6 Les protéines motrices. Les kinésines voyagent vers la membrane
plasmique via les microtubules. Les dynéines font le chemin inverse, toujours via les
microtubules. Les myosines voyages surtout au niveau du cortex cytoplasmique, via
le réseau d’actine. Tiré de (Schliwa and Woehlke 2003).




Les Rabs et les protéines motrices, la livraison d’un récepteur en guise
d’exemple

La livraison du récepteur a glucose (GLUT4) vers la membrane, contrlée par
I’insuline, illustre un bon exemple de I’interaction entre les Rabs et les protéines
motrices (Jordens, Marsman et al. 2005). Cette translocation du récepteur GLUT4
est due a la fois a la diminution de 1’endocytose et une augmentation de I’exocytose
(Pessin, Thurmond et al. 1999). L’association de KIF3B avec Rab4 favorise
’exocytose du récepteur. L’insuline active Rab4 par PI3K et PKCy, ce qui augmente
son association avec KIF3B (Imamura, Huang et al. 2003). De plus, I’insuline
augmente aussi la liaison de KIF3B avec les MTs encore via I’activité de PI3K et
PKCy. Etant donné que la phosphorylation des kinésines affecterait leur liaison avec
les MTs, il est possible que KIF3B soit une cible de ces kinases (Reilein, Tint et al.
1998). Pour ce qui est de I’endocytose, I’insuline diminue le transport de Rab5 et
GLUT4 sur les MTs via la dynéine encore grace a PI3K et PKCy (Huang, Imamura
et al. 2001; Vaughan, Miura et al. 2002). Donc la stimulation par ’insuline fournit

une livraison efficace de GLUT4 a la membrane plasmique.

RabGDls

aGDI] et le retard mental

Deux types de mutations dans le géene GDII (Figure 1,1) qui code pour la forme
aGDI ont été identifiés chez deux familles atteintes de (RM). La premiere mutation
est une substitution de la leucine 92 affectant la liaison avec les Rabs et la deuxi¢me
mutation est nulle. (D'Adamo, Menegon et al. 1998). Dans certains cas, le retard
mental peut faire partie d’'un syndrome complexe. Les mutations dans GDI/
engendrent plutdt un retard mental non spécifique, sans autre phénotype que celui du
handicap mental (D'Adamo, Menegon et al. 1998). Les GDIs sont extrémement bien
conservés. 1l y a deux genes codant pour alfa et beta GDI. La forme alfa est la plus

abondante dans le cerveau (Bachner, Sedlacek et al. 1995). Certaines Rabs



s’associent préférentiellement avec soit aGDI ou BGDI méme si cette forme n’est
pas la plus abondante dans la cellule. Les complexes a et B GDI/Rab ont
probablement des roles distincts dans 1’attachement ou le recyclage des vésicules

(Erdman and Maltese 2001).

Environ 300 génes sont reli€és au RM, maladie qui affecte 2 a 3 % de la population
(Inlow and Restifo 2004). On peut séparer les genes du RM en 2 groupes : ceux
impliqués dans le développement du cerveau engendrant des malformations; et ceux
impliquant des altérations des mécanismes moléculaires sous-jacents a 1’organisation
et la plasticité synaptique (Vaillend, Poirier et al. 2008). 11 est difficile de classer
GDII dans un des 2 groupes ¢tant donné que les Rabs sont impliquées dans une
multitude de processus biologiques. La Figure 1.7 résume les différentes altérations

synaptiques du RM.
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Figure 1.7 Altérations dans les synapses du RM. (a) Les épines dendritiques
observées chez les souris RM sont souvent dysmorphiques. (b) Déficits dans la
physiologie synaptique. (c) Illustration d’une synapse excitatrice typique. Les
produits des genes RM qui sont ou seraient impliqués dans des étapes clés du cycle
vésiculaire. Tiré de (Humeau, Gambino et al. 2009).

Le réle de aGDI dans plasticité synaptique via la régulation de AMPAR

Les connexions synaptiques des neurones sont continuellement remodelées en
réponse a ’activité neuronale. Cette plasticité synaptique est trés importante dans les
fonctions cognitives comme la mémoire et 1’apprentissage (Bliss and Collingridge

1993; Brown, Tran et al. 2005). Par exemple, le trafic du récepteur AMPA dans les
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synapses est un facteur important dans le changement d’efficacité de communication
synaptique. Chez I’humain, Rab5 régule ’endocytose d’AMPAR dans la synapse
d’une fagon clathrinc dépendante et aGDI régule Rab5 dans cette endocytose

(Huang, You et al. 2004; Brown, Tran et al. 2005).

Gdil, ’homologue de GDII chez la souris

L’homologue de GDII chez la souris, Gdil, est exprimé tot dans le développement
et est surexprimé aux stades précoces de différenciation du cerveau, suggérant un
role dans la migration ou la différenciation neuronale (D'Adamo, Menegon et al.
1998). La souris Knock-out Gdil présente des phénotypes similaires aux personnes
atteintes de RM, soit des comportements et des fonctions cognitives altérés
(D'Adamo, Welzl et al. 2002). Gdil est important pour les mécanismes impliqués
dans la formation de la mémoire a court terme dans I’hippocampe. Ces mutants
montrent aussi des altérations au niveau des comportements sociaux (D'Adamo,
Welzl et al. 2002), altérations habituellement reliées a I’amygdale (Miczek, Maxson
et al. 2001).

Gdil affecte la localisation cellulaire de Rab4 et Rab5, mais pas Rab3a

Rab3a est la Rab la plus abondante dans le cerveau, elle participe a la fusion des
vésicules synaptiques et la sécrétion des neurotransmetteurs (Schluter, Khvotchev et
al. 2002). I a été suggéré que Rab3a soit régulée par aGDI. L’analyse
électrophysiologique chez la souris mutante pour Gdil démontre des altérations dans
la plasticité synaptique a court terme (Ishizaki, Miyoshi et al. 2000). Ces paramétres
électrophysiologiques sont différents de ceux de la souris Knock out Rab3a (Lonart,
Janz et al. 1998) et sont en contradiction avec ’hypothése que le manque de Gdil
agit en altérant la fonction de Rab3a (D'Adamo, Welzl et al. 2002). De plus, les
phénotypes observés chez la souris Rab3a ne montrent aucune relation avec les
changements de comportements observés chez la souris Gdil (D'Adamo, Wolfer et

al. 2004). Le manque d’aGDI n’affecte pas la localisation subcellulaire de Rab3a
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mais plutdt d’autres Rabs, notamment Rab4 et Rab5 qui sont impliquées dans
I’endocytose. Chez la souris (dil, ces Rabs sont alors accumulées a la membrane et
ne sont donc plus disponibles dans le cytosol pour une réutilisation (D'Adamo,
Welzl et al. 2002). Le manque d’aGDI perturbe la biogenése et le recyclage des
vésicules synaptiques dans ’hippocampe. L’altération de la quantité de vésicules
synaptiques de réserve pourrait étre causée par un systeme endosomal défectueux et
pourrait causer les altérations de la plasticité a court terme observées. D'ailleurs, les
déficits de mémoire a court terme disparaissent lorsqu’il y a plus de temps entre les
sessions d’apprentissage des différents tests de cognition effectués chez la souris

Gdil (Bianchi, Farisello et al. 2009).

Phénotypes de GDII chez I’humain

Une étude neuropsychologique et d’imagerie a été réalisée sur 5 patients provenant
de 2 familles dont le géne GDII est muté. Tous les patients avaient un RM Iéger (QI
entre 41-50) sans anomalie apparente de morphologie ou de comportement. Il y avait
chez les patients des anomalies structurelles localisées en majorité dans le circuit
cérébello-thalamo-préfrontal (Curie, Sacco et al. 2009). Des analyses chez la souris
GDI] suggéraient une dysfonction au niveau de I’hippocampe (Ishizaki, Miyoshi et
al. 2000; D'Adamo, Welzl et al. 2002). D'ailleurs, les modeles théoriques actuels
d’apprentissage par associations suggeérent une €troite interaction entre le cervelet et
I’hippocampe. De plus, GDII est un gene ubiquitaire et le manque d’aGDI cause
probablement des défectuosités dans différentes régions du cerveau plutdt qu’a un

endroit spécifique (Curie, Sacco et al. 2009).

Caenorhabditis eleqans, le modeéele animal

Au début des années 60, Sydney Brenner propose C. elegans comme modele animal
pour étudier le développement animal et le systéme nerveux. Le cycle de vie de
I’animal est trés court et sa simplicité permet la manipulation d’une grande quantité

d’animaux et il est approprié pour ’analyse génétique. Il s’agit d’un nématode de sol
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d’environ 1 mm de long et la transparence de 1’animal permet la visualisation facile,
’enregistrement de processus cellulaire ainsi que 1’observation in vivo de marqueurs
fluorescents (Artal-Sanz, de Jong et al. 2006). Il y a néanmoins un haut taux dc
différentiation chez cet animal; des cellules musculaires, un hypoderme, un systéme
nerveux, des intestins, des gonades, des glandes et un systeme excréteur. De plus,
tout le réseau des 302 neurones a été cartographié (Riddle, Blumenthal et al. 1997).
Son génome est completement s€équencé, avec 60-80% d’équivalence chez I’humain
(Harris, Chen et al. 2004). C. elegans est le seul organisme multicellulaire qui peut
étre congelé dans I’azote liquide indéfiniment, ce qui permet I’obtention d’une

grande librairie de mutants (Artal-Sanz, de Jong et al. 2006).

C. elegans est utilis€ pour étudier un certain nombre de maladies humaines affectant
des processus biologiques conservés entre ’homme et le nématode (Artal-Sanz, de
Jong et al. 2006). Parmi ces maladies, notons la dystrophie musculaire (Gaud, Simon
et al. 2004; Kim, Rogers et al. 2004) et les maladies neurodégénératives telles que :
I’Alzheimer (Levitan and Greenwald 1995; Link 1995; Sherrington, Rogaev et al.
1995), le Parkinson (Lakso, Vartiainen et al. 2003) et la maladie d’Huntington
(Faber, Alter et al. 1999). La découverte de nouveaux médicaments grace a C.
elegans ne fait que commencer, notons un sensibilisant a !’insuline pour le
traitement du diabéte de type 2 et un modulateur de canaux ionique voltage

dépendant(Artal-Sanz, de Jong et al. 2000).

C. elegans et la génétique

Avant que le génome de C. elegans soit complétement séquencé, 30 ans d’études en
génétique classique avaient permis d’identifier et de caractériser a peine 4% des
genes de C. elegans. Grace aux séquences du génome du nématode, il est possible
d’étudier les fonctions des génes a 1’échelle du génome grace a I’utilisation des ARN
interférents (ARNi) et des banques de mutants (Rual, Ceron et al. 2004). Cette

méthode consiste a identifier les fonctions des genes en étudiant les phénotypes
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causés par la diminution du niveau d’expression d’un gene ou par sa mutation. En
2003, Kamath et al. ont créé une librairie d’ARNI par alimentation (Timmons and
Fire 1998) générée par amplification PCR de fragment d’ADN génomique. Cette
ressource a ciblé a elle seule prés de 80% des quelques 20 000 genes de C. elegans.
1ls ont identifié¢ des phénotypes pour 1722 de ces génes (Kamath, Fraser et al. 2003).
Ce type d’étude représente un pas important vers la caractérisation phénotypique de

tous les genes de C. elegans (Rual, Ceron et al. 2004).

L’ARNi chez C. elegans

L’ ARNi permet d’étudier la fonction des génes. En 1998, les lauréats du prix Nobel
de médecine 2006, Andrew Fire et Graig Mello, découvrent qu’en injectant un
double brin d’ARN dans C. elegans, ’expression du gene correspondant est
diminuée. Ce mode d’interférence fonctionne au-dela des barrieres cellulaires (Fire,
Xu et al. 1998). Ils ont alors montré la méthode par injection. Il y a aussi la méthode
par alimentation (Timmons and Fire 1998) et par trempage (Tabara, Sarkissian et al.
1999). La méthode utilisée dans notre étude est celle par alimentation. Cette
méthode a déja montré une efficacité légérement moindre que par injection.
Néanmoins, la méthode par alimentation est trés utilisée, car il est trés facile
d’effectuer le traitement sur beaucoup d’animaux et/ou pour beaucoup de genes,
cette méthode étant peu dispendieuse et ne demandant pas beaucoup de
manipulations (Kamath, Martinez-Campos et al. 2001). Il s’agit de cloner un
fragment du géne d’intérét dans un plasmide entre deux promoteurs T7 orientés de
fagon inverse. (figure 1.8) On transforme ensuite le plasmide dans une souche de
bactérie qui contient une T7 polymérase inductible a I'IPTG et déficiente en RNAse
IIT ciblant Jles ARN double brin, ce qui permet la production d’une grande quantité
d’ARN double brins. C. elegans utilise ensuite ces bactéries pour se nourrir. Les
bactéries sont alors digérées et ’ARN double brin est absorbé par I’intestin et

distribué dans les tissues somatiques et les cellules germinales (Timmons and Fire
1998).
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Figure 1.8 Construction du plasmide ARNi pL4440 dans les bactéries HT 115 (DE3).
Tiré de (Kamath, Martinez-Campos et al. 2001).

Etude de la fonction des génes par les mutations et
interactions génétiques

La mutation est un outil tres utile pour étudier expression, la fonction et
I’interaction génétique. Une mutation suppressive est une 2° mutation a un site
différent de la mutation a I’étude, qui supprime le phénotype de la premiere
mutation. Alors qu’une mutation aggravante ou synergique a pour effet d’augmenter
le phénotype de la premiere mutation (Hodgkin 2005). Dans ce dernier cas, le
phénotype du double mutant doit étre supérieur a la somme dcs phénotypes des
simples mutants. Dans le cas ou le phénotype du double mutant serait égal a la
somme des simples mutants, D’interaction est dite additive et ne permet pas
d’identifier de lien fonctionnel entre les deux génes d’intérét. 1l est possible
d’étudier les positions des génes dans une voie de signalisation en étudiant ces
interactions génétiques ainsi que les relations épistatiques entre les différentes
mutations (Avery and Wasserman 1992). Un bon exemple de relation €pistatique
chez C. elegans implique la signalisation RTKRas/MAP kinase qui induit la
différenciation des cellules de la vulve. Deux phénotypes opposés résultent soit

d’une réduction ou d’une augmentation du niveau d’activation de la voie de
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signalisation ERK MAP kinase dans les cellules précurseurs de la vulve. Ces
phénotypes se nomment Vul (vulvaless) et Muv (multivulva) respectivement. Le
phénotype des mutants affectant a la fois des génes associés aux phénotypes Vul et
Muv permet d’identifier I’ordre des cascades de signalisation. Si les mutations nulles
des genes A et B sont associées aux phénotypes Vul et Muv respectivement et que le
mutant AB est Vul, alors A est en aval de B. Ce genre d’analyse a permis
d’identifier plus de 30 génes impliqués dans la signalisation EGF et de disséquer les
voies de signalisation contrélant la différentiation des cellules de la vulve (Hodgkin

2005).

Identification de cibles thérapeutiques via notre prédicteur
d’interactions génétiques

Beaucoup de mécanismes biologiques requierent un état d’homéostasie de
signalisation maintenu par l’intégration appropriée de voies de signalisation
antagonistes et synergiques, et ce, possiblement méme entre différentes cellules
(Schubert and Dotti 2007). D’ailleurs, les symptomes de plusieurs maladies
résultent de mutations génétiques qui affectent cette homéostasie. Les relations entre
les voies de signalisation suggerent des pistes dans lesquelles I’homéostasie peut étre
restaurée et par le fait méme les symptomes diminués. Plus spécifiquement, la
perturbation dans une voie de signalisation causée par une mutation perte de
fonction pourrait étre compensée par une perturbation dans une voie de signalisation
antagoniste. Une cible thérapeutique est le produit d’un gene, qui lorsqu’inactivé,
diminue le(s) symptome(s) d’une maladie (fig. 1.9). Cependant, identifier les genes
antagonistes a un géne impliqué dans différentes voies de signalisation est un défi
qui ne peut €tre réalisé facilement grace a une approche classique de dissection de
voles de signalisation. Notre approche a ce défi consiste a identifier des interactions
génétiques dans un organisme multicellulaire. Une interaction génétique entre deux
genes existe lorsque le phénotype résultant d’une perturbation dans un gene (p. ex.

une mutation, un traitement ARNI, un agent pharmacologique) est dépendant d’une
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perturbation dans un autre gene. Cependant, le nombre élevé de géne chez C.
elegans (~ 20 000 genes) et les procédures expérimentales parfois longues requises
pour identifier certains phénotypes rend un criblage exhaustif d’interaction
génétique infaisable. Toutefois, une approche in silico peut théoriquement

considérer toutes les paires de genes chez C. elegans pour identifier des interactions

génétiques.
Interactions :
AGGRAVANTE TAMPONNANTE
GENES X R X% X X -
pHenoTYPE | [] [ E ] []

|dentifier des cibles thérapeutiques:

O<D. @C]D. i&(})ll—)

L] [ []

WILD-TYPE PHENOTYPE DE LA PHENOTYPE ATTENUE
MALADIE

Figure 1.9 Notre stratégie pour identifier des cibles thérapeutiques. Une interaction
aggravante a lieu lorsque I’intensité du phénotype résultant de la double altération
génétique est plus élevée que 1’addition de I’intensité de chacune des altérations
génétiques. Alors qu’une interaction tamponnante survient lorsqu’une deuxieme
mutation diminue I’intensit¢ du phénotype résultant de la premiere mutation. En
ciblant le produit d’un gene antagoniste a un géne associé a une maladie, nous
voulons diminuer les symptdmes des maladies.

Les banques de données génomiques croissent de plus en plus. La bioinformatique

est un outil de choix pour exploiter et intégrer ces données. La biologie intégrative
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permet de comprendre les relations entre les différentes parties d’un systéme (Kitano
2002). Nous avons développé un prédicteur d’interactions génétiques qui contient
des exemples d’interactions positives et négatives validées dans la littérature ainsi
que des paires de genes de C. elegans prélevées au hasard. Notre prédicteur utilise
les interactions protéines-protéines, les données d’expressions génétiques et les
observations phénotypiques pour mesurer la probabilité d’une interaction génétique
entre deux génes. Par exemple, une interaction physique entre deux protéines
suggére une interaction génétique entre les génes codants. Cependant, deux protéines
qui n’interagissent pas physiquement peuvent quant méme avoir des partenaires qui
eux interagissent physiquement. Deux protéines qui auraient un grand nombre de
partenaires en commun suggeérent que ces deux protéines seraient liées
fonctionnellement et suggere donc une interaction génétique entre les geénes codant
pour ces protéines. Pour chaque géne on défini aussi un voisinage fonctionnel qui
consiste a la coexpression de gene. (Voir I’article au chapitre III pour plus de

détails.)

Objectif du travail de maitrise

L’objectif du projet est d’identifier des suppresseurs génétiques de gdi-/ afin
d’identifier des cibles thérapeutiques pour les pathologies neurologiques associées

aux mutations dans ce géne, qui pourraient €tre testées chez la souris.

Des études récentes démontrent d’ailleurs que les capacités cognitives peuvent étre
modulées par traitement chimique (McBride, Choi et al. 2005; Fermandez, Morishita
et al. 2007). Nous avons donc d’abord créé le prédicteur d’interactions génétiques.
Ensuite nous avons caractérisé les phénotypes résultants de la diminution de
I’expression de gdi-1 via I’ARNI chez C. elegans. Cela nous a permis de valider les
interactions prédites pour gdi-/ par notre modele bioinformatique. Finalement, nous
avons identifié une famille d’agents actifs pouvant Etre testée comme agents

thérapeutiques dans les modéles souris KO pour Gdi-/.
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Matériels et méthodes

Souches de nématodes

Les nématodes ont été cultivés selon les méthodes standards (Brenner 1974). La
souche Bristol N2 a été utilisée comme animal de type sauvage. Les souches de
nématodes contenants les all¢cles suivantes nous ont été fournies par le centre de
génétique Caenorhabditis (CGC) qui est subventionné par NIH National Center for
Research Resources (NCRR): mel-11 (sb56) et la souche transgénique contenant la
construction blsl [vit-2 ::GFP + rol-6(sul006]. (Une liste plus exhaustive d’alleles

est énumérée dans I’article au chapitre I1I)

Traitement ARNi

La construction pL4440-dest-gdi-1 utilisée pour soumettre les animaux a I’ARNi
contre gdi-1, est une gracieuseté de Dr Marc Vidal, de I’institut de Cancer Dana-
Farber. La construction plL4440-dest-egfp a été générée telle que décrit
précédemment (Caruso, Jenna et al. 2008). L’ARNi eg/p a été utilisé comme
contréle dans toutes les expériences, sauf lorsque précisé. Ces constructions ont €té
transformées dans la souche de bactérie HT115 (DE3) (Timmons, Court et al. 2001)
et les animaux ont été¢ soumis au traitement ARNi comme préalablement décrit

(Caruso, Jenna et al. 2008).

Observation de ’endocytose des lipoprotéines yolk

L’observation a été effectuée sur des animaux adultes depuis 1 jour, traités a I’ARNi
contre gdi-1. Etant donné que nous observons des protéines GFP nous n’avons pas
utilisé I’ARNI egfp comme contrdle mais plutdt les bactéries HT115 (DE3) utilisé
pour produire les bactéries ARNi. Les images fluorescentes ont été capturées par la

caméra Leica DFC350FX R2 et Ies logiciels de la série AF6000 de Leica.
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Marquage au BrdU

Des bactéries Escherichia coli ont ét¢ marqué au BrdU telle que décrit
précédemment (Crittenden, Leonhard et al. 2006). Les animaux adultes depuis 2
jours traités a ’ARNi ont été nourrit avec les bactéries marquées au BrdU pendant
30 minutes. Les gonades de ces animaux ont ét¢ disséquées dans la solution tampon
M9. Les gonades ont ensuite subit un traitement HCI pendant 1h, puis au PBS pour
15 minutes et blocage avec du sérum de lapin 10% pour 30 minutes. Suivi d’une
incubation avec anticorps primaire anti-BrdU (1:1000 mAB G3G4;
Developmental Studies Hybridoma Bank) pendant la nuit, a 4°C, et d’une incubation
avec |’anticorps secondaire de rhodamine (1 :100 Jackson ImmunoResearch)
pendant 1 h. les lamelles sont ensuite montées avec une solution de mowiol. Les
images fluorescentes ont €t¢ capturées par la caméra Leica DFC350FX R2 et les

logiciels de la série AF6000 de Leica.

Observation de la morphologie des oocytes

L’observation a été effectué sur des animaux adultes depuis 1 jour, traités a I’ARNI
gdi-1 ou egfp. Les images proviennent de la microscopic DIC (Differential
interference contrast). Les images ont ét¢ capturées par la caméra Leica DFC350FX

R2 et les logiciels de la série AF6000 de Leica.
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Résultats

Caractérisation phénotypique des nématodes gdi-71 (ARNi)

Etant donné que chez les mammifeéres il y a deux génes GDII, codant pour o et
BGD], il est probable que BGDI peut compenser le manque d’aGDI. Alors que chez
C. elegans 1l n’y a qu’un géne pour Rabgdi, soit gdi-I. Ce géne est un proche
homologue de GDII (valeur BLAST : 2.10E-158). La souris Gdi-I est viable et
fertile et ne présente pas d’altération morphologique ou neurologique visible
(D'Adamo, Welzl et al. 2002), alors que nous montrons ici que chez C. elegans, gdi-
I (ARNi) provoque une forte stérilité. En effet, nous pouvons voir a la figure 3 de
I’article au chapitre 11l que I’ARNI contre gdi-1 provoque les phénotypes de stérilité
(Ste), d’anomalie au niveau de la gonadogenése (Gon), des oocytes endomitotiques
(Emo) et un défaut de contraction de la gonade lors de I’ovulation. Nous pouvons
aussi y voir que les phénotypes Ste, Gon et Emo sont grandement diminués dans la
souche rrf-1(pki1417) présentant une résistance des cellules somatique (mais non
germinales) a I’ARNi, alors que I’expressivité de ces phénotypes n’est pas
significativement altérée dans les mutants ppw-1(pk2505) présentant une résistance a
I’ARNI dans les cellules germinales. Ceci suggere que la fertilité des nématodes
nécessite la fonction de gdi-1 davantage dans les cellules somatiques que dans les
cellules germinales. Voici donc trois expériences supplémentaires que nous avons

effectuées afin d’en savoir plus sur le systéme reproducteur de gdi-1 (ARN1).

Voici d’abord un apergu du systeme reproducteur hermaphrodite de C. elegans

(Figure 2.1).
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Figure 2.1 Systéme reproducteur de I’hermaphrodite C. elegans. Les cellules
myoépithéliales de la gaine de la gonade sont numérotées. La partie distale
correspond aux DTCs (distal tips cells) et la partie proximale représente 1’utérus.
Les cellules germinales (« germline ») proliférent et se développent en oocytes.
Aprés I’ovulation, les oocytes continuent leur parcours dans [’utérus en tant
qu’embryons, qui deviennent ensuite des ceufs. Tiré de (Hubbard and Greenstein
2000).

La gonadogenése chez C. elegans, phénotypes Gon et Tum

A la naissance, la gonade des larves contient 4 cellules: Z2 et Z3 sont les
précurseurs des cellules germinales, alors que Z1 et Z4 sont les précurseurs de la
partie somatique de la gonade, c’est a dire les DTCs, la gaine, la spermatheque et
I’'utérus (Hubbard and Greenstein 2000) (Figure 2.2). La gonade a un axe distal-
proximal qui correspond au développement des cellules germinales vers la partie
proximale ou ultimement les embryons sont pondus (Figure 2.1). Les DTCs
provoquent la mitose (et/ou inhibe la méiose) des cellules germinales distales via le
récepteur GLP-1 (récepteur de la famille Notch). Les cellules germinales proximales
entrent en prophase de la méiose (Hubbard and Greenstein 2000). L’activation
constitutive de GLP-1 chez le mutant glp-/ (0z/12) crée le phénotype Tum, ou les
cellules germinales se divisent constamment et n’entrent jamais en méiose (Berry,

Westlund et al. 1997) (Figure 2.3).
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Figure 2.2 Développement de la gonade selon les différents stades larvaires (L1 a
L4). Z2 et Z3 sont les précurseurs des cellules germinales, alors que Z1 et Z4 sont
les précurseurs de la partie somatique de la gonade, c’est a dire les DTCs (distal tips
cells), la gaine, la spermatheque et I’utérus. Tiré de (Hubbard and Greenstein 2000).

Dans chaque bras de la gonade, il y a 5 cellules de la gaine de la gonade. 11 s’agit de
cellules myoépithéliales allongées situées entrent la couche basale lamina de la
gonade et les cellules germinales (Hubbard and Greenstein 2000). Les cellules
proximales 3 a 5 de la gaine contiennent des filaments fins et €pais qui contractent
pour provoquer I’ovulation (McCarter, Bartlett et al. 1997). La cellule 5 s’attache
directement a la spermatheque (Figure 2.1) (Hubbard and Greenstein 2000).
L’élongation de la gonade pour former la forme en « U » est dirigée par les DTCs

durant les stades larvaires 3 et 4 (Su, Merz et al. 2000) (Figure 2.2).
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Figure 2.3 Marquage des noyaux des cellules germinales de la gonade et phénotype
Tum. (A) Gonade du type sauvage. Les cellules germinales entrent en méiose dans
la zone de ftransition. Elles sont arrétées en prophase 1 de la méiose au stade
pachyténe et compléteront la maturation méiotique seulement dans la partie
proximale. (B) Phénotype Tum chez le mutant gain de fonction glp-/. 1l y a
davantage de cellules en mitose (fleches) dans la partie proximale de la gonade chez
le mutant que dans le type sauvage. Tiré de (Hubbard and Greenstein 2000).

Plusieurs études sur les mécanismes de migration des DTCs ont été réalisées chez C.
elegans afin de mieux comprendre les différents phénomenes qui permcttent
’organogénése et la migration neuronale. La Figure 2.4 illustre la forme de la

gonade chez le sauvage ainsi que chez certains mutants ayant des altérations de

migration des DTCs (Su, Merz et al. 2000).
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Figure 2.4 Forme de la gonade du type sauvage (A) et de certains mutants (B a F),
qui ont une altération de migration. Tiré de (Su, Merz et al. 2000).

Le phénotype Gon correspond a une anomalie dans la morphologie des gonades.
GON-1 est une métalloprotéase qui dégraderait la matrice extracellulaire, permettant
ainsi la migration des DTCs (Hesselson, Newman et al. 2004). Le ligand UNC-6 et
ses récepteurs UNC-5 et UNC-40 jouent un role important dans les changements de
direction des DTCs (Su, Merz et al. 2000). unc-6 fait partie de la famille des netrines
qui dirigent la migration des cellules et des neurones lors du développement (Moore,

Tessier-Lavigne et al. 2007).
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Cependant, un raccourcissement des gonades pourrait aussi provenir d’une inhibition
de la prolifération des cellules germinales. Le contrdle de la prolifération des
cellules germinales dans la partie distale de la gonade et leur passage en méiose cst
contrdlé par le récepteur g/p-/ qui fait partie de la famille des récepteurs NOTCH et
dont la fonctionnalité dépend de divers processus de trafic membranaire (Kopan and
Ilagan 2009). Afin d’identifier D’effet de gdi-/ (ARNIi), nous avons marqué les
nématodes au bromodeoxyuridine (BrdU). Le BrdU est un analogue de la thymidine
et permet de visualiser les cellules en mitose, suite a une coloration a 1’anticorps
anti-BrdU (Crittenden, Leonhard et al. 2006). La Figure 2.5 montre qu’il n’y a pas
particulierement de différence entre la coloration au BrdU des animaux sauvage et
les animaux gdi-1/ (ARNI) car dans les deux cas il a des cellules en mitose seulement
dans la partie trés distale de la gonade, ce qui est normal. Donc ces résultats
montrent que ’altération de gdi-/ n’a pas d’effet sur la prolifération des cellules

germinales.

A

Figure 2.5 Coloration a I’anti-BrdU des gonades (partie distale) disséquées du type
sauvage N2 egfp (ARNI) (a) et de gdi-I (ARNi) (b). Le BrdU sert a marquer les
cellules en mitose (n=5).
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Maturation des oocytes et ovulation chez C. elegans,
phénotype Emo

Une fois que les cellules germinales ont commencé la méiose, la voie de
signalisation RAS/MAP kinase doit étre activée pour sortir du stade pachyténe de la
méiose 1. (Figure 2.3 A) Cette voie pourrait étre activée par les DTCs et les cellules
de la gaine de la gonade. Les oocytes grossissent pendant qu’ils sont maintenus en
stade diakinése (McCarter, Bartlett et al. 1997). Lors de la maturation méiotique,
I’enveloppe du noyau de ’oocyte proximale se défait et il y a une réorganisation
importante de la composition de la membrane plasmique de I’oocyte, une
internalisation des particules lipoprotéiques yolk, la sécrétion de récepteurs
membranaires et de membranes riches en cholestérols (Iwasaki, McCarter et al.
1996) (Grant and Hirsh 1999) (Sato, Sato et al. 2006). Pour que les oocytes matures
entrent dans la spermatheque afin d’y étre fertilisées, il doit y avoir contraction des
cellules de la gaine de la gonade et une dilatation de la spermathéque. Ce processus
est appelé ovulation (McCarter, Bartlett et al. 1997). La maturation méiotique doit
étre coordonnée avec l’ovulation. Pour atteindre cette coordination, des signaux
intercellulaires contrdlent la maturation méiotique (Miller, Ruest ¢t al. 2003). Par
exemple, le spermatozoide utilise la protéine MSP (major sperm protein) en tant
qu’hormone pour provoquer a distance la maturation méiotique et la contraction de
la gaine de la gonade (McCarter, Bartlett et al. 1999). Aprés I’ovulation, les oocytes
continuent leur parcours dans ’utérus en tant qu’embryons, qui deviennent ensuite
des ceufs. Les mutations qui engendrent des problémes d’ovulation causent le
phénotype Emo («Endomitotic oocytes »). Ce phénotype survient lorsqu’il y a
plusieurs cycles de réplication d’ADN sans qu’il y ait de cytokinése, I’oocyte
devient alors grandement polyploide (Iwasaki, McCarter et al. 1996) (Ono and Ono
2004).
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qdi-1 et la réqulation d’un membre de la famille des
récepteurs LDLs

Au niveau germinal, I’endocytose du yolk (lipoprotéine essentielle au
développement de I’embryon) joue un rdle dans la maturation de 1’oocyte. Cette
endocytose se fait d’une fagon clathrine dépendante via le récepteur RME-2
(receptor-mediate endocytosis) et est régulée par RAB-5. RME-2 est un récepteur de
la famille des « low-density lipoprotein » (LDL) (Grant and Hirsh 1999). Nous
avons observé ’endocytose du yolk chez gdi-/ (ARNi) car, ainsi que décrit plus
haut, I’endocytose du yolk dans I’oocyte joue un réle important dans la maturation
des oocytes et nous voulions savoir si une diminution d’endocytose du yolk pourrait
étre a l’origine du phénotype Emo. L’apport en yolk dans I’oocyte est observable
griace au transgénique YP170-GFP. Le mutant RME-2 montre une défectuosité
d’endocytose du yolk ainsi que le phénotype Emo (Grant and Hirsh 1999). Les
phénotypes observes pour rab-5 (ARNI) sont une accumulation de YP170-GFP dans
’espace pseudocoelomique et intercellulaire ainsi qu’une diminution de
I’accumulation de YP170-GFP dans les oocytes et les embryons (Grant and Hirsh
1999). Nous montrons ici que gdi-/ (ARNi) provoque aussi une accumulation de
YP170-GFP dans I’espace pseudocoelomique et intercellulaire due a une diminution
de son internalisation dans les oocytes (Figure 2.6). Les mutants rme-2 (b1005,
b1008, b1026) ne sont pas completement stérile, avec une production embryonnaire
moyenne de 78 comparée a environ 300 pour le type sauvage (Grant and Hirsh
1999). Alors que gdi-1(ARNi) montre une stérilité plus élevée que rme-2 (voir la
figure 3 de I’article au chapitre III), ce qui montre que la stérilit¢ due au RNAI

contre gdi-1 n’est pas exclusivement 1i¢ a un défaut d’endocytose du yolk.
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Figure 2.6 gdi-1 (ARNi) provoque une accumulation de YP170-GFP dans I’espace
pseudocoelomique et intercellulaire, selon des micrographies fluorescentes
d’oocytes dans la partie proximale de la gonade type sauvage N2 (ARNi egfp) (A) et
d’animal gdi-I (ARNIi) (B). (A) Le plus développé des oocytes (fleche pleine) du
sauvage est rempli de vésicules contenant du YP170-GFP, tandis que les deux
oocytes moins développés en contiennent moins (fleches). (B) chez gdi-1 (ARN1), il
y a une accumulation de YP170-GFP dans I’espace pseudocoelomique et
intercellulaire (fléches) (n>30).
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qdi-1 (ARNi) provoque un défaut de morphologie des
oocvytes matures

La microscopie DIC nous a permis d’observer des anomalies dans la morphologie
des oocytes chez gdi-/ (ARNi). Lors de la maturation méiotique, 1’0ocyte subi un
réarrangement cortical impliquant le cytosquelette. Ce réarrangement transforme
’oocyte d’une forme angulaire a une forme ovoide, et ce, 3 minutes avant
Povulation (McCarter, Bartlett et al. 1997). Nous avons observé qu’il y avait
davantage d’oocytes en forme ovoide chez gdi-I (ARNi) que normalement, une
altération de leur taille ainsi qu’une désorganisation des oocytes matures (ovoides)
au niveau de la gonade proximale. (Figure 2.7) Ce résultat nous porte a croire que
gdi-1 aurait un rdle a jouer dans ce réarrangement du cytosquelette et/ou entrainerait

une maturation précoce des oocytes.

Une autre possibilité est que le phénotype d’accumulation d’oocytes en formes
ovoides soit causé par un défaut au niveau de la sécrétion de récepteur yolk a la
membrane plasmique. Rappelons d’abord que les mutants pour le récepteur yolk
(RME-2) ainsi que ’ARNi contre rab-5 sont défectueux au niveau de I’endocytose
du yolk (Grant and Hirsh 1999). Cependant, lorsque ces auteurs ont fait un
traitement d’ARNi contre les génes impliqués dans la sécrétion, il y avait non
seulement une accumulation de YP170-GFP a I’extérieur des oocytes, mais il y avait
aussi le phénotype Emo et une accumulation d’oocytes en formes ovoides (Grant
and Hirsh 1999). Etant donné que gdi-/ (ARNi) montre aussi ces trois phénotypes, il
est probable que gdi-/ soit important pour la sécrétion de protéines a la surface dc la
membrane plasmique, tel que le récepteur yolk. Par contre, cela ne veut pas dire que
le défaut d’accumulation de YP170-GFP dans I’oocyte par gdi-/ (ARNi) soit
uniquement causé€ par un défaut de sécrétion et non par un défaut d’endocytose. Car
pour les génes impliqués dans I’endocytose ainsi que dans la sécrétion, comme c¢’est
le cas pour gdi-1, les défauts de sécrétion masqueraient les défauts d’endocytose

(Grant and Hirsh 1999). Reste maintenant a déterminer si la forme ovoide des
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oocytes chez gdi-1 (ARNi) est causé par un défaut de trafic des membranes ou par

un défaut au niveau du cytosquelette, tel que mentionné plus haut.

Les résultats de ce chapitre nous indiquent que gdi-/ ne contrblerait pas la
prolifération des cellules germinales, puisque la zone mitotique des gonades des
animaux gdi-I (ARNi) est de taille normale. Par contre, gdi-/ jouerait un role
important dans les mécanismes de maturation des oocytes, impliquant une
modification importante de la morphologie de ces derniers et le contrdle de

I’endocytose des particules yolk.
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Figure 2.7 Anomalie de morphologie des oocytes chez gdi-1 (ARNi). Microscopie
DIC du systeme reproducteur du type sauvage N2 (ARNi egfp) (a) et de gdi-/
(ARNI) (b). Il y a davantage d’oocytes en forme ovoide (fleches) chez gdi-1 (ARNi)
(b) que normalement dans la souche sauvage (a). Les fleches pleines représentent la
forme angulaire (N>7).
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CHAPITRE lll

Article scientifique :
Searching for Signaling Balance through the Identification of

Genetic Interactors of the Rab Guanine-nucleotide Dissociation
Inhibitor gdi-1

L’article a ét€ publi€ par la revue Plos One le 14 mai 2010

www.plosone.org
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Il v a deux grandes parties a I’article. D’une part, il y a la partie bioinformatiquc

faite par Anna Lee, étudiante au doctorat sous une co-direction constituée de Sarah

Jenna (UQAM) et de Michael Hallett (McGill). D’autre part, il y a la validation

biologique du prédicteur d’interactions génétiques faite par Richard Perreault sous la

direction de Sarah Jenna. Les figures 1 et 2 ont été faites selon les résultats d’ Anna

Lee alors que les figures 3 & 6 ont été faites selon les résultats de Richard Perreault.
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La planification des expérimentations s’est faite par Sarah Jenna et Richard
Perreault.
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majorité par Richard Perreault, aidé a ’occasion de Sarah Jenna.
Les figures 3 et 6a ont été faites par Richard Perreault, la figure 4 par Richard
Perreault et Sarah Jenna, et les figures 5 et 6¢ par Sarah Jenna et/ou Anna
Lee.
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Anna Lee.
Au niveau de la rédaction, Richard Perreault a écrit les légendes des figures 3
a 6, aidé de Sarah Jenna. Il a également écrit les sections suivantes de la
partie matériel et méthodes, aidé de Sarah Jenna :

o Nematode strains

o RNAi and drug treatment

o Mesurement of sheath cell contraction

Le reste du texte a €té €crit par Sarah Jenna.
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Introduction exists when the phenotypic efleet of a perturbation (c.g. mutation,

RNAJ treatment, drug targeting) in onc gene is dependent upon a

Many biological mechanisms depend on a state of signaling
homeostasis maintained by thc appropriatc intcgration of the
synergistic and antagonistic activities of signaling genes [1].
Accordingly, the symptoms of numecrous discases result from
genetic mutations  that disrupt this homcostasis {2-5]. The
rclationships between signaling genes suggest avenues through
which homeostasis can be restored and disease symptoms
subsequently reduced. Specifically, disruptions caused by loss-of-
function murations in a particular genc may be compensated by
concomitant perturbations in genes with antagonistic activitics.

Antagonisms and synergisms between genes can be identified
via genetic interactions. /A genctic interaction between two genes

@ PLoS ONE | www.plosone.org

perturbation in the other gene. Thus, discase symptoms caused by
mutations in a given gene may be compensated by perturbing
genctic intcractors of the gene. That is, the genetie interactors arc
potential therapeutic targets. Thercfore, the identification of
genetic interactions is an important step towards the development
of trcatments for monogenic disorders.

The nematode Caenorhabditis elegans is an ideal animal model for
idennfying  genetic interactions duc its genetic  tractability.
Furthermore, the high degree of conservation of molccular
pathways related to human discases has facilitated the disscction
of physiopathological mechanisms of genctic disorders including
Duchenne Muscular Dystrophy (DMD; OMIM: 310200), lyso-
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somal storage disorders, obesity, diabctes and Huntington’s discase
[6-8]. Although the cxtent to which genetic intcractions are
conserved between (. elegans and human is unknown, previous
studies encourage the use of C. elggans towards the identification of
therapeutic targets for human diseases. For example, a genome-
wide RNAI suppressor screen in a C. elegans model of type 2
diabctes, 1.e. a strain with a loss-of-function mutation in the C.
elegans insulin-like growth factor receptor dof-2, led to the
identification of a kinasc that exhibits antagonistic activity towards
daf-2. Interestingly, mice with the kinase knocked-out appeared to
be protected against diabetes, suggesting that the antagonistic
interaction 1identified in C. elegans led to the identification of a
potential therapcutic target for a human diseasc [8]. The
application of systematic screens for other discases hinges on the
development of high-throughput techniques cnabling the quanti-
fication of rclevant phenotypces. However, the development of such
quantitative techniques is in general time-consuming and may be
extremely challenging. An alternative approach involves the
stlico prediction of genctic interactions [9-11]. Interestingly, the
ratc at which genctic intcractions arc identified with prediction-
driven screens appears to be significantly greater than the rate for
systernatic experimental sercens (Figure 1). This suggests that in
sthico prediction represents an efficient approach to identifying
genctic interactions.

All existing in silico approaches for predicting genetic interac-
tions use several types of data including genc expression
measurements and protein-protein (PP) interactions.

Lee and colleagues developed a method for predicting whether
two given genes have a shared function [9]. The method is based
on the weighted integration of gene pair data and was traincd with
pairs of genes that share functional annotations as positive learning
cxamples. The predictions can be used in turn to infer genetic
interactions, since pairs of genes that share function tend to exhibit
synergistic interactions. Morcover, known antagonists of a given
genc can be used as so-called sceds to search for other antagonists
of the genc; specifically, genes predicted to share function with the
sceds are inferred to be antagonists as well. However, many genes
that share a function do not synergistically intcract with each other
nor do they antagonize the same gene(s), and therefore the
accuracy of this approach for predicting genetic intcractions may
be limited (see the validation success rate in Figure 1).

Zhong and Sternberg developed a method to directly predict
genetic intcractions [10]. This method is also based on the
weighted integration of genc pair data, but was traincd with
known genetic and PP interactions as positive lcarning examples.
However, the method predicts a set of genetic intcractions that
involves only a small portion of all C. elggans genes (~8% of the
genome, sce Figure 1). This may be duc to the amount of data
specific to a given gence pair that is required to make a prediction,
since such data is scarce for many gene pairs.

Chipman and Singh devcloped an approach for predicting
synergistic intcractions only [11]. This approach uses information
gained from the contexts of genes in a biological network that
integratcs several types of data (c.g. an edge exists between two
gencs 1f they cncode proteins that exhibit a PP intcraction),
specifically by using the proximity between genes in the network.
While this approach appears extremely powerful based on the in
stfwo validation results, it remains to be determined how well this
approach performs according to experimental validation.

Since all experimentally validated approaches for predicting
genetic interactions currenty suffer from limited accuracy or predict
genetic interaction sets with limited genome coverage, we developed
a novel i silico approach that uses statistical analyses of gene/protein
neighborhoods in biological networks (Figure 2). Unlike previous
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Predicting gdi-1 Interactors

O this study
A Zhong & Sternberg 2006
+ Lee et al. 2008 core
X 